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Chapitre

1

Généralités sur les infections sexuellement
transmissibles

La santé de la femme, ou santé des femmes, est un champ de la santé publique et de la
médecine s'intéressant aux problématiques de santé spécifiques aux femmes. L'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) justifie ce focus particulier par I'existence de différences a la fois
biologiques et socioculturelles.

« Le fait d’étre un homme ou une femme a sur la santé des conséquences im-
portantes, qui résultent a la fois des différences biologiques et sociales. La santé des
femmes et des jeunes filles doit faire I'objet d'attention particuliere parce que, dans
de nombreuses sociétés, celles-ci sont désavantagées en raison de discriminations
ancrées dans des facteurs socioculturels. Elles sont par exemple plus vulnérables
face au VIH/SIDA. Parmi les facteurs socioculturels empéchant les femmes et les
jeunes filles de bénéficier de services de santé de qualité et de parvenir au meilleur
état de santé possible, on trouve :

— Des relations inégales entre hommes et femmes;

— Des normes sociales qui réduisent leurs possibilités d'éducation et d'emploi
rémunéré ;

— Une vision de la femme centrée exclusivement sur son réle procréateur ;

— Des menaces ou de réelles violences physiques, sexuelles et émotionnelles. »

Par exemple, la santé mentale des femmes ou la santé reproductive et sexuelle sont incluses
parmi ces problématiques de santé affectant spécifiquement les femmes. Une définition de
la santé reproductive et sexuelle — ou santé génésique — a été établie lors de la Conférence
internationale sur la population et le développement, au Caire en 1994.

« Par santé en matiére de reproduction, on entend le bien-étre général de la
personne humaine, tant physique que mental et social, pour tout ce qui concerne
I'appareil génital, ses fonctions et son fonctionnement, et non pas seulement |'ab-
sence de maladies ou d’infirmités. Cela suppose donc qu'une personne peut mener
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une vie sexuelle satisfaisante en toute sécurité, qu'elle est capable de procréer et
libre de le faire aussi souvent ou aussi peu souvent qu’elle le désire. Cette derniere
condition implique qu’hommes et femmes ont le droit d'étre informés et d’utiliser
la méthode de planification familiale de leur choix, ainsi que d'autres méthodes
de régulation des naissances, qui ne soient pas contraires a la loi, méthodes qui
doivent étre siires, efficaces, abordables et acceptables, ainsi que le droit d'accé-
der a des services de santé qui permettent aux femmes de mener a bien grossesse
et accouchement et donnent aux couples toutes les chances d'avoir un enfant en
bonne santé ».

Méme si la santé reproductive et sexuelle ne se limite pas qu'a I'absence de pathologies géni-
tales, celles-ci peuvent influencer a la fois le bien-étre physique mais aussi mental et social des
femmes touchées par ces affections.

Parmi ces pathologies génitales, les infections sexuellement transmissibles ont été un sujet
majeur de préoccupation ces dernieres années en raison de leur recrudescence partout dans le
monde. Le terme infection sexuellement transmissible (IST) regroupe d'une part les infections
qui s'acquierent par contact sexuel et vont affecter d'autres organes que les organes génitaux,
voire |'ensemble de |'organisme, telles que le virus de I'immunodéficience humaine (VIH a I'ori-
gine du SIDA) ou les virus de I'hépatite B et C; et d'autre part, les infections qui s’acquiérent
par contact sexuel et restent cantonnées aux organes génitaux, comme l'infection virale au
Papillomavirus Humain (HPV), les infections bactériennes & Chlamydia trachomatis, Neisse-
ria gonorrheae, Mycoplasma genitalium, Treponema pallidum (agent de la syphilis, pouvant
évoluer en maladie systémique) ou les infections parasitaires a Trichomonas vaginalis. C'est
cette deuxiéme catégorie d'IST a laquelle nous nous intéressons et pour lesquelles les données
indiquent une recrudescence en France et dans le monde.

L’infection par HPV est la plus prévalente des IST puisqu'il n'existe pas de traitement pour
cette infection virale. Jusqu'a 80% des femmes seront infectées par HPV au cours de leur
vie [1]. D'un point de vue de santé publique, la problématique autour de cette infection
concerne surtout |'acceptabilité de la vaccination, le dépistage et le traitement des complica-
tions de l'infection par HPV, que sont les dysplasies cervicales et le cancer du col de I'utérus.

En 2012, I'estimation de prévalence mondiale de N. gonorrheae était de 0,8% (IC 0,6-1,0%)
chez les femmes de 15 a 49 ans, soit 27 millions d'adultes porteurs de N. gonorrheae a travers
le monde, tandis qu'elle était de 5,0% (IC 4,0-6,4%) pour la trichomonase, soit 101 millions
de personnes affectées, et de 0,5% (IC 0,4-0,6%) pour la syphilis, soit 18 millions de personnes
affectées [2].

Récemment, une autre IST bactérienne est apparue comme potentiellement problématique.
L'infection par M. genitalium concernait 2,0% des femmes a faible risque et 7,3% des femmes
a risque élevé [3], soit a un niveau proche des autres IST bactériennes.

Malgré tout, I'infection par C. trachomatis reste la plus prévalente des IST bactériennes. C'est
donc cette IST qui a été choisie comme sujet de recherche de cette thése, et comme modéle
d'étude pour I'analyse du rdle du microbiote vaginal dans I'histoire naturelle des IST.



Chapitre

2

Epidémiologie de l'infection par Chlamydia
trachomatis

2.1 Prévalence et incidence de I'infection par Chlamydia
trachomatis

2.1.1 Dans le monde

En 2012, I'estimation de prévalence mondiale de I'infection par C. trachomatis était de 4,2%
chez les femmes de 15 a 49 ans (IC 95% 3,7-4,7), et 2,7% (I1C 95% 2,0-3,6) chez les hommes,
soit environ 127 millions d'adultes vivant avec cette infection a travers le monde. En multi-
pliant par la durée moyenne d'infection, cela correspond a 131 millions de nouveaux cas de
d'infection par an. Ce chiffre comparé aux deux décennies précédentes indique une augmen-
tation de l'incidence de l'infection par C. trachomatis : 89 millions en 1995, 92 millions en
1999, 101 millions en 2005 et 106 millions en 2008. Le taux d'incidence annuel de |'infection
est estimé a 38 pour 1000 chez les femmes et 33 pour 1000 chez les hommes [2].

Ces estimations produites par I'OMS sont fondées sur une méta-analyse de la littérature et
sur les précédentes estimations de prévalence (2005 et 2008), mais la prévalence et I'incidence
vraies de l'infection par C. trachomatis sont difficilement estimables car les enquétes de pré-
valence sont financiérement trop couteuses. De plus, il s'agit d'une infection asymptomatique
dans la plupart des cas et les estimations d'incidence reposant sur des systemes de surveillance
qui rapportent les nouveaux cas diagnostiqués ne sont donc pas parfaitement fiables [4].

2.1.2 En Europe

Les données européennes sont fournies par le European Center for Disease Control (ECDC)
sur la base du nombre de cas rapportés. Ces données ne permettent pas de distinguer une
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augmentation de l'incidence de l'infection d'une augmentation du nombre de tests réalisés,
d'une amélioration de la notification ou d'une augmentation de la couverture du systéme de
surveillance. Dans le rapport annuel 2018, les données portaient sur 26 pays dont 22 seule-
ment ont un systeme de surveillance intégré avec déclaration obligatoire, et 4 pour lesquels les
données proviennent d'un réseau sentinelle (participation volontaire). De plus, les définitions
de cas utilisées peuvent varier avec une majorité des pays utilisant la définition standard de
I'Union Européenne, 5 pays utilisant une définition de cas nationale et 4 pays ne précisant pas
quelle définition est utilisée.

Ainsi, sur 26 pays pour lesquels les données étaient disponibles, le nombre de cas d'infection
par C. trachomatis est passé de 358 489 en 2010, soit 178,9 cas pour 100 000 habitants,
a 396 128 en 2014, soit 187,8 cas pour 100 000 habitants [5]. En 2017, le nombre de cas
était passé a 409 646, soit 146,2 cas pour 100 000 habitants. Le taux le plus bas était de 0,1
pour 100 000 habitants a Chypre ou en Roumanie, et le taux le plus haut a 649,6 pour 100
000 habitants pour I'lslande (suivie du Danemark et de la Norvege) [6], mais I'interprétation
des variations observées entre pays doit prendre en compte |'hétérogénéité entre pays dans le
nombre de tests réalisés.

2.1.3 En France

En France, les données de surveillance collectées au niveau national et rapportées a I'ECDC
sont basées sur un réseau sentinelle de laboratoires, et non un systeme de surveillance avec
déclaration obligatoire. Ainsi, le nombre de cas rapportés est passé de 12 932 a 17 672 entre
2013 et 2017 mais ne permet pas de calculer un taux du fait de I'absence d'un dénominateur [6].

La derniére estimation de prévalence de I'infection par C. trachomatis reposait sur une étude
de prévalence datant de 2005 et était de 1,6% (IC 95% 1,0-2,5) chez les femmes de 18 a 44
ans et de 1,4% (I1C 95% 0,8-2,6) chez les hommes de la méme tranche d'age, en-dessous des
estimations mondiales [7]. Dans la tranche d'age des 18-24 ans, cette prévalence était de 3,6%
(IC 95% 1,9-6,8) chez les femmes et de 2,4% (IC 95% 1,0-5,7) chez les hommes.

Une étude plus récente de 2012 (Chlamyweb) a mesuré la positivité a I'infection via un recru-
tement de participantes en ligne. La positivité était de 8,3% chez les femmes de 18 a 24 ans
et de 4,4% chez les hommes de la méme tranche d'age. Cependant, la positivité n'est qu'une
approximation de la prévalence réelle, il n’est donc pas possible d'inférer que I'infection est en
augmentation en France. Mais les données disponibles au niveau mondial, européen et national
intiquent toutes clairement que I'infection reste faiblement voire pas du tout controlée, malgré
I'existence d'un test fiable de dépistage et d'un traitement efficace.

2.2 Autres caractéristiques épidémiologiques

La tranche d’age 18-24 ans est la plus affectée par I'infection en France [7]. Au niveau euro-
péen, la tranche d'adge 20-24 ans est la plus affectée, suivie de la tranche 15-19 ans (ECDC),
aussi bien chez les hommes que chez les femmes. Ce résultat est également retrouvé dans
d’'autres pays du monde comme les Etats-Unis [8], avec un taux rapporté d'infection chez les
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15-24 ans quatre fois supérieur a celui de la population générale [9, 10].

Le ratio homme/femme de I'infection est estimé a 0,7 en Europe (ECDC). Plus de cas sont
détectés chez les femmes que chez les hommes dans la plupart des pays européens.

Certains parametres épidémiologiques sont difficiles a estimer du fait de raisons éthiques évi-
dentes. Ainsi, la probabilité de transmission d'une personne infectée vers une personne
non-infectée ne peut étre étudiée prospectivement qu'en laissant dans l'ignorance le ou la fu-
tur(e) partenaire, ce qui est éthiquement inacceptable. La modélisation mathématique permet
de pallier ce probleme en cherchant a estimer les parametres reproduisant le plus les données
observées. Plusieurs estimations de probabilité de transmission de I'homme vers la femme (en
I'absence de préservatif) sont ainsi disponibles dans la littérature : 12,9% (IC 95% 9,6-20,6)
pour chaque rapport sexuel avec un homme infecté [11], ou 24,7%, d'aprés des méthodes
de modélisation mathématique [12]. La probabilité de transmission semble moins élevée de la
femme vers I'homme avec une estimation de 16,3% en moyenne en |'absence de préservatif
également d'aprés cette derniére étude [12]. Chez les femmes, I'estimation de la clairance
naturelle de C. trachomatis pose également des questions éthiques. Elle est possible dans
des cas d'études rétrospectives sur des échantillons congelés dans le cadre d'une autre étude
par exemple. Les estimations de clairance de la littérature indiquent qu’environ la moitié des
infections par C. trachomatis sont résolues spontanément au bout d'un an [13]. A noter que
cela n'élucide par la question de savoir si des effets néfastes peuvent déja avoir eu lieu.

Chez les femmes dépistées pour C. trachomatis et traitées efficacement par antibiotiques, le
taux de réinfection est estimé a entre 20 et 30 pour 100 personnes-années [14,15]. De plus,
le délai médian de la réinfection est estimé a entre 4 et 5 mois [14]. Il semblerait que le taux de
réinfection soit plus important chez les femmes ayant eu une infection persistante et ayant été
traitées par antibiotiques que chez celles ayant résolu I'infection spontanément [16]. Concer-
nant les raisons de ces réinfections, une étude prospective de jeunes femmes aux Etats-Unis
avec données de génotype de C. trachomatis a mis en évidence que 54,6% des réinfections
présentaient des génotypes différents de C. trachomatis que ce soit avec le méme partenaire
ou pas, 13,7% étaient probablement liées a des échecs de traitement, 17,5% étaient des pro-
bables réinfections avec le méme partenaire (méme génotype) et 12% étaient des possibles
réinfections avec un partenaire différent (mais le méme génotype) [17].

2.3 Signes cliniques et complications

Chez les hommes, l'infection par C. trachomatis est asymptomatique dans environ 90% des
cas [18]. Lorsqu'elle est symptomatique, I'infection se manifeste par des écoulements au ni-
veau du pénis, des démangeaisons et une sensation de briilure au moment de la miction. Chez
les femmes, l'infection est asymptomatique dans 30 a 90% des cas, selon les pays [18]. La
bactérie infecte les cellules du col de |'utérus, provoquant une inflammation de cette région
(cervicite). Les symptdmes pouvant se manifester sont des douleurs pendant les rapports, des
saignements inhabituels entre les régles, des écoulements vaginaux inhabituels et une sensation
de briilure a la miction. Si I'infection n’est pas traitée par des antibiotiques adaptés, la bactérie
peut remonter |'appareil génital jusqu'aux trompes de Fallope et provoquer une inflammation
de I'endomeétre (endométrite) ou des trompes (salpingite), communément dénommée infec-
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tion génitale haute (IGH). Le spectre des IGH comprend également les abces tubo-ovariens
et la péritonite pelvienne [19]. Il est estimé qu'environ 10% des infections par C. trachomatis
évoluent vers des IGH [20, 21]. Sur I'ensemble des IGH, il est estimé que 10 a 20% des IGH
sont liées a des infections par C. trachomatis [22,23]. Sur le long terme, ces inflammations
chroniques sont responsables de Iésions et peuvent mener a une infertilité tubaire ou a des
grossesses extra-utérines. Cependant, les IGH peuvent aussi étre causées par d'autres patho-
genes, comme Neisseria gonorrheae ou Mycoplasma genitalium, tandis qu'aucun pathogene
n'est retrouvé pour une autre partie des diagnostics d'IGH [22]. Un tiers des grossesses extra-
utérines [24, 25] et entre 45% et 65% des infertilités tubaires [26, 27] sont attribuées a C.
trachomatis. En revanche, la proportion de cas d'infection par C. trachomatis évoluant vers
des infertilités tubaires est faible et estimée a entre 0,1 et 6% [28,29].

Le traitement de I'infection génitale basse par C. trachomatis repose sur des antibiotiques ad-
ministrés par voie orale : soit par 1 g d'azithromycine en une prise unique, soit par 100 mg de
doxycyline deux fois par jour pendant une semaine [30]. Les deux traitements ont une efficacité
tres élevée, a 96% pour I'azithromycine contre 97% pour la doxycycline. La différence d'effi-
cacité serait de 2,6% (IC 95% 0,5-4,7) en faveur de la doxycyline d"aprés une méta-analyse de
2014 [31].

Le traitement de I'lGH (une fois I'infection ascendante ayant atteint les voies hautes) consiste
en I'administration de ceftriaxone 1 g en une prise intramusculaire plus doxycycline 100 mg et
métronidazole 500 mg deux fois par jour pendant 10 jours par voie orale (recommandations
2019 du Conseil National des Gynécologues et Obstétriciens Francais). Cependant, rien ne
permet d'affirmer que le traitement de |'infection basse ou haute par C. trachomatis empéche
la survenue des complications qui pourraient s'étre déja installées, d'ou I'intérét d'un dépistage
précoce.

2.4 Dépistage des infections a Chlamydia trachomatis

En France, les recommandations de dépistage émanent d'un rapport d'évaluation de |'Agence
Nationale d'Accréditation et d'Evaluation en Santé (ANAES) de 2003 indiquant que le dé-
pistage opportuniste des infections uro-génitales a C. trachomatis de maniére systématique
uniquement dans les populations a risque est justifié. Ces populations a risque sont défi-
nies comme celles se présentant dans les Centres Gratuits d'Information, de Dépistage et de
Diagnostic (CeGIDD - anciennement Centres de Dépistage Anonymes et Gratuits (CDAG) et
Centres d'Information, de Dépistage et de Diagnostic des IST (CIDDIST)), ainsi que dans les
Centres de Planification et d'Education Familiale (CPEF) et les Centres d'interruption volon-
taire de grossesse. Ce dépistage s'applique aux femmes de moins de 25 ans et aux hommes de
moins de 30 ans, ainsi qu'éventuellement aux personnes fréquentant ces Centres et ayant eu
plus d'un partenaire dans I'année écoulée. De plus, il appartient a la personne infectée d'in-
former son partenaire d'une potentielle contamination et de I'inciter a se faire dépister et traiter.

Ces recommandations ont été revues par la Haute Autorité de Santé (HAS) sur demande de
la Direction Générale de la Santé en Septembre 2018. La HAS élargit ainsi le dépistage oppor-
tuniste systématique a la médecine de ville (généralistes, gynécologues, sage-femmes) pour les
femmes de moins de 25 ans mais aussi pour les femmes de plus de 25 ans et de moins de 18
ans présentant des facteurs de risque (plus d'un partenaire dans I'année, changement récent
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de partenaire, coinfection avec une autre IST ou infection du partenaire, antécédent d'IST,
entre autres) [32].

Malgré I'application de ces recommandations de dépistage depuis 2003, I'incidence des in-
fections a C. trachomatis ne semble pas baisser. Les nouvelles recommandations de la HAS
cherchent a élargir le dépistage a un ensemble plus important de la population, notamment chez
toutes les jeunes femmes de 18 a 25 ans, tout en restant opportuniste (pas de sollicitation de la
population cible mais uniquement a I'occasion de consultations dans les lieux sus-mentionnés).

Cependant, les estimations de risque d'infection et d'évolution vers des complications au niveau
populationnel ne rendent pas compte de |'hétérogénéité inter-individuelle, ou le risque d'étre
infecté, de présenter des symptomes et d'évoluer vers des complications peut varier grandement
d’'une personne a l'autre en fonction de caractéristiques propres de l'individu. Il peut dépendre
notamment des caractéristiques de |'hGte, et c'est la raison pour laquelle la santé sexuelle ne
se définit pas uniquement comme |'absence de pathologie. Un bon équilibre de la flore vagi-
nale - ou microbiote vaginal — participe de la bonne santé sexuelle et reproductive d'une femme.






Chapitre

3

Le microbiote vaginal comme écosysteme
particulier

3.1 Généralités sur I'écologie microbienne

L’écologie se définit comme [|'étude scientifique des interactions qui détermine la distribu-
tion et I'abondance des organismes [33]. Le terme distribution fait référence au lieu ou ces
organismes interagissent, tandis que le terme abondance fait référence au nombre d'orga-
nismes présents dans un endroit donné. Ces lieux ol les organismes interagissent constituent
des systemes écologiques ou écosystémes. Les voies génitales représentent un écosystéme ou
interagissent les bactéries, les virus, les champignons et les parasites du microbiote vaginal,
ainsi que I'h6te. Dans le monde du vivant, ces équilibres sont nécessairement des équilibres
dynamiques puisque |'existence et la croissance des différents organismes se heurtent a |'exis-
tence et a la croissance des autres. De plus, une abondance stable peut donner I'impression
d'un équilibre statique mais €étre en réalité un cycle perpétuel de multiplication ou reproduction
et de destruction. L'existence d'un équilibre dynamique implique que I'ajout ou le retrait d'un
organisme modifie nécessairement cet équilibre dynamique. En effet, des organismes indivi-
duels similaires forment des populations, qui entre elles constituent des communautés. Ces
communautés forment ensemble dans un espace donné un écosystéme. Ces niveaux biolo-
giques d’intégration s'emboitent comme des cubes de taille croissante, résultant en une
dépendance de |'équilibre de I'écosysteme vis-a-vis de tous les organismes individuels que I'on
retrouve en son sein. Pour étre plus précis, les populations sont des groupes d'individus de la
méme espece, tandis que les communautés sont des groupes d'especes vivant dans le méme
espace [33].

Les communautés d'organismes microscopiques - que ce soit des bactéries, des champignons,
des parasites ou méme des virus — habitant le corps humain constitue ce que I'on appelle
le microbiote humain (du grec ancien mikros « petit » et biotos « vie »). Il y a en réalité
plusieurs microbiotes chez I'humain puisque les communautés résidant dans l'intestin ou dans
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les voies respiratoires, ou encore dans les voies génitales ou sur la peau, sont toutes tres diffé-
rentes [34] et ne sont pas corrélées entre elles [35]. L'ensemble des génes de ces microbes est
dénommé microbiome. Dans I'étude du ou des microbiotes humains, |'essentiel des travaux se
sont concentrés sur le monde bactérien, et trés peu sur les autres microbes présents dans ces
écosystémes [36]. C'est notamment le cas du microbiote vaginal, ot la majorité des travaux
ont porté sur les bactéries jusqu'a présent. Ce travail de thése est centré autour de I'étude du
microbiote vaginal, dans sa dimension uniquement bactérienne.

En termes d'analyses statistiques, I'un des principes fondateurs de I'écologie selon lequel une
population ne peut pas croitre sans limites implique que I'on ne peut pas étudier séparément
I'absence ou la présence d'une population sans prendre en compte que |'absence d'une po-
pulation correspond nécessairement a la présence d'une ou de plusieurs autres populations.
Cette remarque s'applique également lors de I'analyse de I'abondance des populations en pré-
sence. Deux autres parametres rentrent en jeu : la pathogénicité de certaines especes, qui
fait qu'une espece a haut pouvoir pathogene méme en faible abondance peut étre plus néfaste
qu'une large abondance d'une autre espéce; et la redondance fonctionnelle de certaines
espéces, qui implique que I'absence d'une espéce peut étre compensée en termes fonctionnels
par la présence d'une autre, les deux especes étant ainsi équivalentes au regard d'une certaine
fonction. Des mécanismes de compensation peuvent étre a |'ceuvre lors de I'ajout ou du
retrait d'une espece bactérienne, ne permettant pas de raisonner de maniére purement arith-
métique.

3.2 Caractérisation du microbiote vaginal

Nous avons précédemment clarifié que ce travail de thése s'intéressait essentiellement au monde
bactérien, mais le monde bactérien peut étre caractérisé de diverses maniéres : par la liste des
espéces bactériennes en présence, par leur quantité, par leurs associations en communautés,
par I'ensemble des genes qu'elles présentent (le microbiome) et expriment, par les fonctions
qu’elles assurent, ou encore par les métabolites qu’elles produisent. En effet, la présence d'une
bactérie ne permet pas d'établir le role que celle-ci joue. Il existe au sein d'une méme espece
bactérienne une diversité dans les genes que les bactéries présentent (par exemple une souche
d’'une espéce peut présenter une résistance aux antibiotiques qu'une autre souche de cette
méme espeéce ne présente pas). Mais méme quand ce géne est présent, |'expression de ce geéne
et sa traduction en fonction biologique n'est pas nécessairement assurée puisque d'autres élé-
ments extérieurs tels que la présence d'une autre espece bactérienne ou des signaux envoyés
par I'hGte de ce microbiote peuvent réguler |'expression d'un géne.

3.2.1 Composition, structure et fonction du microbiote vaginal

Le terme composition fait référence a la liste des bactéries retrouvées dans un préléevement
et leur quantité. Les méthodes moléculaires actuelles ciblent des génes présents uniquement
dans le monde bactérien et, grace a des variations de ces genes, identifient les espéces bac-
tériennes en présence et leur quantité. Ces techniques aménent a la génération de tables de
données ol pour chaque prélevement sont renseignées les données de comptage de chaque
espece bactérienne.
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Le terme structure fait référence a I'équilibre de bactérie en présence et aux communautés
(ou clusters) retrouvées dans un échantillon. Il fait donc référence a un niveau biologique
d'intégration supérieur, par rapport a la simple composition bactérienne d'un échantillon, et
au fait que des populations bactériennes se structurent en communautés.

Le microbiote vaginal peut aussi étre étudié a la lumiere de ses fonctions, c'est-a-dire a ce que
ce microbiote accomplit ou induit comme processus biologique. Ces fonctions sont descriptibles
a travers le microbiome et les genes en présence, mais également a travers le transcriptome
puisque les génes peuvent étre régulés et s'exprimer ou ne pas s'exprimer dans des condi-
tions particuliéres. L'expression des geénes (transcriptomique) se traduit ensuite en termes de
protéines produites par les bactéries (protéomique) ou de métabolites (métabolomique).
Toutes ces dimensions fonctionnelles sont difficiles a appréhender et ajoutent des niveaux de
complexité a la compréhension du role du microbiote vaginal.

Ce travail de these est centré sur |'étude de la composition et de la structure des communautés
bactériennes des voies génitales des femmes.

3.2.2 Techniques de caractérisation

Trois méthodes de caractérisation du microbiote vaginal sont actuellement largement utilisées
par les cliniciens et les scientifiques.

Cliniquement, le microbiote vaginal est catégorisé en deux grands types par |'utilisation des
criteres d’ Amsel, définissant ainsi un état sain du microbiote vaginal, et un état pathologique
appelée vaginose bactérienne (VB). Les critéres d'Amsel permettent d'établir un diagnostic
positif si au moins 3 des critéres cliniques suivants sont présents : 1) sécrétions vaginales gri-
satres, homogenes et adhérentes a la paroi vaginale, 2) pH vaginal supérieur a 4,5, 3) odeur
vaginale caractérisée de poisson avarié apres mise en contact des pertes vaginales avec quelques
gouttes d'hydroxyde de potassium a 10% ("sniff test" positif), et 4) présence de clue cells (au
moins 20%) a I'examen microscopique a |'état frais des secrétions vaginales [37]. La présence
de clue cells et I'odeur caractéristique refletent |'absence de bactéries du genre Lactobacillus,
et la présence de bactéries anaérobies strictes et facultatives. En effet ces bactéries anaérobies
strictes et facultatives sont supposées produire des amines comme la putrescine, la cadavé-
rine et la triméthylamine qui réagissent en présence d'hydroxyde de potassium et forment des
isocyanides (ou carbylamines) dont I'odeur caractérisée est celle de poisson avarié. De plus,
ces amines réagissent avec les protons du milieu vaginal et font augmenter le pH vaginal. Ces
critéres présentent |'avantage de pouvoir étre évalués facilement et d'ajouter une dimension
phénotypique ou fonctionnelle a la caractérisation du microbiote vaginal, par la présence no-
tamment de symptomes comme les sécrétions vaginales, symptomes qui pourraient se révéler
tout aussi indicatif d'un état « sain » ou « pathologique » que la simple composition bacté-
rienne. Pour répondre a cette question, la présence de symptdmes est donc a évaluer au regard
de la composition bactérienne, or ces criteres ne permettent pas une résolution suffisamment
importante pour distinguer les especes ou genres en présence. De plus, d'autres espéces retrou-
vées dans |'écosystéme vaginal de personnes « saines », comme Lactobacillus spp., possédent
également la capacité génétique de produire ces amines [38], ce qui ne permet pas une réelle
caractérisation microbiologique du microbiote vaginal via les critéres d’Amsel.
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Le score de Nugent est un score fondé sur la composition microbiologique du microbiote
vaginal par détermination microscopique. Le score de Nugent dénombre les Lactobacillus,
Gardnerella vaginalis et batonnets Gram-négatifs incurvés sur un frottis vaginal a coloration
de Gram [39]. Un score entre 7 et 10 indique une VB (pas de Lactobacillus, mais un nombre
important de G. vaginalis et de morphotypes en batonnets Gram-négatifs incurvés) tandis
qu’un score entre 0 et 3 correspond a un microbiote « normal » (de nombreux morphotypes
Lactobacillus) et un score entre 4 et 6 a un microbiote intermédiaire. Méme s'il est plus précis
sur la composition bactérienne que les criteres d’Amsel, ce score ne présente pas de résolu-
tion suffisamment importante pour distinguer ni les différentes especes de Lactobacillus, qui
pourraient se comporter différemment dans |'environnement vaginal, ni les différents genres et
especes de bactéries Gram-négatif.

Le séquencage moléculaire et a haut debit d'amplicons du géne de I'ARN ribosomal 16S
a permis une caractérisation améliorée et en profondeur de la composition du microbiote
vaginal [40-42]. Les séquences ainsi générées peuvent étre regroupées entre elles par simila-
rité jusqu’'a un certain seuil, définissant ainsi des Unités Taxonomiques Opérationnelles
(OTU). Ces OTU ne représentent pas forcément la phylogénie bactérienne mais correspondent
a un degré de similarité génique. Alternativement, les séquences générées peuvent étre compa-
rées a des séquences ADN de référence auxquelles correspondent des taxons (espéces, genres
ou familles). Cette approche par phylotypes peut se heurter a un manque de séquences de
référence correspondant aux rangs taxonomiques les plus bas, tels que I'espece pour certains
genres. A noter que cette caractérisation moléculaire peut aussi reposer sur le séquencage
d'autres genes bactériens, tels que le géne de la chaperonine-60 (cpn60) [43].

L'utilisation de cette derniere technique de caractérisation génere des tables de données de
grande dimension puisque plusieurs centaines de phylotypes ou OTU peuvent étre retrouvés
dans un prélevement vaginal. Cela implique un traitement statistique adapté a ces données de
microbiote de grande dimension.

3.2.3 Traitement statistique des données de microbiote

Lorsque chacune des espéces bactériennes d'un écosystéme tel que le microbiote vaginal est
étudiée séparément, nous ne prenons pas en compte les effets d'équilibre, d'interdépendances
ou de compensation entre especes. C'est pourquoi il est nécessaire d'approcher la complexité de
cet écosysteme en combinant deux types d'analyses, correspondant a deux niveaux biologiques
d'intégration : I'étude séparée des populations bactériennes spécifiques (au sens étymologique
du terme : qui qualifie une espéce) et I'étude des équilibres communautaires bactériens.

Populations bactériennes spécifiques

Le séquencage génomique de I"’ARNr 16S bactérien permet d'obtenir un nombre de spécimens
(famille, genre ou espéce bactérienne) dans un prélévement vaginal. Ce nombre total de spé-
cimens (totalcount) peut varier d'une personne a |'autre, ou d'un prélévement a I'autre.

Données de comptage Les données de microbiote dont nous disposons correspondent a des
données de comptage de séquences, c'est-a-dire que nous avons le nombre de séquences pour
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chaque espéce présente dans un échantillon. Cependant, le nombre total de séquences, connu
sous le nom de profondeur de séquencage (depth of coverage ou library size ou totalcount)
peut varier grandement d'un échantillon a un autre, par exemple si I'échantillonnage vaginal
n'a pas été fait de la méme maniere. Cette grande variabilité de la profondeur de séquencage
représente donc un premier écueil des données de microbiote. En effet, plus la profondeur de
séquencage est grande, plus I'on a de spécimens dans I'échantillon, et plus I'on a de chances
d’'observer des bactéries.

Pour pallier ce premier écueil et normaliser la taille de la librairie, quatre approches ont été
proposées. La premiére consiste a raréfier les données de comptage, c'est-a-dire a fixer une
taille de librairie (ou nombre total de séquence par échantillon) minimum et a ramener tous les
échantillons de taille de librairie supérieure a ce minimum par sous-échantillonnage aléatoire.
Cette approche présente le double inconvénient d'omettre une partie des données disponibles,
soit donc de perdre en puissance statistique, et d'introduire une variabilité supplémentaire
du fait du sous-échantillonnage aléatoire. La deuxieme approche consiste a fixer une taille de
librairie minimale également, mais a ramener tous les échantillons de taille supérieure a ce
minimum par une simple mise a I’échelle proportionnelle. Cette deuxieme approche ne regle
toutefois pas la question de I'omission d'une partie des données et de la perte de puissance
statistique. La troisiéme approche consiste a prendre en compte les variations de taille de li-
brairie par une variable de pondération d’échelle (offset). La quatriéme approche consiste a
rapporter I'abondance de chaque espece bactérienne a la taille de la librairie d'un échantillon
et a obtenir ainsi une abondance relative.

Lorsque I'on travaille sur des especes bactériennes, on analyse séparément chaque espéce et
son lien avec une issue clinique (outcome). Il s'agit de données de comptage, pour lesquelles
on utilise classiquement des régressions de Poisson de type

log(\;) = Bo + Bixiy + Boxia + ... + Brwiy, (3.1)

avec E(Y) =wvar(Y) =\

Nota Bene : I'estimation des parameétres 3 est faite avec la méthode du maximum de vrai-
semblance.

La régression de Poisson est adaptée a la modélisation de variable dépendante discrete a dis-
tribution asymétrique.

Mais lorsque de trés grande valeurs sont observées dans les données de comptage, comme c'est
le cas lorsqu'une bactérie est absente chez beaucoup d’individus mais peut atteindre plusieurs
milliers d'exemplaires dans un prélevement, la variance est alors beaucoup plus grande que la
moyenne, on dit qu'il y a surdispersion des données, ou hétéroscédasticité. La raréfaction
ou l'utilisation de I'abondance relative permettent de normaliser les variances, mais ce faisant
elles sous-estiment les variances et augmentent le risque d'erreurs de type | (faux positifs) [44].
Deux autres possibilités existent pour pallier ce deuxieme écueil des données de microbiote. La
premiere est d'utiliser la régression binomiale négative. L'équation est la méme mais inclut
un terme de dispersion.
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log(\;) = Bo + Biziy + Boxio + ... + Brwis, + 0€; (3.2)
avec BE(Y) = Xetvar(Y) = A+ \/k

Une autre possibilité pour pallier le probleme de surdispersion des données est de procéder
a une transformation de stabilisation de la variance (variance stabilizing transforma-
tion). Pour un modele de Poisson ot E(Y) = var(Y) = A, il est possible de stabiliser la
variance en utilisant la transformation Y — /Y. Pour un modéle de régression binomiale
ot var(Y) oc A — A?, il est possible d'utiliser la transformation Y — arcsin,/Y, tandis que
pour un modele de type lognormal ot var(Y) o< A\?, la transformation 3 utiliser sera de type
Y — log(Y).

Packages d’analyse de données de comptage L'analyse des données de comptage par
régression binomiale négative est implémentée dans le package DESeq2 sur R [45]. Ce package
permet d'estimer la dépendance moyenne-variance dans des données de comptage issues de
séquencage a haut débit, et de tester I'expression différentielle de biomarqueurs (ici des phy-
lotypes) via des modeles de régression binomiale négative.

L'analyse se décompose en trois étapes :
1. Estimer les facteurs de taille (SizeFactors ou normalizationFactors)
2. Estimer la dispersion des données (dispersion)

3. Tester statistiquement les coefficients d'une régression binomiale négative sur une issue
clinique

Données de comptage a exces de zéros En plus de la surdispersion des données de
comptage dans des données de microbiote, si la profondeur de séquencage est limitée, il est
possible que des bactéries ne soient pas détectées dans un prélevement alors qu'elles étaient
présentes en faible quantité, ce qui induit un excés de zéros. On utilise alors une régression bi-
nomiale négative avec sur-représentation de zéros (zero-inflated negative binomial regression).
Il s"agit de prendre en compte deux processus a I'ceuvre dans les données de comptage : d'une
part, quand il y a exposition a un événement, |'évenement peut ne pas survenir ou survenir
une fois, deux fois etc. Un zéro peut donc représenter la non-survenue d'un événement alors
méme qu'il y avait exposition a I'évenement. D'autre part, il peut ne pas y avoir d'exposition a
I'’événement du tout, ce qui empéche d'observer I'évenement alors qu'il aurait pu advenir. Ou
alors, la durée d'exposition est trop faible pour qu’'on puisse décemment observer |'événement.
En données de microbiote, cela se traduit ainsi : une bactérie peut étre absente car elle est
réellement absente dans cet écosysteme, ou absente parce que I'échantillonnage était trop peu
abondant pour pouvoir I'observer alors méme qu'elle était peut-étre présente dans |'écosysteme
en faible abondance. Dans ce deuxiéme cas, on ne peut observer |'événement mais pour des
raisons techniques, on parle alors de zéro technique.

La régression binomiale négative avec sur-représentation de zéros est un modele qui combine
a la fois un processus de Bernouilli (absence/présence) correspondant a I'excés de zéros tech-
niques, et un processus binomial négatif (comptage des bactéries en présence, avec possibilité
d’'absence « réelle » de la bactérie).
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Dans les deux parties du modéle (zero-inflated et count model), on prend en compte la pro-
fondeur de séquencage (totalcount) pour normaliser les quantités de spécimens observés entre
les différents échantillons, en utilisant une pondération d’'échelle (offset(totalcount)).

Une deuxieme possibilité est d'utiliser des packages statistiques qui implémentent des modeles
adaptés a cet excés de zéros tout en permettant de normaliser les comptes de bactéries qui
varient grandement d'un échantillon a I'autre. Le package R metagenomeSeq permet cette
prise en compte de zéros excessifs [46].

Diversité

La diversité peut s'exprimer au sein d’'une espece, par exemple par des variations génétiques
permettant |'adaptabilité de certains organismes individuels au sein d'une espece dans certaines
conditions (certaines souches d'une espéce bactérienne peuvent présenter une résistance aux
antibiotiques tandis que d'autres souches y sont sensibles), mais aussi au sein d'une commu-
nauté (la a-diversité) ou entre plusieurs communautés (la S-diversité).

La a-diversité fait référence au nombre d'especes retrouvées dans une communauté (species
richness). Elle peut étre mesurée par différents indices tels que l'indice de Chaol. Elle peut
étre combinée a une mesure d'uniformité (evenness), qui mesure la proximité en quantité des
différentes espéces en présence (sont-elles présentes en quantités équivalentes ou dans des pro-
portions trés déséquilibrées ?), tels que I'indice de diversité de Simpson. L'indice de diversité
de Shannon combine ces mesures de richesse et d'uniformité des espéeces d'une communauté.
[l s'exprime ainsi :

s
H=- Z pilog, p; (3.3)
(i=1)

L’indice de Simpson quant a lui, créé par Simpson en 1965 mesure la probabilité que deux
individus tirés au sort dans la communauté bactérienne soient de la méme espece. Il s’exprime
ainsi :

L= lnni — DY/IN(N — 1)] (3.4)

Cette formule étant égale a 0 quand la diversité est maximale, il est possible d'inverser cette
formulation pour obtenir I'indice de diversité de Simpson :

D=1-=) [ni(ni = 1]/[N(N - 1)] (3-5)
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Ou S est la richesse spécifique soit le nombre d’espéces en présence, et p; la proportion de
I'espéce i par rapport au nombre total d'especes S.

Contrairement a la a-diversité qui mesure la diversité au sein d'un échantillon, la S-diversité
fait référence a la diversité observée entre échantillons, par exemple dans une population hu-
maine [47]. Elle mesure la similitude ou la différence de composition ou de structure bactérienne
entre deux échantillons.

Communautés bactériennes

Quand des populations de bactéries se mélangent pour former des communautés, un équilibre
des populations va se former, et les fonctions assurées par la communauté peuvent étre ré-
parties entre les especes en présence. Les fonctions assurées par une population bactérienne
peuvent donc changer selon qu'elle agit seule, ou en communauté avec d'autres populations
bactériennes. C'est pourquoi une analyse par population bactérienne doit étre combinée a une
analyse des équilibres communautaires.

Par ailleurs, quand une population bactérienne est absente d'un préléevement, cela signifie que
d’autres populations se sont accaparées la niche écologique, donc étudier une population bacté-
rienne sans prendre en compte les effets de remplacement peut mener a des erreurs. L'absence
d'une espece « a » peut signifier la présence d'une espece « b », ou d'une espéce « c ». Et
si les deux espéces « b » et « ¢ » ont des actions antagonistes, les résultats de I'analyse par
espece ne permettront pas de mettre en évidence d'action ou d'association pour I'espéce « a ».

Pour travailler sur des données de communautés bactériennes, un nombre arbitraire de com-
munautés types ont été établies, fondées sur la similarité de leur composition. Ces types d'état
communautaire (community state types — CST) n'ont pas de définition précise, mais corres-
pondent a des tendances observées. Elles sont heureusement suffisamment différentes les unes
des autres pour pouvoir clairement les identifier, et pour pouvoir classer un nouvel échantillon
vaginal dans I'un ou I'autre de ces CST. La littérature scientifique actuelle identifie 5 grands
types d'état communautaire [48] quelle que soit la population étudiée a travers le monde,
eux-mémes divisés en sous-catégories. La composition d'une communauté bactérienne n'est
donc pas aléatoire et le champ des possibles équilibres n’est pas infini.

Regroupement hiérarchique || existe plusieurs méthodes non supervisées de caractérisa-
tion des types d'état communautaire. La premiere de ces méthodes est le regroupement
hiérarchique (hierarchical clustering). Le principe est le suivant :

— Les échantillons vaginaux sont comparés deux-a-deux en terme de composition bacté-
rienne, et une distance est calculée pour chaque paire d'échantillon. Pour n échan-
tillons, on obtient une matrice symétrique de distance de dimension n X n, avec
n?/2 — n/2 valeurs de distance uniques. La méthode pour calculer la similarité, la
dissimilarité ou la distance est arbitraire. Les distances les plus communément utilisées
sont la distance euclidienne et la distance de Jensen-Shannon. Le choix de I'une
de ces méthodes se fait sur sa capacité a mettre en exergue des groupes cohérents, a
démarcations nettes. La méthode choisie est celle permettant la meilleure introspection
dans les données.
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— Les deux échantillons les plus similaires sont regroupés en un groupe (cluster) et la
distance entre ce groupe et les autres échantillons est recalculée.

— Sur la base de cette nouvelle matrice a dimension (n — 1) x (n — 1) (puisqu'il y a
maintenant un groupe a la place de deux échantillons), les deux échantillons ou le
groupe et I'échantillon ou les deux groupes les plus similaires sont regroupés.

Cette démarche est réitérée jusqu'a ce qu'il ne reste que deux groupes, qui sont alors regroupés
en un seul. La maniere de regrouper les échantillons en un groupe et de comparer ce groupe
aux autres échantillons ou aux autres groupes en termes de distance est également arbitraire.
Il est possible par exemple de calculer la moyenne des mesures d'abondance de chaque es-
pece bactérienne entre les deux échantillons a regrouper et de comparer ces valeurs moyennes
d'abondance d’une espéce bactérienne aux valeurs d’abondance de la méme espéce pour les
autres échantillons, puis de regrouper les deux clusters ou |'échantillon et le cluster pour les-
quels cette distance est minimale. Cette méthode porte le nom de liaison centroide (centroid
linkage). Il est possible de comparer un échantillon a un groupe en le comparant a son élément
le plus proche, et non a la moyenne de tous les éléments le composant, ce qui correspond a
la méthode de liaison simple (single-linkage). L'autre extréme consisterait a comparer un
échantillon a un groupe en le comparant a son élément le plus éloigné, ce qui porte le nom de
liaison compléte (complete-linkage). La liaison de Ward consiste a calculer la somme des
déviations au carré des éléments de deux groupes vis-a-vis du centre du groupe résultant de
la fusion de deux groupes.

TABLE 3.1 — Méthodes de calcul de distance entre groupes les plus utilisées

Méthode Définition Equation mathématique
Single-linkage Distance entre les éléments | D(cq,c2) = Ming ce, goce, (D(21,22))
les plus proches de deux
groupes

Complete-linkage | Distance entre les éléments | D(c1,c2) = mazy, ey poce, (D(z1,22))
les plus éloignés de deux

groupes
Average linkage Distance moyenne de toutes | D(cy,ca) = 1 * 1 * Z Z D(z1,x2)
les distances deux-a-deux L2 e mee
des éléments de deux
groupes
Centroid linkage Distance entre la moyenne | D(cy,c2) = D((i * Z ), (i * Z z))
(soit le centre) des éléments U gea 2 gee
de deux groupes
Ward linkage Ecart-type minimal entre les | T'otal Distancec, e, = Z D(, fiey ey )?
éléments des deux groupes z€c1Uco

vis- a-vis du centre du
groupe résultant de la fusion
des deux groupes (aggregate
deviation)

La distance choisie permet de comparer les échantillons entre eux, tandis que le type de liaison
choisie permet de comparer des groupes entre eux, ou des groupes avec des échantillons.
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La limite de la liaison simple est que cela regroupe les échantillons et les groupes de proche en
proche, et ne permet pas d'identifier des groupes sphériques clairement différents les uns des
autres. La liaison compléte donne I'équivalent du diametre du nouveau regroupement si I'on
représente les échantillons sur un plan, et cherche donc a minimiser ce diametre pour former
des groupes les plus compacts possibles. La liaison moyenne a la propriété d'étre moins affectée
par les valeurs extrémes. La liaison de Ward ne cherche pas a minimiser le diamétre final du
groupe résultant de la fusion de deux groupes comme dans le cas d'une liaison compléte, mais
a minimiser |'écart-type entre les éléments des deux groupes et le centre du groupe ainsi formé
(tableau 3.1).

L'une des limites majeures du regroupement hiérarchique est que chaque classification est
relative a |'échantillon total de I'étude (par exemple I'ensemble des prélévements vaginaux dis-
ponibles dans une étude). Dans le pire des cas, un méme échantillon vaginal pourrait étre classé
dans deux groupes différents selon la composition vaginale des autres échantillons vaginaux,
et notamment des échantillons les plus similaires, pour deux groupes peu différenciés. C'est
pourquoi il est important d'avoir des groupes aussi compacts que possible, aux bords clairs,
et donc de choisir les distances entre échantillons et entre groupes permettant ces regroupe-
ments compacts. Cela est d’autant plus facile qu'il y a peu de groupes a définir. En effet, plus
I'on s'approche d'un niveau de granularité important dans la définition des groupes, plus les
groupes sont proches et plus le risque de misclassification est important. Il est par exemple
plus facile de faire des erreurs de classement d'un échantillon entre les sous-types CST IlI-A
et CST IlI-B, qu'entre les types CST Il et CST I.

Nota Bene : le regroupement hiérarchique s'effectue sur des données normalisées, par exemple
en travaillant en abondance relative, et non en abondance absolue des populations bacté-
riennes.

Analyse en composantes principales Une deuxieme méthode non supervisée de carac-
térisation des types d'état communautaire est |'analyse en composantes principales ou ACP
(Principal Component Analysis - PCA). L' ACP est basée sur le principe de la projection géomé-
trique des points d'un espace a hautes dimensions sur un nombre restreint de dimensions. De
nouvelles variables sont créées (appelées composantes), correspondant a des combinaisons li-
néaires des variables utilisées au départ, de telle sorte que ces composantes captent une grande
partie de la variabilité des données. Le nombre de combinaisons linéaires des variables initiales
est potentiellement infini. L'ACP permet de choisir le nombre de composantes principales que
I'on souhaite retenir. Autant de composantes que de variables initiales sont générées mais elles
sont classées selon la part de variabilité des données qu'elles capturent. On peut utiliser la ou
les deux ou les trois premieres composantes pour représenter les données sur un espace uni-, bi-
ou tri-dimensionnel tout en conservant |'essentiel de I'information sur la variabilité des données.

Les données représentées sur le nouveau systéme de coordonnées peuvent apparaitre comme
des amas de points plus ou moins distincts, que I'on peut alors partitionner en groupes. Dans le
cas du microbiote vaginal, les groupes obtenus correspondent aux types d'état communautaire
obtenus par regroupement hiérarchique, avec un continuum entre certains groupes [42]. De ce
fait, le regroupement hiérarchique permet de mettre en évidence des groupes plus compacts
et plus faciles a délimiter.
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A I'instar du regroupement hiérarchique, cette méthode est limitée par le fait que la classifica-
tion est relative a I'échantillon total de I'étude. Elle peut donc varier et classer différemment
certaines observations si des échantillons sont ajoutés ou enlevés de I'échantillon total. Pour
obtenir une classification robuste qui ne dépende pas de la taille et de la nature de I'échan-
tillon total, il est nécessaire de passer par des méthodes de classification supervisées, comme
le support vector machine.

Suport Vector Machine Le support vector machine (SVM) est un algorithme permettant
de trouver le meilleur modele séparant des données en deux ou plusieurs groupes. Pour deux
groupes, possédant deux dimensions (ou deux espéces bactériennes dans notre cas), le SVM va
permettre de déterminer I'équation de la ligne séparant au mieux les points des deux groupes
sur un plan a 2 dimensions. Pour cela, I'algorithme maximise les deux distances séparant les
deux points appartenant a deux groupes différents les plus proches par rapport a la ligne tracée,
aussi appelées les marges. Les points les plus proches sont appelés les vecteurs-support, d'ou
le nom de la méthode. Cette méthode marche également pour des données avec plus de deux
groupes, et plus de 2 dimensions. Le SVM va alors calculer les différentes lignes, ou plans, ou
méme hyperplans permettant de séparer au mieux des groupes donnés.

Pour cela, il est nécessaire de fournir a |'algorithme des données déja classées en groupes.
Ce que le modeéle pourra faire par la suite est de classer tout nouvel échantillon dans ce plan
a plusieurs dimensions, séparé par des hyperplans, c'est-a-dire de déterminer a quel groupe
appartient le nouvel échantillon.

L'utilisation d'un SVM a été rendue possible par la récente génération de données de séquen-
cage du microbiote vaginal. En effet, plusieurs études a travers le monde ont été menées depuis
une dizaine d'années pour décrire la composition du microbiote vaginal dans différentes po-
pulations, avec des méthodes comparables. La large base de données résultante a été classée
en différents CST par regroupement hiérarchique, et cette classification a été utilisée pour
entrainer |'algorithme SVM et déterminer les hyperplans séparant les différents groupes. Par la
suite, il est possible de prédire I'appartenance a un groupe de tout nouvel échantillon vaginal
en fonction de sa composition en populations bactériennes.

Nota Bene : Pour se faire, il est nécessaire que la composition en populations bactériennes
des échantillons ait été normalisée, par exemple en travaillant en abondance relative, et non
en abondance absolue des populations bactériennes.
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4

Questions de recherche

4.1 Contexte

C. trachomatis est la bactérie pathogéne responsable de I'IST la plus prévalente dans le monde,
notamment chez les jeunes femmes. Jusqu'a présent, le contrdle de cette infection a reposé
sur la prévention primaire (notamment |'usage du préservatif) et le dépistage spontané ou
planifié. Malgré ces efforts, son incidence et sa prévalence sont en constante augmentation,
et l'incidence est probablement sous-estimée du fait que I'infection est essentiellement asymp-
tomatique. Ces données motivent le développement de solutions comme la recherche sur un
vaccin anti-Chlamydia, qui bien que nécessaire est aussi problématique. En effet, si |'objectif
d'un tel vaccin est de réduire drastiquement la prévalence globale de I'infection, un effort de
vaccination considérable serait nécessaire (I'infection disparaitrait au bout de 20 ans avec une
couverture de 100% des garcons et des filles avant le début de la vie sexuelle [49]). Etant
donnée la faible adhésion pour le vaccin du papillomavirus dans la méme tranche d'age (moins
de 20% en France [50]), cette stratégie est peu prometteuse. En revanche, si la stratégie ne
consiste pas a réduire le réservoir de I'infection mais uniquement a éviter I'évolution de I'in-
fection vers une IGH, alors il est nécessaire de cibler les individus a risque afin d’augmenter
le colit-efficacité de cette stratégie. Le ciblage d'une population repose sur I'identification de
marqueurs biologiques ou sociodémographiques, et est également un enjeu dans le dépistage
de l'infection par C. trachomatis.

Mais au-dela de I'acquisition de I'infection, d'autres aspects de I'infection sont clés. L'histoire
naturelle de l'infection par C. trachomatis fait référence a toutes les étapes du processus in-
fectieux, depuis la colonisation de I'hGte par la bactérie, I'infection, la coévolution, la clairance
naturelle ou par traitement, la réinfection, et I'évolution vers des complications (figure 4.1). C.
trachomatis étant une bactérie pathogéne stricte, les étapes de colonisation et d'infection sont
indissociables et correspondent a la phase d'acquisition de la bactérie. Dans cette histoire na-
turelle, les caractéristiques épidémiologiques observées en population indiquent plusieurs zones
d'ombre : tous les contacts sexuels non protégés avec une personne infectée ne ménent pas
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a une infection; la plupart des infections sont asymptomatiques; la moitié des infections se
résolvent spontanément dans |'année en |'absence de traitement; il existe une proportion non
négligeable de réinfections dans un laps de temps relativement court (un an); enfin, seules
certaines femmes vont présenter a moyen terme des IGH. Ces éléments dépendent nécessai-
rement en partie de caractéristiques intrinséques de |'hGte, et pas seulement d’expositions
externes — e.g. pratiques sexuelles -, comme la génétique ou le microbiote vaginal. Ce constat
ouvre la porte a la possibilité d'identifier des biomarqueurs de I'infection aux différentes étapes
de I'histoire naturelle de celle-ci.

Réinfection

Acquisition Persistance
Non-infecté Infecté ————— Complication

Clairance +/-
traitement

FIGURE 4.1 — Histoire naturelle de I'infection par Chlamydia trachomatis

Par ailleurs, nous savons que le microbiote vaginal joue le role crucial de barriere microbio-
logique de la muqueuse vaginale, d'autant plus crucial qu'a la différence de la peau, les mu-
queuses sont extrémement perméables. Les bactéries en présence, notamment Lactobacillus
spp., préviennent les infections par la compétition écologique, la production d'acide lactique
permettant de maintenir un pH faible (pH<4,0), et la production de bactériocines spécifiques
de pathogenes. Ces fonctions sont assurées par des microbiotes vaginaux qui varient en com-
position selon |I'hote.

Dans le domaine de I'infection par le VIH, il a été démontré qu'un microbiote vaginal déficient
en Lactobacillus et ol des bactéries anaérobies étaient retrouvées en grand nombre était asso-
cié a une prévalence quatre fois plus élevée d'infections par le VIH [51]. De plus, en travaillant
sur des cas incidents, le taux d'acquisition de I'infection par le VIH est également quatre fois
plus élevé chez les femmes présentant un microbiote vaginal pauvre en Lactobacillus [52]. Cer-
tains mécanismes biologiques ont été mis en évidence, comme une plus grande inflammation
des voies génitales et la présence de lymphocytes T CD4+, qui expliquent cette plus grande
susceptibilité.

De méme, il est possible que le microbiote vaginal joue un rdle important dans la susceptibi-
lité vis-a-vis de l'infection par C. trachomatis mais également a d'autres étapes de I'histoire
naturelle de celle-ci. La disponibilité de nouvelles techniques moléculaires depuis un peu plus
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d'une décennie a permis de mieux caractériser le microbiote vaginal. Comme nous I'avons
vu, le microbiote vaginal est un écosystéme dans lequel plusieurs especes bactériennes (mais
aussi des virus et des eucaryotes) vivent en équilibre dynamique. Ce microbiote vaginal est
donc fluctuant et susceptible d'étre modifié au cours du temps par un ensemble d'expositions,
parmi lesquelles les pratiques sexuelles et pratiques d'hygiene intime, mais aussi |'exposition
aux antibiotiques et la présence de pathogene.

4.2 Objectifs

Dans cette thése nous nous intéressons donc a ce triangle d'associations entre expositions,
microbiote vaginal et infection par C. trachomatis (figure 4.2). L'objectif général de cette
these est d’étudier la composition et la dynamique du microbiote vaginal, ses fac-
teurs associés et son role dans l'infection par C. trachomatis.

% Chlamydia trachomatis
A

Expositions

- Pratiques sexuelles
- Hygiéne intime

- Antibiotiques etc.

\ Microbiote vaginal

FIGURE 4.2 — Représentation schématique des associations entre expositions, infection par
Chlamydia trachomatis et microbiote vaginal.

Cet objectif de these se décline en plusieurs questions spécifiques :
— Existe-t-il des marqueurs « microbiotaux » de l'infection par C. trachomatis ?
— La composition et la structure du microbiote vaginal sont-elles modifiées par I'infection
par C. trachomatis et la prise d'un traitement antibiotique ?
— Quels sont les facteurs permettant d’expliquer des variations de microbiote vaginal
prédisposant ainsi a |I'acquisition d'IST ?
L'étude de ces questions s'est structurée en quatre parties, dont les deux premiéres portent sur
I'association entre I'infection par C. trachomatis et le microbiote vaginal et les deux suivantes
sur les facteurs associés a la composition et a la dynamique du microbiote vaginal. La partie |
consiste en un travail d'étude comparée avec trois autres IST génitales d'importance clinique.
La partie Il porte sur I'association entre microbiote vaginal et infection par C. trachomatis
dans deux études en France et aux Etats-Unis. La troisieme partie porte sur I'impact de la
prise d'antibiotique dans le traitement de |'infection par C. trachomatis sur le microbiote va-
ginal. Enfin, la partie IV s'intéresse aux facteurs associés a la dynamique du microbiote vaginal.
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Ce chapitre et les chapitres suivants (6, 7 et 8) présentent des travaux ayant fait |'objet d'une
publication dans « Clinical Microbiology and Infection » (Appendice A).

5.1 Infections sexuellement transmissibles d’importance
clinique

Le papillomavirus humain (HPV), Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrheae et Mycoplasma
genitalium sont quatre des infections génitales les plus prévalentes. Elles touchent principale-
ment les jeunes adultes et peuvent évoluer vers des complications majeures sur le long terme.
En 2012, il y avait 127 et 27 millions d'adultes vivant respectivement avec C. trachomatis
et N. gonorrheaee a travers le monde [2]. Les deux infections sont majoritairement asympto-
matiques [18]. Si elle n'est pas traitée, I'infection par C. trachomatis peut mener a des IGH,
des grossesses extra-utérines et de I'infertilité tubaire [53]. L'infection par C. trachomatis est
également associée a des issues de grossesse défavorables telle que la chorioamnionite [54],
I'accouchement prématuré [55], et le faible poids a la naissance [56]. M. genitalium est une
IST émergente. Sa prévalence dans les populations a faible risque et a haut risque a travers
le monde est estimée a 2,0% et 7,3% respectivement [3]. Il est suggéré qu’elle est associée a
I'urétrite, la cervicite [57], I'IGH [58] et I'infertilité tubaire [59]. Ces éléments combinés a sa
haute prévalence proche de celle de C. trachomatis, en font un sujet de préoccupation. Les
infections par HPV sont fortement associées au cancer de col de I'utérus [60-63], en particulier
les génotypes HPV 16 et 18. Jusqu'a 80% des femmes seront infectées par HPV au cours de
leur vie [64].
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5.2 Role potentiel du microbiote vaginal dans la suscep-
tibilité aux infections sexuellement transmissibles

Cependant, tous les contacts sexuels avec ces pathogenes ne débouchent pas sur une infection,
et toutes les infections n'évoluent pas en complications sur le long terme, ce qui suggére que des
facteurs tels que le microbiote vaginal, I'immunité innée et adaptative de I'hGte, les capacités
adaptatives (fitness) du pathogene et sa charge pourraient moduler I'histoire naturelle de ces
infections. Le séquencage moléculaire et a haut débit d"'amplicons du géne de I'ARN ribosomal
16S a permis une caractérisation améliorée et en profondeur de la composition du microbiote
vaginal [40-42]. Ces études ont identifié plusieurs types de microbiotes vaginaux qui sont soit
dominés par une espéce de Lactobacillus parmi quatre (L. crispatus, L. iners, L. gasseri et
L. jensenii), soit caractérisés par un manque de Lactobacillus spp. et un ensemble divers de
bactéries anaérobies strictes et facultatives. Ce dernier type est associé a un score de Nugent
élevé, un outil de recherche utilisé pour diagnostiquer la vaginose bactérienne (VB). Le score
de Nugent dénombre le nombre de Lactobacillus, Gardnerella vaginalis et batonnets Gram-
négatifs incurvés sur un frottis vaginal a coloration de Gram. Un score entre 7 et 10 indique
une VB (pas de Lactobacillus, mais un nombre important de G. vaginalis et de morphotypes en
batonnets Gram-négatifs incurvés) tandis qu'un score entre 0 et 3 correspond a un microbiote
« normal » (de nombreux morphotypes Lactobacillus) et un score entre 4 et 6 a un microbiote
intermédiaire. Cliniquement, la VB est évaluée par |'utilisation des criteres d'Amsel, qui établit
un diagnostic positif si au moins 3 des critéres cliniques suivants sont présents :

1. sécrétions vaginales grisatres, homogenes et adhérentes a la paroi vaginale,
2. pH vaginal supérieur a 4.5,

3. odeur vaginale caractérisée de poisson avarié aprés mise en contact des pertes vaginales
avec quelques gouttes d'hydroxyde de potassium a 10% ("sniff test" positif),

4. présence de clue cells (au moins 20%) a I'examen microscopique a I'état frais des
secrétions vaginales.

Quelle que soit la maniére dont elle est diagnostiquée, la VB peut étre associée a une odeur
rapportée par les patientes, des sécrétions vaginales inhabituelles et des démangeaisons, mais
dans de nombreux cas elle peut étre asymptomatique. Nous faisons |I'hypothése que le micro-
biote vaginal interagit avec les pathogénes sexuellement transmissibles de deux maniéres : des
microbiotes vaginaux différents peuvent contribuer différentiellement a la physiopathologie des
infections génitales et de leurs séquelles, et les pathogénes sexuellement transmissibles peuvent
influencer la composition du microbiote vaginal. Cette interaction biologique putative a double
sens devrait donc étre reflétée par une association statistique a la fois dans les études transver-
sales et les études longitudinales. Une connaissance approfondie de ces aspects pourrait poser
les fondements nécessaires pour le développement de probiotiques qui pourraient constituer
une approche de prévention et/ou de restauration plus efficace et plus simple. Notre revue
constitue un premier pas vers une clarification des interrelations entre pathogénes sexuelle-
ment transmissibles et microbiote vaginal.

5.3 Objectif de la revue systématique

L'objectif de cette revue systématique est d'évaluer I'association statistique entre C. tracho-
matis, N. gonorrheae, M. genitalium, et les infections par HPV, quatre des IST les plus com-
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munes, et le microbiote vaginal, dans les études transversales et dans les études longitudinales.






Chapitre

6

Méthodes de la revue systématique et
meéta-analyse

6.1 Recherche documentaire

Medline et le Web of Science ont été sondées de Janvier 2000 a Décembre 2016 (derniére
recherche le ler janvier 2017) pour toutes les études pertinentes sur |'association entre micro-
biote vaginal et les infections a HPV, C. trachomatis, M. genitalium et N. gonorrheae.

Les termes utilisés pour la recherche étaient (“human papillomavirus” OR “Chlamydia tracho-
matis” OR “Neisseria gonorrheae” OR "Mycoplasma genitalium™”) AND (*genital OR vagin*)
AND (“microbiota” OR “microbiome” OR *“vaginosis” OR “lactobacill*"). Les listes de réfé-
rences des publications ont été fouillées manuellement pour obtenir des références addition-
nelles.

Les titres et les résumés d'articles ont été revus par JT et EDA et seules les publications
pertinentes ont été retenues pour lecture complete. Pour étre éligibles pour I'analyse, les
articles publiés devaient correspondre aux critéres d'inclusion suivants :

— Association entre une des infections susmentionnées et |'état du microbiote, caractérisé
par séquencage d'amplicons du gene de I'ARNr 16S, score de Nugent [39], critéres
d'Amsel [37] ou la seule présence de clue cells [65]

— Population humaine et féminine

— Schémas d'étude en cohorte, transversal ou interventionnel

— Méthodes pour la détection des IST fondées sur la PCR

Criteres d'exclusion :

— Population positive pour le VIH (sauf si stratifié sur le statut VIH) ou proportion de
participantes positives pour le VIH supérieure a 10% de I'échantillon total

— Grossesse

— Revues de littérature, lettres et éditoriaux
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— Faible taille d’échantillon (<30)

6.2 Extraction de données

Pour chaque étude, les données suivantes ont été extraites : date de publication, auteurs,
schéma d'étude, population d'étude, tranche d'age, taille d'échantillon, lieu de I'étude, mé-
thodes pour la caractérisation du microbiote et le diagnostic d'IST, mesure de I'association
ou données brutes, prévalence de la VB si applicable, prévalence de I'lST d’intérét (tableau 6.1).

Pour cette méta-analyse, nous avons dichotomisé le microbiote vaginal en deux catégories,
nommément microbiote vaginal a faible Lactobacillus (low-Lactobacillus vaginal microbiota -
LL-VMB) et microbiote vaginal a haut Lactobacillus (high-Lactobacillus vaginal microbiota
- HL-VMB). LL-VMB est caractérisé par un manqué de Lactobacillus et un large éventail
de bactéries anaérobies strictes et facultatives. Cette définition corréle bien la catégorie 7-10
du score de Nugent et un test d'Amsel positif, ainsi que la présence de clue cells. HL-VMB
correspond a des types d'états communautaires dominés par L. crispatus, L. iners, L. gasseri
ou L. jensenii, un score de Nugent entre O et 6, et un test d'Amsel négatif.

6.3 Analyse statistique

6.3.1 Mesure d’association

Un modele a effets aléatoires supposant I'hétérogénéité des études, inclus dans la commande
metan de Stata 14.0 a été utilisé pour résumer les tailles d'effet (effect size — ES). Les tailles
d’effet étaient soit des odds-ratios (OR), des risques relatifs (RR), des hazard ratios (HR) ou
des ratios de taux d'incidence (IRR). Quand une mesure d’association ajustée était disponible
avec des informations sur les facteurs de confusion, cette mesure et son intervalle de confiance
(IC) a 95% étaient utilisés pour la méta-analyse plutét que I'estimation brute. Quand aucune
mesure d’association n'était disponible, les données brutes étaient utilisées pour calculer un OR
et son IC a 95% par la méthode de Mantel-Haenzsel. Les estimations d’association extraites
des études sélectionnées et leurs |C sont présentés sur des diagrammes en forét (forest plots).

6.3.2 Evaluation du risque de biais et hétérogénéité des études sé-
lectionnées

Pour chaque IST considérée dans cette revue, des graphiques en entonnoir (funnel plots) ont
été réalisés pour évaluer |'existence d'un biais de publication. Ces graphiques ont été combi-
nés a des tests d'Egger. Le test bilatéral Q d’homogénéité de Cochran [66] et la statistique
I ont été utilisés pour évaluer |'hétérogénéité des mesures d’association au sein des études
incluses dans la méta-analyse. Des analyses de sous-groupes ont été effectuées quand le test Q
était statistiquement significatif au risque de 5% ou si la statistique |2 était supérieure a 50%,
pour identifier les sources potentielles d’hétérogénéité. Le test bilatéral Q d'homogénéité de
Cochran a également été utilisé pour comparer les sous-groupes.
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La qualité méthodologique des études sélectionnées au seul regard de I'objectif de recherche
de cette revue a été évaluée par le biais de I'échelle de Newcastle-Ottawa, qui consiste en
ni

un systéme de points ("“'star system"’), avec un maximum de 9 étoiles a attribuer par étude
(tableau A.1).

Des analyses de sensibilité ont été effectuées pour N. gonorrheae et C. trachomatis excluant
deux études qui présentaient leur score de Nugent en trois groupes : 0-3, 4-6 et 7-10 et four-
nissaient des estimations de mesure d'association en prenant la catégorie 0-3 comme référence
au lieu des catégories 0-3 et 4-6 ensemble (Francis et al. (2014), Brotman et al. (2010), voir
figure A.1).
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[

Résultats

7.1 Résultats de la recherche

La recherche a produit 390 articles publiés sur Medline et 664 sur le Web of Science. Aprées
retrait des articles en double et exclusion sur la base de la langue ou de I'inadéquation éva-
luée apres lecture des titres et résumés, 105 articles ont été retenus pour lecture compléte.
Nous avons exclu 72 articles ne correspondant pas aux criteres d'inclusion. Aprés ajout de 6
articles via recoupement des listes de références, il restait 39 articles pour I'analyse (figure 7.1
page 40). Parmi ces 39 articles, 11 utilisaient les critéres d'Amsel, 20 le score de Nugent, 3 la
présence de clue cells et un article utilisait a la fois les critéres d'Amsel et le score de Nugent
pour la caractérisation de I'état LL-VMB, tandis que 4 utilisaient le séquencage génique de
I'ARNr 16S pour la caractérisation du microbiote vaginal. Parmi les 39 études sélectionnées, 19
correspondaient a des cohortes et 20 a des études transversales. Des données longitudinales sur
le microbiote vaginal et les IST étaient disponibles pour 13 des 19 cohortes, tandis que pour les
6 autres seules des données a l'inclusion étaient disponibles, dii au fait que I'association entre
microbiote vaginal et IST n’était pas toujours |'objectif principal des études sélectionnées. Les
études de cohorte permettaient d'identifier les cas d'infection incidente, mais méme avec des
cas incidents, le microbiote vaginal n'était pas toujours évalué en amont de l'infection, mais
plutot a la méme visite que I'infection incidente, ou aprés I'infection dans seulement une étude
(Bradshaw et al. 2013). Quand le microbiote vaginal était évalué en amont de I'infection, le
délai entre les deux évenements variait de 3 mois a 2 ans. Un total de 17 articles a été utilisé
pour évaluer I'association entre microbiote vaginal et C. trachomatis (n=12 810), 20 pour
HPV (n=20 022 individus), 8 pour N. gonorrheae (n=8 799), et 4 pour M. genitalium (n=2
894) (tableau 6.1).
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Articles identifies (n=1054) via
Medline (3907
Web of Science (664)

4}Doublons retirés (n=277)

Articles examinés sur la base du titre et du résumé (n=777) |

- IFxclus sur la base du titre et du résumé (n=672) |

Textes entiers evalués pour eligibilité (n=1035) |

Articles exclus (n=72)
Absence de mesure d'association
Taille d'échantillon insuffisante
Diagnostic inapproprié

Population d'étude inapproprice

Estimation groupée pour phisieurs IST

4}Ajoutés manuellement (n=6)

Aurticles inclus (n=39)
Nugent score, criteres d'Amsel, clue cells (35)
Séquencage du microbiote (4)

FI1GURE 7.1 — Diagramme de flux du processus de sélection pour I'identification et I'inclusion
des articles.
IST : Infection sexuellement transmissible

7.2 Association globale entre Chlamydia trachomatis et
microbiote vaginal a faible Lactobacillus (LL-VMB)

Dans les études sélectionnées pour l'infection par C. trachomatis et dans les populations étu-
diées, la proportion de femmes infectées allait de 4,8% a 72,9%. Sur |'ensemble des études, la
proportion de femmes présentant un LL-VMB variait de 3,1% a 70,9%. Pour C. trachomatis,
les mesures d'association avec un LL-VMB variaient de 0,70 (1C95% 0,40-1,20) a 5,24 (1C95%
1,86-14,81). Neuf études sur 17 montraient une association significative. Le test Q d'hétérogé-
néité montrait également un résultat significatif (p = 0,018) (figure 7.2 page 41). Les sources
potentielles d'hétérogénéité ont été explorées par le biais d'analyses de sous-groupes (voir sec-
tion 7.4).
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41

First

Measure of

%

author Year association Diagnosis ES (95% ClI) Weight
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent : + 2.67 (1.45,4.93) 2.39
Ness RB 2002 cOR Nugent ! + 2.45(1.68,3.57) 5.93
Yen S 2003 aOR Nugent —_—— 1.57 (1.12,2.18) 10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent - g 1.93(1.08,3.44) 4.41
Uma S 2005 cOR Nugent —_— 0.93(0.43,1.99) 7.37
Kaul R 2007 alRR Nugent ' *> 2.10(1.10, 3.80) 3.61
YoshimuraK 2009 cOR Nugent : *> 2.62(1.41,4.85) 245
Kapiga S 2009 OR Nugent —_—— ' 0.70 (0.40, 1.20) 12.05
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —_—— 1.75(1.37,2.23) 11.64
Znazen A 2010 cOR Nugent *> : 1.25(0.62,2.52) 5.91
Marconi C 2011 cOR Nugent + : 0.91(0.35,2.34) 5.57
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent - 1.50 (0.70, 3.40) 3.61
Aghaizu A 2014 aRR Nugent : -+ 2.00(1.10,3.90) 3.41
Francis SC* 2014 aOR Nugent — 1.34 (0.92,1.97) 10.36
Abbai NS 2015 aHR Amsel - 1.45(0.91,2.30) 8.28
Mongelos P 2015 cOR Nugent : 5.24 (1.86, 14.81) 0.20
van der Veer C 2016 cOR Sequencing — 1.79(0.77,4.15) 2.51
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) Q 1.51(1.22,1.81) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis E

T T T T

0 5 1 2 6
negatively associated positively associated

FIGURE 7.2 — Diagrammes en forét de I'association entre microbiote vaginal deficient en
Lactobacillus spp. et infection par Chlamydia trachomatis (CT).

OR : Odds-ratio; RR : Risque relatif ; IRR : Ratio de taux d'incidence ; HR : Hazard Ratio; ES : effect size; Cl :
Intervalle de confiance. Les mesures ajustées sont indiquées par le préfixe a- devant la mesure d’association.

Les OR calculés a partir de données brutes sont indiqués par le préfixe c-.

7.3 Association globale entre trois autres infections sexuel-

lement transmissibles d’importance clinique et micro-
biote vaginal

Dans les études sélectionnées pour les trois autres IST d'importance clinique, les résultats sont
présentés en figure 7.3, figure 7.4 et figure 7.5, page 42. La proportion de femmes infectées
allait de 9,9% a 79,5% dans les études portant sur HPV, de 0,7% a 9,9% pour N. gonorrheae,
et de 2,5% a 13,8% pour M. genitalium (quand disponible dans les études transversales ou
a l'inclusion pour les études longitudinales). Pour HPV, les mesures d’'association avec un
LL-VMB allaient de 0,60 (1C95% 0,30-1,19) a 2,75 (1C95% 0,27-28,04). Six études sur 20
montraient une association significative entre microbiote vaginal et infection par HPV. Ces
études étaient significativement hétérogenes (p<0,001). Les études sélectionnées pour N. go-
norrheae n'étaient pas significativement hétérogenes (p = 0,276), et les mesures d'association
variaient de 0,80 (1C95% 0,50-1,40) a 3,75 (1C95% 0,39-36,24) avec une seule étude mon-
trant une association significative. Pour M. genitalium, trois études indiquaient des estimations
d'association similaires, allant de 0,44 (1C95% 0,13-1,54) a 0,50 (1C95% 0,10-3,40), mais une
étude rapportait une estimation d’association de 6,09 (1C95% 1,98-18,50).

Pour C. trachomatis et N. gonorrheae, les analyses de sensibilité excluant les études pour
lesquelles les estimations d'association prenaient comme catégorie de référence du score de
Nugent la catégorie 0-3 au lieu de I'ensemble des individus des catégories 0-3 et 4-6 réunies,
ne modifiaient pas les résultats significativement (figure A.1, page 183).
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First Measure of %
author Year  association Diagnosis ES (95% ClI) Weight
Moscicki AB 2001 HR Amsel —+—:— 0.99 (0.46, 2.12) 5.42
Castle PE 2001 GOR Nugent —q—'— | 0.80 (0.44,144)  7.49
Mao C 2003 aOR Amsel r —— 2.50 (1.50, 4.10) 3.32
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_—— : 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_——r : 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel —— 1.60 (0.81, 3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel —— 1.71(0.98, 2.98) 4.53
Wiley DJ 2011 cOR Amsel —_— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel : —_—— 2.42(1.92, 3.05) 7.08
Oakeshott P 2012 RR Nugent -+ 1.32 (0.94, 1.85) 7.77
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent —— . 0.83 (0.30, 2.30) 4.53
Lazenby GB 2013 cOR Nugent X —— 1.87(0.97, 3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Sequencing X -+ 2.75(0.27, 28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Sequencing - 1.91(0.83, 4.39) 212
Marks MA 2015 aRR Amsel —_— 211 (1.54, 2.91) 6.28
Mongelos P 2015 cOR Nugent : —— 1.92 (0.94, 3.93) 2.75
Peres AL 2015 cOR Clue cells +—— 1.31(0.92,1.87) 763
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells : —— 244 (1.44,411) 3.21
Mitra A 2015 cOR Sequencing - 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Liu J 2015 aOR Amsel ' R 2.62(1.90, 3.61) 5.28
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.53 (1.23, 1.82) 100.00
]

NOTE: Weights are from random effects analysis '

o 5 1 2 6

negatively associated

positively associated

F1GURE 7.3 — Diagrammes en forét de I'association entre microbiote vaginal deficient en

Lactobacillus spp. et infection par le papillomavirus humain (HPV).

OR : Odds-ratio; RR : Risque relatif ; IRR : Ratio de taux d'incidence ; HR : Hazard Ratio ; ES : effect size; Cl :

Intervalle de confiance. Les mesures ajustées sont indiquées par le préfixe a- devant la mesure d'association.

Les OR calculés a partir de données brutes sont indiqués par le préfixe c-.

First Measure of
author Year  association Diagnosis
i
Ness RB 2002 cOR Nugent ' +
1
Yen S 2003 cOR Nugent : +*
Uma S 2005 cOR Nugent E
1
Kaul R 2007 alRR Nugent —0——%—
1
Kapiga S 2009 OR Nugent —0—:—
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —é—o—
1
Francis SC* 2014 aOR Nugent ——:—0—
Abbai NS 2015 aHR Amsel +

Overall (I-squared = 19.4%, p = 0.276)

NOTE: Weights are from random effects analysis

\4

ES (95% ClI)

2.34 (1.31,4.17)
1.46 (0.75, 2.83)
3.75 (0.39, 36.24)
0.80 (0.50, 1.40)
0.90 (0.50, 1.40)
1.43 (0.98, 2.08)
1.44 (0.84, 2.45)
1.66 (0.83, 3.32)

1.18 (0.88, 1.47)

%

Weight

3.99

7.20

0.03

26.16

26.16

20.11

11.18

5.18

100.00

T T
0 5 1

negatively associated

positively associated

FIGURE 7.4 — Diagrammes en forét de |'association entre microbiote vaginal deficient en
Lactobacillus spp. et infection par Neisseria gonorrheae (NG).
OR : Odds-ratio; RR : Risque relatif ; IRR : Ratio de taux d'incidence ; HR : Hazard Ratio ; ES : effect size; Cl :

Intervalle de confiance. Les mesures ajustées sont indiquées par le préfixe a- devant la mesure d'association.

Les OR calculés a partir de données brutes sont indiqués par le préfixe c-.
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Manhart LE 2003  cOR Amsel —— 0.49 (0.24, 1.00) 74.26

| AN
Oakeshott P 2010 RR Nugent ' + 7 6.09 (1.98, 18.50) 0.16

|

1
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent * 0.50 (0.10, 3.40) 3.95

|
Huppert JS 2014 cOR Amsel —_—— 0.44 (0.13, 1.54) 21.63

Overall (I-squared = 0.0%, p = 0.618) <> 0.49 (0.16, 0.82) 100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis

T
0 5 1 2 8

negatively associated positively associated

FIGURE 7.5 — Diagrammes en forét de |'association entre microbiote vaginal deficient en
Lactobacillus spp. et infection par Mycoplasma genitalium (MG).

OR : Odds-ratio; RR : Risque relatif ; IRR : Ratio de taux d'incidence ; HR : Hazard Ratio; ES : effect size; Cl :
Intervalle de confiance. Les mesures ajustées sont indiquées par le préfixe a- devant la mesure d'association.

Les OR calculés a partir de données brutes sont indiqués par le préfixe c-.

7.4 Analyse de sous-groupes de l'association entre mi-
crobiote vaginal et infection par le papillomavirus hu-
main ou par Chlamydia trachomatis

Pour C. trachomatis, quand les mesures d'association étaient restreintes a une classe d'age plus
jeune (<40 ans), les résultats étaient moins hétérogenes et les mesures d'association étaient
consistantes sur |'ensemble des études, suggérant une association positive entre microbiote
vaginal et infection par C. trachomatis (figure 7.6). La différence de site d'étude (aire géo-
graphique) était un autre facteur important contribuant a I'hétérogénéité des résultats pour
C. trachomatis mais aussi pour HPV (figure 7.7). Bien que la stratification par site d'étude
menait a des groupes d'études plus petits et ainsi moins de puissance statistique, les mesures
d’association étaient plus uniformes. Pour HPV, les études conduites en Asie montraient des
mesures d'association plus élevées qu'ailleurs, et les résultats de ces études étaient cohérents
entre eux (12 = 0,0%, p = 0,635).

Comme les études sélectionnées fournissaient des types de mesure d'association différents (OR,
RR, HR ou IRR) qui ne sont pas parfaitement comparables, nous avons évalué si le type de
mesure d'association pouvait en partie expliquer I'hétérogénéité observée entre les études. Pour
C. trachomatis et HPV, aucun effet clair du type de mesure d’association sur |'hétérogénéité
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n'a pu étre mis en évidence. Les mesures d'association étaient légerement plus hautes pour
les mesures ajustées comparées aux mesures brutes pour a la fois C. trachomatis et HPV, et
homogeénes entre elles seulement pour C. trachomatis. Les mesures d'association ne différaient
pas entre les études ou le microbiote vaginal était caractérisé en amont de I'IST et les études
ou les deux étaient évalués au méme moment, les résultats étaient toujours hautement hété-
rogenes. De plus, une analyse de sous-groupe sur les cas incidents versus les cas prévalents
d'infection présenté en figure A.2 (page 184) ne montre pas d'effet clair de ce facteur. Enfin,
la méthode de caractérisation du microbiote vaginal n'expliquait pas I'hétérogénéité observée
entre les études pour C. trachomatis. Quand les résultats étaient restreints aux études utilisant
le score de Nugent, les résultats étaient toujours tres hétérogenes. Cependant, pour HPV, une
tendance pour des mesures d'association plus élevées a été observée quand la méthode utilisée
était les criteres d'Amsel.

7.5 Risque de biais

Des graphiques en entonnoir et des tests d'Egger ont été effectués pour chaque IST et aucun
biais de publication n'a pu étre mis en evidence pour aucune des IST considérées (figure 7.8
page 51), graphiquement comme par le biais du test d'Egger.

La qualité méthodologique a été évaluée par I'échelle Newcastle-Ottawa. Toutes les études
sélectionnées ont recu une notation d'au moins 5 étoiles sur 9, indiquant une qualité métho-
dologique haute ou moyenne et un impact limité sur le risque de biais (tableau A.1 page 180).
Les études avec les scores les plus bas sur cette échelle (5 étoiles sur 9 pour 4 des 39 études)
présentaient des schémas d'études transversaux et manquaient d'ajustement sur d'importants
cofacteurs pour |'acquisition d’une IST, en particulier des facteurs liés a une exposition sexuelle
récente (e.g. nombre de partenaires dans le dernier mois/année).
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% ClI) Weight
Less than 40 |
Wiesenfeld HC2002 cOR Nugent l - 2.67 (1.45, 4.93) 2.40
Ness RB 2002 cOR Nugent ! —— 2.45 (1.68, 3.57)6.03
Yen S 2003 aOR Nugent —_— 1.57 (1.12, 2.18) 10.64
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent - 1.50 (0.70, 3.40) 3.64
Aghaizu A 2014 aRR Nugent - —- 2.00 (1.10, 3.90) 3.44
van der Veer 2016 cOR Sequencing — 1.79 (0.77, 4.15) 2.52
Subtotal (l-squared = 0.0%, p = 0.582) <> 1.82 (1.43, 2.22) 28.67
. I
All ages |
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent . - 1.93 (1.08, 3.44) 4.46
Uma S 2005 cOR Nugent B cm— 0.93 (0.43, 1.99) 7.54
Kaul R 2007 alRR Nugent - 2.10(1.10, 3.80) 3.64
Kapiga S 2009 OR Nugent —_— 0.70 (0.40, 1.20) 12.53
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —_—— 1.75 (1.37, 2.23) 12.09
Znazen A 2010 cOR Nugent —— 1.25(0.62, 2.52) 6.01
Marconi C 2011 cOR Nugent —— 0.91 (0.35, 2.34) 5.66
Francis SC* 2014 aOR Nugent +—— 1.34 (0.92, 1.97) 10.71
Abbai NS 2015 aHR Amsel -— 1.45 (0.91, 2.30) 8.50
Mongelos P 2015 cOR Nugent , * 5.24 (1.86, 14.819.20
Subtotal (I-squared = 50.7%, p = 0.032) < 1.31(0.97, 1.65) 71.33
Overall (I-squared = 46.6%, p = 0.021) L 1.48 (1.19, 1.78) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis '

T T T T

0 5 1 2 6

negatively associated positively associated

(a) Groupe d'age

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% CI) Weight
America |
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent : - 2.67 (1.45,4.93) 239
Ness RB 2002 cOR Nugent . —— 2.45(1.68,3.57) 5.93
Yen S 2003 aOR Nugent —_—— 1.57(1.12,2.18) 10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent T —— 1.93(1.08,3.44) 4.41
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —— 1.75(1.37,2.23) 11.64
Marconi C 2011 cOR Nugent —— - 0.91(0.35,2.34) 5.57
Mongelos P 2015 cOR Nugent i . 5.24 (1.86, 14.81) 0.20
Subtotal (I-squared = 21.1%, p = 0.269) - 1.75(1.39,2.12)  40.44
. I
Asia :
Uma S 2005 cOR Nugent —_— 0.93(0.43,1.99) 7.37
Yoshimura K 2009 cOR Nugent * 2.62(1.41,4.85) 245
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent * 1.50 (0.70,3.40) 3.61
Subtotal (I-squared = 37.8%, p = 0.200) e T — 1.43(0.54,2.32) 13.43

[
Africa :
Kaul R 2007 alRR Nugent : *> 2.10(1.10,3.80) 3.61
Kapiga S 2009 OR Nugent —_—— | 0.70(0.40,1.20) 12.05
Znazen A 2010 cOR Nugent > 1.25(0.62,2.52) 5.91
Francis SC* 2014 aOR Nugent . — 1.34(0.92,1.97) 10.36
Abbai NS 2015 aHR Amsel T 1.45(0.91,2.30) 8.28
Subtotal (l-squared = 48.8%, p = 0.099) P _— 1.21(0.78,1.63) 40.22
. I
Europe :
Aghaizu A 2014 aRR Nugent T —— 2.00(1.10,3.90) 3.41
vander Veer C 2016 cOR Sequencing — 1.79 (0.77,4.15) 251
Subtotal (l-squared = 0.0%, p = 0.848) e — 1.91(0.83,2.99) 5.92
. I
Overall (l-squared = 46.8%, p =0.018) <> 1.51(1.22,1.81)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis '

T T T T
0 5 1 2 6
negatively associated positively associated

(b) Site d'étude

FIGURE 7.6 — Analyse de sous-groupe de |'association entre microbiote vaginal et Chlamydia
trachomatis (CT), par (a) groupe d'age, (b) site d'étude, (c) OR versus autres mesures d'effect
size, (d) effect sizes ajustés versus non-ajustés, (e) microbiote vaginal évalué avant, aprés ou
en méme temps que |'infection, (f) méthode diagnostique du microbiote vaginal.
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% CI) Weight
Odds-ratio '
Wiesenfeld H2002 cOR Nugent o 2.67 (1.45,4.93)2.39
Ness RB 2002 cOR Nugent : —— 2.45 (1.68, 3.57)5.93
Yen S 2003 aOR Nugent —_— 1.57 (1.12,2.18)10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent — 1.93 (1.08, 3.44)4.41
Uma S 2005 cOR Nugent —_— 0.93 (0.43, 1.99)7.37
Yoshimura K 2009 cOR Nugent T - 2.62 (1.41,4.85)2.45
Kapiga S 2009 OR Nugent —_—— 0.70 (0.40, 1.20)12.05
Znazen A 2010 cOR Nugent —— 1.25 (0.62, 2.52)5.91
Marconi C 2011 cOR Nugent —— . 0.91 (0.35, 2.34)5.57
Francis SC* 2014 aOR Nugent +—— 1.34 (0.92, 1.97)10.36
Mongelos P 2015 cOR Nugent ' 5.24 (1.86, 14.810.20
van der Veer @016 cOR Sequencing - 1.79(0.77, 4.15)2.51
Subtotal (I-squared = 54.6%, p = 0.012) _ 1.46 (1.07, 1.85)69.44
Other than odds-ratio !
Kaul R 2007 alRR Nugent T —— 2.10(1.10, 3.80)3.61
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —_—— 1.75 (1.37, 2.23)11.64
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent - 1.50 (0.70, 3.40)3.61
Aghaizu A 2014 aRR Nugent - 2.00 (1.10, 3.90)3.41
Abbai NS 2015 aHR Amsel -—— 1.45(0.91, 2.30)8.28
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.887) <<= 1.70 (1.37, 2.03)30.56
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) <> 1.51 (1.22, 1.81)100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis | : |

0 5 1 2

First Measure of
author Year association Diagnosis

Non-adjusted

Wiesenfeld H2002 cOR Nugent
Ness RB 2002 cOR Nugent
Garcia PJ 2004 cOR

Uma S 2005 cOR Nugent
Yoshimura K 2009 cOR Nugent
Kapiga S 2009 OR Nugent
Znazen A 2010 cOR Nugent
MarconiC 2011 cOR Nugent
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent
Mongelos P 2015 cOR Nugent

van der Veer 2016 cOR Sequencing
Subtotal (I-squared = 55.5%, p = 0.013)

Both Amsel and Nugent

negatively associated

positively associated

(c) Type de mesure d'association

%
ES (95% Cl)  Weight

2.67 (1.45, 4.93)2.39
2.45 (1,68, 3.57)5.93
1.93 (1.08, 3.44)4.41
0.93 (0.43, 1.99)7.37
2.62 (1.41, 4.85)2.45
0.70 (0.40, 1.20)12.05
1.25 (0.62, 2.52)5.91
0.91 (0.35, 2.34)5.57
1.50 (0.70, 3.40)3.61
5.24 (1.86, 14.81).20
1.79 (0.77, 4.15)2.51
151 (1.02, 2.01)52.39

Adjusted !
Yen S 2003 aOR Nugent —_—— 1.57 (1.12, 2.18)10.30
Kaul R 2007 alRR Nugent T —— 2.10(1.10, 3.80)3.61
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —_ 1.75 (1.37, 2.23)11.64
Aghaizu A 2014 aRR Nugent . —— 2.00(1.10, 3.90)3.41
Francis SC* 2014 aOR Nugent T 1.34 (0.92, 1.97)10.36
Abbai NS 2015 aHR Amsel — 1.45(0.91, 2.30)8.28
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.785) <> 1.60 (1.34, 1.85)47.61
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) P 1.51 (1.22, 1.81)100.00
]
NOTE: Weights are from random effects analysis :
T T
0 5 1 2

negatively associated

positively associated

(d) Ajustement

FIGURE 7.6 — Analyse de sous-groupe de I'association entre microbiote vaginal et Chlamydia
trachomatis (CT), par (a) groupe d'age, (b) site d'étude, (c) OR versus autres mesures d'effect
size, (d) effect sizes ajustés versus non-ajustés, (e) microbiote vaginal évalué avant, aprés ou
en méme temps que I'infection, (f) méthode diagnostique du microbiote vaginal (cont.).
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Concurrently '
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent - 2.67 (1.45,4.93) 2.39
Ness RB 2002 cOR Nugent ! 2.45(1.68, 3.57) 5.93
Yen S 2003 aOR Nugent —_— 1.57 (1.12,2.18) 10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent T *- 1.93 (1.08, 3.44) 441
Uma S 2005 cOR Nugent —+—1— 0.93 (0.43, 1.99) 7.37
Kaul R 2007 alRR Nugent T —— 2.10 (1.10, 3.80) 3.61
Kapiga S 2009 OR Nugent —_— 0.70 (0.40,1.20)  12.05
Yoshimura K 2009 CcOR Nugent 262(1.41,4.85) 245
Znazen A 2010 cOR Nugent : 1.25 (0.62, 2.52) 5.91
Marconi C 2011 cOR Nugent —— X 0.91 (0.35, 2.34) 5.57
Francis SC* 2014 aOR Nugent +—— 1.34 (0.92, 1.97) 10.36
Mongelos P 2015 cOR Nugent : 5.24 (1.86, 14.81) 0.20
vander VeerC 2016 cOR Sequencing —t- 1.79(0.77, 4.15) 2.51
Subtotal (I-squared = 53.3%, p = 0.012) _ 149 (1.12,1.87)  73.05
. !
Before H
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —————— 1.75(1.37,2.23) 11.64
Aghaizu A 2014 aRR Nugent - —- 2.00(1.10, 3.90) 3.41
Abbai NS 2015 aHR Amsel - 1.45 (0.91, 2.30) 8.28
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.697) - 1.69(1.33,2.04) 23.34

!
After :
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent —— 1.50 (0.70, 3.40) 3.61
Subtotal (I-squared =.%, p=.) ! 1.50 (0.15, 2.85) 3.61
. !
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) = 1.51(1.22,1.81)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :

T T T
0 5 1 2

negatively associated

First Measure of
author Year association Diagnosis

Nugent score
Wiesenfeld H2002 cOR
Ness RB 2002 cOR

Yen S 2003 aOR
Uma S 2005 cOR
Kaul R 2007 alRR

Yoshimura K 2009 cOR
Kapiga S 2009 OR

Brotman RB* 2010 aHR
Znazen A 2010 cOR
Marconi C 2011 cOR
Bradshaw CS 2013 IRR
Aghaizu A 2014 aRR
Francis SC* 2014 aOR
Mongelos P 2015 cOR

Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent
Nugent

Subtotal (I-squared = 55.1%, p = 0.007)

Other than Nugent score

positively associated

(e) Evaluation du microbiote avant versus en méme temps

%
ES (95% Cl)  Weight

2.67 (1.45, 4.93)2.39
2.45 (1,68, 3.57)5.93
1.57 (1.12, 2.18)10.30
0.93 (0.43, 1.99)7.37
2.10 (1.10, 3.80)3.61
2.62 (1.41, 4.85)2.45
0.70 (0.40, 1.20)12.05
1.75 (1.37, 2.23)11.64
1.25 (0.62, 2.52)5.91
0.91 (0.35, 2.34)5.57
1.50 (0.70, 3.40)3.61
2.00 (1.10, 3.90)3.41
1.34 (0.92, 1.97)10.36
5.24 (1.86, 14.81).20
1.51 (1.16, 1.85)84.80

Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent na 1.93 (1.08, 3.44)4.41
Abbai NS 2015 aHR Amsel T 1.45(0.91, 2.30)8.28
van der Veer @016 cOR Sequencing — 1.79 (0.77, 4.15)2.51
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.767) _ — 1.60 (1.03, 2.16)15.20
]
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) P 1.51 (1.22, 1.81)100.00
]
NOTE: Weights are from random effects analysis .
T T T
0 5 1 2

negatively associated

(f) Méthode de caractérisation du microbiote

positively associated

FIGURE 7.6 — Analyse de sous-groupe de |'association entre microbiote vaginal et Chlamydia
trachomatis (CT), par (a) groupe d'age, (b) site d'étude, (c) OR versus autres mesures d’effect
size, (d) effect sizes ajustés versus non-ajustés, (e) microbiote vaginal évalué avant, aprés ou
en méme temps que I'infection, (f) méthode diagnostique du microbiote vaginal (cont.).
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% ClI) Weight
Less than 40 :
Moscicki AB 2001 HR Amsel —_— 0.99 (0.46,2.12) 5.42
Mao C 2003 aOR Amsel —— 2.50(1.50,4.10) 3.32
Wiley DJ 2011 cOR Amsel —_— 1.52 (1.06, 2.18)  7.09
Oakeshott P 2012 RR Nugent T—— 1.32(0.94,1.85) 7.77
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent —— L 0.83 (0.30,2.30) 4.53
Marks MA 2015 aRR Amsel —_— 2.11(1.54,291) 6.28
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells - - 244 (1.44,411) 321
Subtotal (I-squared = 45.4%, p = 0.089) 0 1.56 (1.16, 1.96)  37.62
. ]
All ages '
Castle PE 2001 cOR Nugent —_— 0.80 (0.44, 1.44) 7.49
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_—— 1.08 (0.82,1.42) 8.69
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_—— 1 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel + 1.60 (0.81,3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel —— 1.71(0.98,2.98) 4.53
Caiyan X 2011 cOR Amsel ' —_—— 2.42(1.92,3.05) 7.08
Lazenby GB 2013 cOR Nugent — 1.87 (0.97,3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Sequencing T 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Sequencing — 1.91(0.83,4.39) 2.12
Mongelos P 2015 cOR Nugent — 1.92 (0.94,3.93) 275
Peres AL 2015 cOR Clue cells T 1.31(0.92,1.87) 7.63
Mitra A 2015 cOR Sequencing - 1.47 (0.50,4.36) 1.86
LiuJ 2015 aOR Amsel ' —_— 2.62(1.90,3.61) 5.28
Subtotal (I-squared =71.9%, p = 0.000) <> 1.51(1.11,1.92) 62.38
. 1
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.53(1.23,1.82) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis !
T T
0 5 1 2
negatively associated positively associated
(a) Groupe d'age
First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
America | '
Moscicki AB 2001 HR Amsel —_————— 0.99 (0.46,2.12) 542
Castle PE 2001 cOR Nugent —_T. 0.80(0.44,1.44)  7.49
Mao C 2003 aOR Amsel T + 2.50(1.50,4.10)  3.32
Allsworth JE 2008 aRR Nugent  m 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Wiley DJ 2011 cOR Amsel e p— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Brotman RM 2014 cOR Sequencing ] 2.75(0.27,28.04) 0.04
Mongelos P 2015 cOR Nugent T + 1.92 (0.94, 3.93) 2.75
Peres AL 2015 cOR Clue cells T—— 1.31(0.92,1.87) 7.63
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells L + 244 (1.44,411)  3.21
Subtotal (I-squared = 38.1%, p = 0.115) e 1.29 (0.99, 1.59)  45.64
. |
Europe H
Rahkola P 2009 cOR Clue cells ——— | 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Verteramo R 2009 OR Amsel + 1.71(0.98, 2.98) 4.53
Oakeshott P 2012 RR Nugent —— 1.32(0.94, 1.85) 7.77
Mitra A 2015 cOR Sequencing *> 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Subtotal (I-squared = 58.2%, p = 0.066) _ 1.14 (0.58, 1.69) 22.01
|
Asia !
Nam KH 2009 cOR Amsel + 1.60 (0.81,3.14)  3.81
Caiyan X 2011 cOR Amsel ' —_— 2.42(1.92,3.05) 7.08
Oh HY 2015 cOR Sequencing 0 + 1.91(0.83, 4.39) 212
Marks MA 2015 aRR Amsel ——_— 2.11(1.54,2.91) 6.28
LiuJ 2015 aOR Amsel ! ey EEEEEEE— 2.62 (1.90, 3.61; 5.28
Subtotal (l-squared =0.0%, p = 0.635) : - 2.27 (1.91, 2.63 24.58
. |
Africa !
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent ag L 0.83 (0.30, 2.30) 4.53
Lazenby GB 2013 cOR Nugent T + 1.87 (0.97, 3.62) 3.24
Subtotal (I-squared = 34.1%, p = 0.218) e ——— 1.26 (0.25,2.26)  7.77
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) — 1.53(1.23,1.82)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis : : :
0 5 1 2
negatively associated positively associated

(b) Site d'étude

FIGURE 7.7 — Analyse de sous-groupe de I'association entre microbiote vaginal et papilloma-
virus humain, par (a) groupe d'age, (b) site d'étude, (c) OR versus autres mesures d'effect
size, (d) effect sizes ajustés versus non-ajustés, (e) microbiote vaginal évalué avant I'infection
versus en méme temps que I'infection, (f) méthode diagnostique du microbiote vaginal.
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First Measure of %
author Year association ES (95% Cl) Weight
Other than odds-ratio N
Moscicki AB 2001 HR Amsel's criteria _+_T— 0.99 (0.46,2.12) 5.42
Allsworth JE 2008 aRR —_—— 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Oakeshott P 2012 RR T 1.32(0.94,1.85) 7.77
Marks MA 2015 aRR Amsel's criteria ——— 2.11(1.54,291) 6.28
Subtotal (I-squared = 61.3%, p = 0.051) — 1.34(0.92,1.76)  28.16
. !
Odds-ratio N
Castle PE 2001 cOR —_—— 0.80 (0.44, 1.44) 7.49
Mao C 2003 aOR Amsel's criteria : 2.50(1.50,4.10) 3.32
Rahkola P 2009 cOR —_—— ! 0.60(0.30,1.19) 7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel's criteria —— 1.60 (0.81, 3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel's criteria —— 1.71(0.98,2.98) 453
Wiley DJ 2011 cOR Amsel's criteria —_— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel's criteria N —_— 242(1.92,3.05) 7.08
Watson-Jones D 2013 aOR —— 0.83(0.30,2.30) 4.53
Lazenby GB 2013 cOR — 1.87(0.97,3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Gene sequencing 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Gene sequencing : —- 1.91(0.83,4.39) 2.12
Mongelos P 2015 cOR : —— 1.92(0.94,393) 275
Peres AL 2015 cOR - 1.31(0.92,1.87) 7.63
Caixeta RC 2015 aOR L 244 (1.44,411) 321
Mitra A 2015 cOR Gene sequencing —-- 1.47 (0.50,4.36) 1.86
LiuJ 2015 aOR Amsel's criteria . —_— 2.62(1.90,3.61) 528
Subtotal (I-squared = 68.2%, p = 0.000) <:> 1.62 (1.22, 2.01) 71.84
. i
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.53 (1.23, 1.82) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis I I :
0 5 1
negatively associated positively associated
(c) Type de mesure d'association
First Measure of %
author Year association ES (95% Cl) Weight
Non-adjusted H
Moscicki AB 2001 HR Amsel's criteria —_—— 0.99 (0.46,2.12) 5.42
Castle PE 2001 cOR s 0.80 (0.44, 1.44) 7.49
Rahkola P 2009 cOR ———1 ! 0.60(0.30,1.19)  7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel's criteria —— 1.60 (0.81, 3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel's criteria Lt 1.71(0.98,2.98) 4.53
Wiley DJ 2011 cOR Amsel's criteria —_— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel's criteria . —_— 242(1.92,3.05) 7.08
Oakeshott P 2012 RR T— 1.32(0.94,1.85) 7.77
Lazenby GB 2013 cOR — 1.87(0.97,3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Gene sequencing : 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Gene sequencing T - 1.91(0.83,4.39) 2.12
Mongelos P 2015 cOR — 1.92(0.94,393) 275
Peres AL 2015 cOR - 1.31(0.92, 1.87) 7.63
Mitra A 2015 cOR Gene sequencing - 1.47 (0.50,4.36) 1.86
Subtotal (I-squared = 60.3%, p = 0.002) <|> 1.39(1.06,1.73)  68.69
. i
Adjusted !
Mao C 2003 aOR Amsel's criteria : 2.50 (1.50, 4.10) 3.32
Allsworth JE 2008 aRR —— 1.08(0.82,1.42) 8.69
Watson-Jones D 2013 aOR —— T 0.83(0.30,2.30) 4.53
Marks MA 2015 aRR Amsel's criteria —_— 2.11(1.54,291) 6.28
Caixeta RC 2015 aOR 2.44 (1.44,4.11) 3.21
LiuJ 2015 aOR Amsel's criteria H —_—— 2.62(1.90,3.61) 5.28
Subtotal (I-squared = 77.9%, p = 0.000) O 1.85(1.17,2.54)  31.31
. i
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.563(1.23,1.82)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis I I !

0 5 1
negatively associated

(d) Ajustement

positively associated

FIGURE 7.7 — Analyse de sous-groupe de I'association entre microbiote vaginal et papilloma-
virus humain, par (a) groupe d'age, (b) site d'étude, (c) OR versus autres mesures d'effect

size, (d) effect sizes ajustés versus non-ajustés, (e) microbiote vaginal évalué avant I'infection
versus en méme temps que |'infection, (f) méthode diagnostique du microbiote vaginal. (cont.)
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% ClI) Weight
Concurrently |
Castle PE 2001 cOR Nugent ' 0.80(0.44,1.44) 7.49
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_—— 1.08 (0.82,1.42) 8.69
Nam KH 2009 cOR Amsel + 1.60 (0.81,3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel —— 1.71(0.98,2.98) 4.53
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_—— ' 0.60(0.30, 1.19) 7.84
Caiyan X 2011 cOR Amsel 1 —— 242 (1.92,3.05) 7.08
Wiley DJ 2011 cOR Amsel —_— 1.52 (1.06,2.18) 7.09
Lazenby GB 2013 cOR Nugent — 1.87 (0.97,3.62) 3.24
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent *> T 0.83(0.30,2.30) 4.53
Brotman RM 2014 cOR Sequencing - *> 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Sequencing T * 1.91(0.83,4.39) 212
Mitra A 2015 cOR Sequencing - 1.47 (0.50,4.36) 1.86
Marks MA 2015 aRR Amsel —_— 2.11(1.54,2.91) 6.28
LiuJ 2015 aOR Amsel ' e EEEE— 2.62(1.90,3.61) 5.28
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells —- 244 (1.44,411) 3.21
Mongelos P 2015 cOR Nugent — 1.92(0.94,3.93) 275
Peres AL 2015 cOR Clue cells T 1.31(0.92,1.87) 7.63
Subtotal (I-squared = 69.4%, p = 0.000) _ 1.55(1.21,1.89) 83.49

!
Before :
Moscicki AB 2001 HR Amsel —_—l 0.99 (0.46,2.12) 542
Mao C 2003 aOR Amsel * 2.50 (1.50,4.10) 3.32
Oakeshott P 2012 RR Nugent —— 1.32(0.94,1.85) 7.77
Subtotal (I-squared = 46.6%, p = 0.154) "O:— 1.42(0.80,2.05) 16.51
. |
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) 0 1.53(1.23,1.82)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis | | X | |

0 5 1 2 6
negatively associated positively associated

(e) Evaluation du microbiote avant versus en méme temps

First Measure of %
author Year  association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Amsel's criteria | H
Moscicki AB 2001 HR Amsel's criteria —_——— 0.99 (0.46, 2.12) 5.42
Mao C 2003 aOR Amsel's criteria 2.50 (1.50, 4.10) 3.32
Nam KH 2009 cOR Amsel's criteria 1.60 (0.81, 3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel's criteria 1.71 (0.98, 2.98) 4.53
Wiley DJ 2011 cOR Amsel's criteria —_— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel's criteria . —_— 2.42(1.92,3.05) 7.08
Marks MA 2015 aRR Amsel's criteria |—— 2.11(1.54,2.91) 6.28
LiuJ 2015 aOR Amsel's criteria 1 —_— 2.62(1.90, 3.61) 5.28
Subtotal (I-squared = 49.8%, p = 0.052) _ 1.93 (1.53, 2.33) 42.82
- 1
Nugent score 1
Castle PE 2001 cOR Nugent score —_—! 0.80 (0.44, 1.44) 7.49
Allsworth JE 2008 aRR Nugent score —— : 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Oakeshott P 2012 RR Nugent score ————— 1.32 (0.94, 1.85) 7.77
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent score —t— - 0.83 (0.30, 2.30) 4.53
Lazenby GB 2013 cOR Nugent score : —— 1.87 (0.97, 3.62) 3.24
Mongelos P 2015 cOR Nugent score —— 1.92 (0.94, 3.93) 275
Subtotal (l-squared = 1.8%, p = 0.405) < : 1.11(0.89, 1.33) 34.47
Clue cells :
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_—— ! 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Peres AL 2015 cOR Clue cells -—d:— 1.31(0.92, 1.87) 7.63
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells r —— 2.44 (1.44,4.11) 3.21
Subtotal (I-squared = 78.4%, p = 0.010) <>I 1.24 (0.46, 2.03) 18.69
Gene sequencing :
Brotman RM 2014 cOR Gene sequencing 2.75(0.27, 28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Gene sequencing L 1.91(0.83, 4.39) 212
Mitra A 2015 cOR Gene sequencing 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.940) ! 1.72(0.41, 3.02) 4.02

I
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) — 1.53 (1.23, 1.82) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis : : : : :

0 5 1 2 6
negatively associated positively associated

(f) Méthode de caractérisation du microbiote

FIGURE 7.7 — Analyse de sous-groupe de |'association entre microbiote vaginal et papilloma-
virus humain, par (a) groupe d'age, (b) site d'étude, (c) OR versus autres mesures d'effect
size, (d) effect sizes ajustés versus non-ajustés, (e) microbiote vaginal évalué avant I'infection
versus en méme temps que |'infection, (f) méthode diagnostique du microbiote vaginal. (cont.)
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(d) Mycoplasma genitalium

FIGURE 7.8 — Diagrammes en entonnoir évaluant I'existence d'un biais de publication pour
les études concernant (a) le Papillomavirus Humain, (b) Chlamydia trachomatis (CT), (c)

Neisseria gonorrheae (NG), (d) Mycoplasma genitalium (MG).

OR : Odds-ratio.






Chapitre

8

Discussion

8.1 Rappel des résultats

L'écosystéme vaginal existe en tant qu'équilibre bien ajusté entre les micro-organismes et
I'hGte. La caractérisation du microbiote vaginal basé sur le séquencage next-generation a per-
mis une connaissance plus détaillée et en profondeur de la composition du microbiote vaginal.
Elle distingue plusieurs sortes de microbiote : le microbiote vaginal a haut Lactobacillus (HL-
VMB) qui correspond a de faibles scores de Nugent et un test d’Amsel négatif, et le microbiote
vaginal a faible Lactobacillus (LL-VMB) qui comprend un large éventail de bactéries aérobies
strictes et facultatives, correspondant a des scores de Nugent élevés et un test d'Amsel posi-
tif [42,105]. Ainsi, ces méthodes sont alignées malgré des résolutions différentes. On estime
qu'une perturbation de cet équilibre et un manque de Lactobacillus spp. pourraient jouer
un réle dans la physiologie des infections des voies reproductives, comme C. trachomatis, N.
gonorrheae, M. genitalium, ou HPV. A l'inverse, les pathogénes sexuellement transmissibles
pourraient modifier la composition du microbiote vaginal. Partant de cette hypothése et en
tant que premiere étape vers la compréhension de l'interrelation entre microbiote vaginal et
IST, cette revue systématique et méta-analyse est la premiere a notre connaissance a évaluer
systématiquement |'association statistique entre le microbiote vaginal et ces quatre IST et a
présenter |'état des connaissances sur ce sujet.

Nos résultats indiquent une tendance vers une association positive entre LL-VMB et I'infection
par C. trachomatis, ainsi que HPV, ce qui est cohérent avec les études in vitro suggérant un
potentiel réle protecteur de HL-VMB a travers la production d’acide lactique, la production
de bactériocines ou la compétition écologique [106-110]. A I'inverse, aucune tendance claire
d'association entre microbiote vaginal et N. gonorrheae n'a pu étre détectée. Les raisons de
cette différence pourraient étre liées a des caractéristiques différentes des pathogénes consi-
dérés en termes d'infectivité ou de pathogénicité. Concernant le rdle potentiel du microbiote,
la capacité des Lactobacillus spp. a prévenir I'infection par N. gonorrheae ou a contribuer a
la résolution de l'infection in vitro et in vivo a été débattue précédemment [111]. Quant a
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I'infection par M. genitalium, notre revue systématique a principalement mis en évidence le
fait que trop peu d'études ont a ce jour été conduites, en raison de l'intérét récent et tout
juste croissant pour cette infection.

Pour deux des quatre IST considérées, cette méta-analyse a identifiée de |I'hétérogénéité au sein
des mesures d'association entre les études sélectionnées. Deux facteurs sont apparus comme
importants. Le site d'étude a permis d'expliquer en partie I'hétérogénéité observée entre les
études. Ce résultat suggere que d'autres facteurs encore inconnus a ce jour, tels que le "ba-
gage" génétique, les pratiques sexuelles ou les comportements d'hygiéne personnelle variant
entre les différentes aires géographiques, pourraient influencer grandement la composition du
microbiote vaginal. La méthode de caractérisation du microbiote était un autre facteur impor-
tant pour I'association observée. En effet, I'association entre LL-VMB et I'infection par HPV
était plus élevée dans les études utilisant les critéres d’Amsel. Comme ces critéres utilisent a
la fois la microscopie et les signes cliniques alors que le score de Nugent est fondé uniquement
sur la microscopie, la présence de signes cliniques utilisés dans les criteres d'Amsel pourrait en
fait contribuer davantage a |'association que la simple présence ou absence de Lactobacillus
spp. comme dans le score de Nugent. Sous cette hypothése, un focus sur la combinaison de
la détection des signes cliniques et |'évaluation du microbiote vaginal devrait étre exploré.

8.2 Limites

La présente méta-analyse a plusieurs limites. Bien que nous ayons sélectionné des études ou
le diagnostic d'IST était basé sur la détection ADN ou ARN, les méthodes utilisées ont des
sensibilités différentes, ce qui peut avoir biaisé les résultats. Pour caractériser le microbiote
vaginal, quatre méthodes différentes ont été utilisées : les criteres d'Amsel, le score de Nugent,
la présence de clue cells et le séquencage génique de I'ARNr 16S. L'évaluation du microbiote
vaginal d'apres le systeme de notation de Nugent, les critéres d'Amsel et la présence de clue
cells ne coincident pas parfaitement et ont des résolutions faibles [65,112,113]. Bien que
cela puisse constituer une limite, une forte corrélation a été mise en évidence entre ces mé-
thodes et un LL-VMB déterminé par séquencage d'amplicons du géne de I'ARNr 16S [42,105].

Nous avons choisi de regrouper les données de tous les types de HL-VMB identifiés communé-
ment par séquencage génique de I'ARNr 16S (i.e. les types d’'état communautaire dominés par
I'une des espéces suivantes : L. crispatus-, L. gasseri-, L. iners- et L. jensenii-), tandis que |'état
LL-VMB comprend des femmes présentant une combinaison de diverses bactéries anaérobies,
pour correspondre au score de Nugent et aux critéres d’Amsel. Ce regroupement peut ne pas
étre pertinent étant donné que différentes especes de Lactobacillus peuvent avoir des effets
différents sur les IST. Zozaya-Hinchliffe et al. ont montré que L. crispatus et L. jensenii étaient
retrouvés essentiellement chez des femmes dont le score de Nugent était de 0 a 3, tandis que
L. iners pouvait étre trouvé dans des proportions élevées dans toutes les catégories du score de
Nugent, y compris la catégorie 7-10 [114]. L'utilisation de techniques moléculaires telles que le
séquencage next-generation appliqué a des génes conservés chez les bactéries et archées (gene
de I'’ARNr 16S ou cpn60 [115]) permet une caractérisation plus en profondeur du microbiote
vaginal qui pourrait offrir une meilleure compréhension de I'association entre microbiote et IST.

Etant donné les différents types de mesures d'association rapportées dans les études sélection-
nées, ainsi que |'utilisation d'un modele a effets aléatoires, aucune mesure globale d’association
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ne peut étre inférée de cette méta-analyse (contrairement aux modeles a effets fixes). Consub-
stantielle a la méta-analyse, la question des biais de publication s’est posée, en particulier quand
les auteurs rapportaient comme non significative (NS) I'association entre microbiote vaginal
et une IST donnée, au lieu de fournir |'estimation ponctuelle et son intervalle de confiance
a 95% ou des données brutes. Cela a été le cas pour un article revu pour lecture compléte
et exclu pour cette raison [116]. Ainsi, il est possible que la “vraie” valeur de I'association
entre microbiote vaginal et une IST donnée soit inférieure a la valeur obtenue en regroupant
seulement les estimations publiées.

8.3 Conclusion

Il'y a de forts arguments biologiques appuyant I'hypothése selon laquelle un LL-VMB et la
présence de bactéries anaérobies est un facteur de risque pour I'acquisition d'une IST. Pre-
mierement, les espéces de Lactobacillus sont considérées comme protectrices vis-a-vis des IST
du fait de la compétition, de la production d’'acide lactique baissant le pH vaginal, et de
la production de bactériocines spécifiques de cibles biologiques. Ainsi, |'absence d'espéces de
Lactobacillus pourrait mener a une plus grande susceptibilité vis-a-vis des infections. Deuxieme-
ment, les bactéries anaérobies strictes et facultatives semblent produire des nitrosamines et des
médiateurs inflammatoires suspectés d'étre associés a I'inflammation du col de I'utérus [117],
et des enzymes dégradant les mucines qui réduisent les obstacles a I'infection [118,119]. Elles
stimulent aussi la production de cytokines par les cellules épithéliales [117]. Du fait que cet
état LL-VMB peut persister sur une longue période de temps ou se produire fréquemment
chez un grand nombre de femmes [120], il est possible que cet état représente néanmoins un
état normal mais associé a un risque plus élevé, dans le cas ou ces femmes seraient exposées
a un pathogene sexuellement transmissible.

Dans I'ensemble, ces résultats promeuvent |'utilisation d’'une méthode plus sensible, repro-
ductible et standardisée de caractérisation du microbiote vaginal. La capacité a distinguer les
communautés dominées par différentes especes de Lactobacillus est importante, étant donné
que les espéces de Lactobacillus présentent des propriétés uniques avec des effets différents sur
les pathogenes sexuellement transmissibles. De plus, des études s'appuyant sur des schémas
d'étude longitudinaux et prospectifs devront étre entreprises pour aborder la question de la
directionnalité de cette association complexe, en particulier si un changement de microbiote
vaginal a lieu en amont, en méme temps (modes de transmission similaires ou simultanés du
microbiote et des IST [116,121]), ou aprés une infection. Enfin, davantage d'analyses fonction-
nelles sont nécessaires dans le contexte des IST, afin que ces résultats soient mobilisés pour
améliorer les stratégies de santé publique. Comprendre la relation entre IST et microbiote
vaginal est fondamental pour proposer une approche intégrée de la santé sexuelle et reproduc-
tive. Caractériser le microbiote vaginal permettra d'ouvrir la voie a de nouvelles stratégies de
prévention et de dépistage, a de nouveaux outils diagnostics et a des solutions thérapeutiques
fondées sur les prédispositions individuelles vis-a-vis de I'infection, y compris le développement
de probiotiques. Les méthodes de séquencage génique a haut débit ont ouvert la porte a une
ére de médecine personnalisée et pourraient permettre |'introduction de la génomique dans la
santé publique et |'épidémiologie.
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9

Justification

9.1 Criteres de dépistage

Apres avoir étudié de maniére comparée |'association entre microbiote vaginal et quatre des
IST les plus prévalentes dans la littérature existante, mon travail de thése s’est concentré sur
I'étude de cas de l'infection par C. trachomatis. L'infection par C. trachomatis est |'infection
la plus prévalente en France, aux Etats-Unis et dans le monde. Ses caractéristiques en font
une infection propice au dépistage. En effet, elle réunit les critéres suivants :

1. Existence d’un test de dépistage efficace : les infections par C. trachomatis peuvent
étre détectées de maniére directe par des techniques de biologie moléculaire (hybridation
moléculaire et techniques d'amplification génique in vitro comme la Polymerase-Chain-
Reaction -PCR- ou la Transcription-Mediated-Amplification ~-TMA-) qui permettent
le dépistage dans différents prélévements, comme les prélévements vaginaux, les urines,
ou encore le sperme, contrairement a la culture cellulaire utilisée précédemment ou a
la détection indirecte par détection d'anticorps qui ne permet pas de distinguer une
infection aigué ou actuelle d'une infection passée.

2. Existence d’un traitement antibiotique efficace : 1 g d'azithromycine en une prise
unique, ou 100 mg de doxycyline deux fois par jour pendant une semaine [30], les deux
traitements ayant une efficacité supérieure a 95% pour I'infection génitale basse [31].

3. Infection asymptomatique : chez les femmes, I'infection est asymptomatique dans
30 a 90% des cas, selon les populations d'étude, et dans plus de 90% des cas chez
les hommes [18]. Lorsqu'une infection est symptomatique, les personnes infectées sont
plus a méme de consulter des |'apparition des symptdmes, et de se faire traiter. Le
réservoir humain de l'infection est essentiellement constitué des personnes infectées
asymptomatiques qui ne savent donc pas qu’elles sont infectées.

4. Infection fréquente : I'infection doit étre fréquente au regard de la taille de la po-
pulation cible du dépistage. Si la prévalence en population générale est faible, il est
nécessaire de restreindre la population cible du dépistage sur les individus « a risque »
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d'infection, ce qui augmente artificiellement cette prévalence dans la population cible,
et rend le dépistage plus efficace et plus colit-efficient.

5. Infection aux conséquences graves : afin que la balance bénéfices-risques d'un dé-
pistage soit positive, les bénéfices d'un dépistage doivent étre suffisamment importants
pour contre-balancer les risques du dépistage : faux positifs et faux négatifs, stress
engendré par le diagnostic de maladie [122], traitements aux effets secondaires pour
I'individu et enjeux de I'antibiorésistance en population, taux de réinfection plus impor-
tant chez les personnes traitées [16] et par conséquent taux d'évolution vers les IGH
plus élevé dii a I'exposition répétée a C. trachomatis [123]. Seules les maladies dont
le dépistage permet d'éviter un cas de complication grave présentent un bénéfice sub-
stantiel au regard des risques non nuls d'un dépistage. L'infection par C. trachomatis
est responsable d’'|GH pouvant mener a des infertilités tubaires et des grossesses extra-
utérines, complications graves en termes de santé reproductive. Cependant, méme si la
proportion attribuable d'IGH dues a C. trachomatis est évaluée a environ 10% [20,21],
le nombre de cas d'IGH évités par le dépistage de C. trachomatis est incertain.

6. Dépistage non coiiteux : Pour des questions d'arbitrages en santé publique et d'équi-
librages budgétaires, le dépistage doit étre peu coliteux au regard du nombre et/ou du
colit de cas de complications évités. Cette notion est également dépendante des priorités
de santé publique fixées.

A noter que I'un des critéres essentiels pour optimiser le dépistage d’'une infection est la
connaissance précise du délai entre le stade précoce de l'infection et I’apparition des
complications, ce délai devant étre au moins aussi grand que la fréquence de dépistage pro-
posée. De ce fait, si les complications se développent trop rapidement apres I'acquisition au
niveau des voies basses, alors la fenétre d'opportunité pour le dépistage est trop petite pour
que le dépistage soit efficace. Or le délai d'évolution de l'infection génitale basse par C. tracho-
matis vers I'lGH est encore sujet a débat [124]. Une étude de modélisation mathématique a
mis en évidence le fait que les complications pouvaient se développer tout au long de I'histoire
naturelle de I'infection par C. trachomatis, soit de 1 a 12 mois environ (modélisation avec un
taux constant de passage vers I'lGH compatible avec les données publiées) [21].

9.2 Ciblage du dépistage de l'infection par Chlamydia
trachomatis

Malgré ces caractéristiques adaptées au dépistage, I'infection par C. trachomatis est en aug-
mentation a la fois en France, mais aussi aux Etats-Unis et partout dans le monde, quelle que
soit la stratégie de dépistage mise en ceuvre pour controler |'infection. En France, les don-
nées de surveillance indiquent une augmentation du nombre de cas détectés (avec les écueils
évoqués en Introduction). Aux Etats-Unis, il y avait plus de 1,7 millions de cas d'infections
génitales a C. trachomatis rapportés en 2017, soit un taux de 528,8 cas pour 100 000 et
une augmentation de 6,9% depuis 2016 [10]. De plus, le taux d'infection par C. trachomatis
pourrait étre largement sous-estimé, puisqu'une grande majorité des hommes et des femmes
CT-positifs sont supposés asymptomatiques [18, 125] et n'accedent donc peut-étre pas aux
programmes de dépistage. De ce fait, les hommes et femmes affectés par une infection asymp-
tomatique pourraient constituer le réservoir de cette infection [126].
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Par ailleurs, la mise en place d'un dépistage systématique peut se révéler extrémement coliteuse
au vu de la prévalence de l'infection. Une alternative au dépistage systématique consisterait
a cibler le dépistage sur les populations a risque d'infections. Le ciblage sur une tranche
d'age permet d'augmenter I'efficacité du dépistage. L'infection par C. trachomatis est par-
ticulierement prévalente chez les adolescents et jeunes femmes entre 15 et 24 ans, avec un
taux rapporté d'infection quatre fois supérieur a celui de la population générale aux Etats-
Unis [9, 10]. D'autres critéres permettant de définir une population comme « a risque » se
fondent actuellement sur un ensemble de pratiques sexuelles et d’expositions externes, e.g. le
nombre de partenaires sexuels dans la derniere année. Mais ces criteres pourraient également
se fonder sur |'existence d'une susceptibilité de |I'hSte, par exemple génétique, immunologique
ou microbiologique, soit des facteurs intrinseques de |I'h6te. Dans ce travail de thése, j'étudie
le microbiote vaginal comme facteur associé a l'infection par C. trachomatis, que ce soit parce
qu’'un état du microbiote vaginal ou une perturbation de celui-ci modifie le risque d’acquisition,
ou parce que l'infection elle-méme modifie la composition et/ou la structure du microbiote
vaginal. Quel que soit le sens de cette association, celle-ci se traduira nécessairement par une
association entre microbiote vaginal et cas prévalents. L'étude des cas prévalents est donc
une étape préliminaire a |'étude séparée de I'amont et de I'aval de I'infection, mais a aussi un
autre objectif propre : déterminer s'il existe des marqueurs "microbiotaux" de |'infection par
C. trachomatis. Dans le cas ou des marqueurs "microbiotaux" de I'infection de C. trachomatis
(et potentiellement d'autres IST) seraient mis en évidence, une stratégie de dépistage ciblée
pourrait consister a inclure dans les définitions de populations « a risque » la notion d'état du
microbiote vaginal.

9.3 Objectif

Pour répondre a cette question, une analyse transversale du microbiote vaginal a été menée
afin d'identifier des marqueurs de I'infection, sur deux populations distinctes dans des struc-
tures de dépistage : une population de jeunes femmes dans un Centre de Dépistage Anonyme
et Gratuit (CDAG) a Bordeaux, en France, et une population de jeunes femmes dans une
clinique IST a Baltimore, aux Etats-Unis.
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10

Méthodes et données de I'étude francaise

Les données et résultats de ce chapitre et du suivant (chapitre 11) sont issus d'une étude
en collaboration avec le Centre de Dépistage Anonyme et Gratuit (CDAG) de Bordeaux et le
Centre National des Références des IST bactériennes. Cette étude a donné lieu a la publication
d'un article dans « Sexually Transmitted Infections » (Appendice B) [127].

10.1 Schéma d’étude et population d’étude

Une enquéte transversale a été mise en place en Juin 2015 dont le but était de caractériser
la composition du microbiote vaginal chez les jeunes femmes se présentant dans un CDAG a
Bordeaux, en France. Les participantes fournissaient un échantillon vaginal auto-prélevé pour
le dépistage en routine de C. trachomatis (CT) et des données sociodémographiques telles que
I'age, le lieu de naissance, I'orientation sexuelle et les motifs de consultation. Pour information,
ce CDAG offre la possibilité aux patients de rester anonyme. Ainsi, les données sociodémogra-
phiques, y compris |'age, n'étaient pas systématiquement collectées.

10.2 Deépistage de Chlamydia trachomatis et caractéri-
sation du microbiote vaginal

Les échantillons vaginaux étaient conservés dans un milieu Aptima (Hologic©) permettant
le transport a température ambiante. Le dépistage de CT était réalisé par le Centre Natio-
nal de Référence utilisant un test d'amplification par transcription ( Transcription-Mediated-
Amplification) Aptima-combo 2. Un aliquot de 200 pl de I'échantillon était centrifugé et
suspendu dans 300 pl de tampon de lyse MoBio Microbiome Kit (MoBio/Qiagen) et pro-
cessé selon les indications du fabricant. L'ADN était élué dans 100 pl de tampon d'élution.
La composition du microbiote vaginal était caractérisée par séquencage de |'amplicon du gene
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de I'’ARNr 16S [128] sur une plateforme llumina MiSeq (San Diego, CA, USA) en utilisant un
protocole en paire de 300 bases. Un total de 50 ng d"ADN était sujet a I'amplification par
PCR de la région V3-V4 du gene de I'’ARNr 16S par une approche de double indexation décrite
précédemment [129]. Les séquences étaient traitées tel que décrit dans Fadrosh et al. [128]
et |'assignation taxonomique était effectuée sur chaque séquence assemblée grace a PECAN,
un classificateur taxonomique rapide et nouveau permettant la classification de toutes les sé-
quences [130].

10.3 Regroupement hiérarchique et analyses statistiques

Les échantillons ont été classés en types d'état communautaire (CST) grace a une méthode
de regroupement hiérarchique (hierarchical clustering). Le regroupement était mis en ceuvre
grace au package stats de R [131] en utilisant un regroupement hiérarchique de type liaison de
Ward (Ward linkage) et utilisant la mesure de divergence de Jensen-Shannon. La divergence de
Jensen-Shannon est une mesure de dissimilarité entre probabilités de distribution, et la mesure
de divergence de Jensen-Shannon est la racine carrée de la divergence de Jensen-Shannon nor-
malisée entre 0 et 1 [120,132]. Les femmes CT-positives et les femmes CT-négatives étaient
comparées en termes de CST grace au test exact de Fisher. Pour les analyses au niveau des
phylotypes, nous avons appliqué un modele de régression binomiale négative dans le package
MASS sur R, et en paralléle un modele de régression binomiale négative intégrée dans le pa-
ckage DESeq2 sur R, pour les phylotypes présents dans au moins 10% des échantillons (13
observations). Tous les tests statistiques étaient bilatéraux; les valeurs P inférieures a 0,05
étaient considérées comme statistiquement significatives. Pour les analyses par phylotype, une
correction de Benjamini-Hochberg (BH) était appliquée pour corriger la multiplicité des tests.
Les analyses statistiques ont été réalisées sur Stata 12.0 et R 3.3.0.
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Résultats de I'étude francaise

11.1 Caractéristiques sociodémographiques des partici-
pantes

Au total, 151 femmes ont été recrutées dans le CDAG de Bordeaux et ont fourni un échan-
tillon vaginal pour le diagnostic de CT et la caractérisation du microbiote vaginal, desquels
132 étaient analysables.

L'age était disponible pour 119 femmes et s'étendait de 16 a 33 ans. Quatre-vingt-quatorze
femmes (79,0%) étaient gées de 18 a 24 ans. Les autres caractéristiques étaient disponibles
pour 116 femmes. De ces 116 femmes, 87,9% étaient nées en France métropolitaine, tandis
que les autres étaient nées a I'étranger ou dans les départements francais d'Outre-mer. Une
grande majorité d'entre elles se définissaient comme hétérosexuelles (94,8%) et 5,2% comme
bisexuelles. Les motifs principaux de consultation étaient « rapport a risque » (20,5%), «
probléme d'utilisation de préservatif » (19,7%), « avant I'arrét d'utilisation du préservatif »
(19,7%) et « changement de partenaire » (13,7%). Une partie non négligeable de ces femmes
indiquait d'autres motifs de consultation, a savoir « réorientée vers un Centre de Dépistage »,
« Dépistage IST », « sans raison particuliére ». Fait intéressant, 6% des 117 femmes rappor-
tant un motif de consultation ont consulté pour cause de symptémes d'infection (tableau 11.1).
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TABLE 11.1 — Caractéristiques sociodémographiques et distribution des types d'état commu-
nautaire (CST) selon le statut Chlamydia trachomatis, chez 132 femmes se présentant en
Centre de Dépistage Anonyme et Gratuit (CDAG) en France, Juin 2015.

Total CT+ CT-
Variables Catégories n % n % n % p*
Age (années) | <18 6 (50) |0 (0) |6 (61) |0,02
h = 119 [18; 24] 94  (79,0) | 21 (100) |74 (74,5)
~24 19 (160) |0 (0) |19 (19.4)
Origine France métropolitaine 102 (87,9) | 20 (95,2) | 82 (86,3) | 0,460
n=116 Etranger ou départe- | 14  (12,1) |1 (48) |13 (13,7)
ments d'outre-mer
Orientation Hétérosexuelle 110 (94,8) | 19 (95,0) | 91 (94,8) | 1,000
sexuelle
n=116 Bisexuelle 6 (52) |1 (5,0) |5 (5,2)
Motifs de | Avant arrét préservatif | 23 (19,7) | 5 (23,8) | 18 (18,8) | 0,033
consultation
n=117 Changement de parte- | 16 (13,7) | 1 (48) |15 (15,6)
naire
Probléeme de préservatif | 23 (19,7) | 3 (143) | 20 (20,8)
Rapport a risque 24 (205) |1 (48) |23 (24,0
Symptdmes 7 (6,00 |2 (95 |5 (52
Autre 24 (205) |9 (429) | 15 (15.6)
CST Dominé par L. crispatus | 49  (37,1) | 4  (19,1) | 45 (40,5) | 0,177
0
n=132 Dominé par L. gasseri | 2 (15 |1 (48) |1 (0,9)
()
Dominé par L. iners (111) | 51 (38,6) | 11  (52,4) | 40 (36,0)
Groupe divers (1V) 20 (22,0) |5 (23,8) | 24 (21,6)
Dominé par L. jensenii | 1 (08) |0 (0) 1 (0,9)
(V)

*Test exact de Fisher.

11.2 Composition et structure du microbiote vaginal chez
des jeunes femmes en France

Les CST dominés par L. crispatus (CST 1), L. iners (CST Ill) ou ne présentant pas ou peu de
Lactobacillus spp. mais un large éventail de bactéries anaérobies strictes et facultatives (CST
IV) représentaient 37,1%, 38,6% et 22,0% des échantillons respectivement (tableau 11.1 et
figure 11.1). Seuls quelques échantillons étaient assignés aux CST Il et CST V (figure 11.1).

Les proportions des 6 especes bactériennes formant le microbiote vaginal les plus abondantes
sont représentées sur la figure 11.1. L. crispatus était présent en trés faible ou tres grande
proportion, correspondant jusqu'a 97% des séquences chez certaines femmes. De la méme
maniére, la proportion de L. iners chez certaines femmes atteignait 98%. Parmi les commu-
nautés des CST IV, aucune espéce bactérienne ne dominait le microbiote vaginal, mais a la
fois Gardnerella vaginalis et Atopobium vaginae étaient communément retrouvées.
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Abondance relative des phylotypes
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FI1GURE 11.1 — Abondance relative des 6 phylotypes bactériens vaginaux principaux, groupés
par type d'état communautaire (I, II, I, IV, V, en haut), chez 132 femmes se présentant en
Centre de Dépistage Anonyme et Gratuit (CDAG) en France, Juin 2015.

Au sein des CST | et CST Ill, deux sous-groupes ont pu étre mis en évidence, I'un pour lequel
Lactobacillus spp. était extrémement dominant (CST I-A et CST IlI-A) et I'autre pour lequel
I'espéce était également dominante mais en moindre quantité, et d'autres taxons étaient éga-
lement présents en faible abondance (CST I-B et CST IlI-B) (figure 11.2).
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FIGURE 11.2 — Heatmap des abondances relatives des taxons bactériens retrouvés dans les
communautés bactériennes vaginales de 132 femmes se présentant en Centre de Dépistage
Anonyme et Gratuit (CDAG) en France, Juin 2015.

Les femmes CT-positives sont indiquées par une barre rose en haut du graphe.

11.3 Association entre infection par Chlamydia tracho-
matis et microbiote vaginal

11.3.1 Analyse par type d’état communautaire

Vingt-et-une femmes (15,9%) parmi les 132 étaient positives pour CT. Toutes les femmes
CT-positives étaient agées de 18 a 24 ans. Les femmes rapportant « avant |'arrét de |'usage
du préservatif » et « symptomes » comme motifs de consultation étaient significativement
plus a méme d’'étre positives pour CT que celles rapportant d'autres motifs de consultation.
Les proportions de femmes CT-positives dans ces deux catégories étaient de 21,7% (5/23) et
28,6% (2/7) respectivement, alors que curieusement elle n'était que de 4,2% (1/24) dans la
catégorie « rapport a risque » (tableau 11.1 page 66).
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F1GURE 11.3 — Proportions de types d'état communautaire chez 21 femmes CT-positives et
111 femmes CT-négatives se présentant dans un Centre de Dépistage Anonyme et Gratuit en
France, Juin 2015.

Les proportions de femmes CT-positives étaient plus élevées dans les CST Il (21,6%) et CST
IV (17,2%) que dans le CST | (8,2%) (figure 11.2 page 68). Le CST | représentait 19,1% des
femmes CT-positives et 40,5% des femmes CT-négatives, tandis que ces proportions étaient
de 52,4% et 36,0% pour le CST Ill, et de 23,8% et 21,6% pour le CST IV (figure 11.3). Les
odds-ratios correspondant au fait d'étre positive pour CT par rapport au fait d'étre négative
pour CT étaient de 3,09 (IC 95% 0,91 — 10,49) pour le CST Il comparé au CST |, et de 2,34
(I1C 95% 0,58 — 9,55) pour le CST IV comparé au CST |, bien que ces résultats n'étaient pas
statistiquement significatifs.

11.3.2 Analyse par phylotype

Des analyses par phylotypes ont également été réalisées pour évaluer |'association entre chaque
espece bactérienne et |'infection prévalente par C. trachomatis. La profondeur de séquencage
pour les échantillons de I'étude et par statut CT est présentée dans le tableau 11.2. Seuls les
phylotypes présents dans au moins 10% des échantillons (soit plus de 13 échantillons) ont été
analysés. Des 76 phylotypes restants, 7 étaient significativement différentiellement présents
entre les échantillons CT-positifs et CT-négatifs d'apres I'analyse DESeq2 et 11 retrouvés par
I'utilisation d'un modele binomial négatif, dont 6 retrouvés par les deux modéles (tableau 11.3).
La concordance des deux méthodes est évaluée grace a un graphe de —logl0 des valeurs q de la
méthode DESeq2 en fonction de —logl0 des valeurs q de la méthode par régression binomiale
négative (figure 11.4).
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TABLE 11.2 — Description du total de séquences obtenues par échantillon, par séquencage du
geéne de I'’ARNr 16S, au sein de 132 femmes positives et négatives pour Chlamydia trachomatis,
en France, Juin 2015.

Echantillons N Min Q1 Médiane | Moyenne | Q3 Max

Tous 132 | 261 17980 33220 32250 44290 74750
CT-négatifs 111 | 261 17420 33150 31140 43580 74680
CT-positifs 21 8117 | 22070 34720 38130 50970 74750

TABLE 11.3 — Espeéces différentiellement exprimées au sein de 132 femmes positives et néga-
tives pour Chlamydia trachomatis, dans un CDAG en France, Juin 2015.

DESeq2 Régression binomiale négative
Phylotypes Log2 Fold | g-value** Beta g-value**
Change*
BVAB1 -5,18 0,00458 -3,87 0,00232
Lactobacillus vaginalis -4,08 <0,0001 -1,75 0,00253
Escherichia coli -2,44 0,00059 -2,10 <0,0001
Varibaculum cambriense -1,71 0,06743 -2,24 0,00232
Dialister sp. type 3 -1,42 0,07141 -1,53 0,01251
Dialister propionicifaciens | -1,16 0,03108 -1,07 0,02267
Eubacterium saphenum -0,76 0,27877 -1,41 0,01632
Mycoplasma hominis -0,64 0,41271 -1,27 0,02267
Megasphaera sp. type 1 2,55 0,01780 1,83 0,00524
Gemella 3,22 0,00121 1,46 0,06608
Bifidobacterium breve 4,36 0,00059 2,56 0,00524

*Les valeurs négatives de log2 Fold Change indiquent les phylotypes sur-représentés dans les échantillons CT-
négatifs et les valeurs positives ceux sur-représentés dans les échantillons CT-positifs.

**La g-value est la p-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.
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FIGURE 11.4 — Evaluation de la corrélation des g-values calculées par les méthodes DESeq2 et
régression binomiale négative, pour la comparaison des phylotypes présents chez 132 femmes
dans un CDAG en France, Juin 2015.

La g-value est la p-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.






Chapitre

12

Méthodes et données de I'étude ameéricaine

12.1 Schéma d’étude

Dans cette seconde étude aux Etats-Unis, les adolescentes et jeunes femmes ont été dépistées
pour l'infection par C. trachomatis dans des centres de soins cliniques ainsi que leurs postes
avancés en population par le personnel clinique de I'Université du Maryland — Ecole de Mé-
decine, Département de Pédiatrie, au Centre de I'’Adolescent et du Jeune Adulte (Adolescent
and Young Adult Center staff - AYAC). Les patientes étaient invitées a participer au projet
de recherche Chlamydia Adolescent/Adult Reproductive Management (CHARM) pendant leur
visite gynécologique, aprés information sur leur positivité pour l'infection a C. trachomatis,
déterminée par tests d'amplification de I'acide nucléique (NAAT) sur prélévements urinaires.
L'étude a été approuvée par le « Adolescent Clinic Community Advisory Board » et par le
comité d'éthique institutionnel de I'Université du Maryland, sous le numéro HP-00042350. Les
patientes incluses dans la présente analyse étaient des femmes de 12 a 40 ans, sexuellement
actives et CT-positives. La cohorte CHARM est décrite en détail ici [133]. De plus, 99 femmes
africaines-américaines CT-négative, dgées de 19 a 44 ans, incluses dans I'étude transversale
Vaginal Microbiota 400 Woman Study (VM400) de I'Université du Maryland, ont servi de
population controle.

12.2 Procédure de I’étude

A la visite d'inclusion dans CHARM, un questionnaire audio assisté par ordinateur (ACASI)
était auto-administré. Des cliniciens réalisaient un examen physique, une collecte d'échan-
tillons, et fournissaient un traitement pour l'infection par C. trachomatis par azithromycine 1
g per os en dose unique. A chacune des trois visites trimestrielles supplémentaires, les examens
cliniques et les questionnaires étaient répétés et un dépistage CT était réalisé avec traitement
par azithromycine quand nécessaire.
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Les échantillons par écouvillonnage vaginal étaient collectés avant traitement antibiotique sur
les parois vaginales a mi-hauteur et préservés dans 1 ml de liquide Copan du systéme de col-
lecte et de transport Amies Elution Swab (ESwab, Copan Diagnostics Inc.), et conservés a
-80 °C. La positivité a CT était déterminée par BD Prove Tech, le test clinique choisi par le
laboratoire du Centre médical de I'Université du Maryland. L'IGH était diagnostiquée selon les
criteres du CDC [30].

12.3 Préparation des échantillons, amplification génique
de ’'ARNr 16S et séquencage

L'’ADN génomique total était extrait a partir d'aliquots de 1 ml de la solution de suspen-
sion Amies ESwab, comme décrit précédemment [42]. L'amplification et le séquencage a
haut débit des régions hypervariables V3-V4 du géne de I'ARNr 16S ont été réalisés par
une approche de double indexation validée et améliorée sur la plateforme lllumina MiSeq
[128]. Le processus bioinformatique a suivi le workflow DADA2 pour les Big Data et dada2
(v.1.5.2) (https://benjjneb.github.io/dada2/bigdata.html, [134]) tel que décrit pré-
cédemment [135].

La taxonomie a été assignée a chaque variant de séquence d'amplicon (amplicon sequence
variant - ASV) généré par dada2 grace a SpeciatelT (version 1.0), un classifieur rapide de
séquences (http://ravel-lab.org/speciateit). Les séquences ASV assignées a la méme
taxonomie ont été additionnées pour chaque échantillon. Les analyses de données incluent le
regroupement hiérarchique des profils communautaires basés sur une distance euclidienne et
une liaison de Ward, et I'assignation a I'un des types d'état communautaire (CST) décrits
précédemment [42,120].

12.4 Analyse statistique

Les analyses ont été effectuées sur les échantillons présentant un minimum de 1000 séquences
et sur les phylotypes présents dans au moins 2 échantillons. Les caractéristiques a I'inclusion
entre les participantes CHARM ayant été perdues de vue apres la premiére visite et les autres
ont été comparées par tests de Fisher. Afin de comparer la composition et la structure du
microbiote vaginal au sein de différents groupes, nous avons conduit des analyses au niveau
du phylotype et au niveau des CST. Au niveau du phylotype, nous avons appliqué un mo-
deéle de régression binomiale négative pour chaque phylotype présent dans au moins 20% des
échantillons, dans le package DESeq2 sur R [45]. Au niveau des CST, nous avons appliqué
un modele de régression logistique pour comparer les échantillons CHARM de la visite 1 (CT-
positifs) aux contréles VM400.


https://benjjneb.github.io/dada2/bigdata.html
http://ravel-lab.org/speciateit

Chapitre

13

Résultats de I'étude ameéricaine

13.1 Description de la cohorte

Cent-quarante-neuf femmes VIH-négatives avec une infection a C. trachomatis confirmée,
majoritairement Afro-américaines (86%), agées de 13 a 33 ans, de la région de Baltimore, Ma-
ryland, aux Etats-Unis ont été incluses dans cette étude longitudinale prospective (CHARM).
Elles ont fourni 141 échantillons valides CT-positifs a I'inclusion, avant de recevoir un traite-
ment antibiotique de 1 g d’'azithromycine en dose unique. Des échantillons de suivi a 3, 6 et
9 mois aprés traitement (92, 85 et 77 échantillons respectivement, voir figure 13.1) ont été
collectés et testés pour CT. Le taux de positivité était de 18% (N=17), 14% (N=12) et 18%
(N=14) respectivement a chacune de ces visites.

Les caractéristiques démographiques, comportementales et d’histoire médicale de toutes les
participantes de CHARM sont résumées dans le tableau 13.1. Les femmes ayant arrété |'étude
aprés la premiere visite (n=49) étaient moins susceptibles d'avoir une IGH a I'inclusion, mais
aucune autre caractéristique a l'inclusion n’était significativement différente entre ces femmes
et celles n'ayant pas arrété I'étude (n=100) (&ge, race, statut marital, éducation, orientation
sexuelle, nombre de partenaires vie entiére, nombre de partenaires dans les 3 derniers mois,
consommation de tabac, score de Nugent et contraception hormonale).

Pour la cohorte CHARM, nous avons obtenu 7 396 180 séquences de haute qualité avec une
moyenne de 18 725 (écart-type (sd) 18 325) séquences par échantillon. Pour le groupe contrdle
VM400, nous avons généré 3 349 907 séquences avec 33 837 (sd 17 024) séquences par échan-
tillon en moyenne. Un total de 319 phylotypes ont été identifiés dans I'ensemble des échantillons
CHARM et VM400, et I'abondance relative de chaque phylotype est illustrée dans la figure 13.2
(données disponibles sur https://github.com/ravel-lab/CHARM_LONGITUDINAL).
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TABLE 13.1 — Caractéristiques a I'inclusion des 149 femmes incluses dans la cohorte prospec-
tive CHARM, a Baltimore, MD.

n* (%)
Nombre de visites 149
1** 49 32,9
2 14 9,4
3 26 17,4
4 (suivi complet) 60 40,3
Ethnicité/race 143
Noir/Africain-Américain 125 87,4
Blanc/Caucasien 6 4,2
Autre 12 8,4
Groupe d'age 145
<18 45 31,0
[18; 24] 91 62,8
>24 9 6,2
Groupe d'indice de masse corporelle 142
<18.5 (insuffisance pondérale) 4 2,8
[18.5; 24.9 | (corpulence normale) 70 49,3
[25; 29.9] (surpoids) 28 19,7
>30 (obese) 40 28,2
Statut marital 143
Célibataire 130 90,9
Marié/en couple 7 4,9
Divorcé/séparé 6 472
Niveau d'éducation 117
Grade 8 ou moins 12 10,3
>grade 8, <grade 12 44 37,6
Diplome du baccalauréat 56 47,9
Diplome du supérieur 5 43
Orientation sexuelle 142
Hétérosexuel 123 86,6
Homosexuel 1 0,7
Bisexuel 18 12,7
Age aux premieres regles 140
<12 50 35,7
[12; 13] 60 429
>13 30 21,4
Protection menstruelle 145
Serviette hygiénique 74 51,0
Tampon 18 12,4
Serviette hygiénique et tampon 48 33,1
Rapports sexuels dans les 3 derniers mois
Voie vaginale (N=142) 137 96,5
Voie orale (N=126) 104 825
Voie anale (N=40) 17 42,5
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(Suite) n* (%)
Nombre de partenaires sexuels dans les 3 derniers mois 143
Aucun 6 4,2
1 69 48,3
2 ou plus 68 47,6
Nombre de partenaires sexuels vie entiére 143
<5 A7 32,9
[5; 10[ 55 38,5
10 ou plus 41 28,7
Utilisation du préservatif dans les 3 derniers mois 145
Toujours 11 7,6
Souvent 40 27,6
Parfois 47 32,4
Rarement 22 15,2
Jamais 25 17,2
Consommation d’alcool vie entiere 145
Oui 102 70,3
Consommation actuel de tabac 145
Oui 28 19,3
Consommation de drogue dans le mois précédent 143
Oui 34 23,8
Grossesse(s) vie entiére 141
Oui 73 51,8
Douche vaginale 136
Oui 40 29,4
Contraception hormonale actuelle 145
Aucune 90 62,1
A base d'oestradiol 18 12,4
A base de progestine 37 255
IST dans les 3 derniers mois (déclaratif) 120
Infection par Chlamydia trachomatis 89 74,2
Infection par Gonocoque 8 6,7
Syphilis 1 0,8
Infection par Trichomonas vaginalis 6 5,0
Herpeés 1 0,8
HPV 1 0,8
IST vie entiere (déclaratif) 145
Infection par Chlamydia trachomatis 108 74,5
Infection par Gonocoque 22 15,2
Syphilis 3 2,1
Infection par Trichomonas vaginalis 26 17,9
Herpeés 6 4,1
HPV 6 4,1

*Toutes les variables n'ont pas été renseignées par toutes les femmes. **Les femmes n'ayant qu'une premiére
visite n'étaient pas des perdues de vue. La participation a I'étude longitudinale requérait un consentement

additionnel.
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FI1GURE 13.2 — Heatmap des abondances relatives des phylotypes dans 395 échantillons de la
cohorte prospective CHARM et 99 échantillons de I'étude transversale VM400.

Un regroupement par liaison de Ward a été utilisé pour grouper les échantillons sur la base de leur distance

euclidienne calculée dans le package vegan sur R. Les quatre barres horizontales indiquent les types d’état

communautaire (CST) selon la convention de nomemclature [42], le score de Nugent [39], le pH vaginal et le

numéro de la visite.
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13.2 Association entre la composition du microbiote va-
ginal et lI'infection prévalente par Chlamydia tracho-
matis

13.2.1 Analyse par type d’état communautaire

Afin de diminuer la dimensionnalité de la base de données, nous avons procédé a un regrou-
pement hiérarchique des échantillons en fonction de leur distance euclidienne et par liaison de
Ward pour identifier les CST, tel que décrit précédemment dans la littérature [42,120], i.e.
les types de microbiotes a composition et abondance bactérienne similaires. Les échantillons
ont été assignés a trois CST, desquels deux (CST | et Ill) étaient dominés par une espéce du
genre Lactobacillus, L. crispatus et L. iners respectivement. Le CST |V est de nature distincte
des autres CST car ce groupe ne possede pas d'espéce de Lactobacillus dominante mais est
composé d'un éventail divers de bactéries anaérobies strictes et facultatives. Un examen plus
fin permet de révéler |'existence de deux sous-types a l'intérieur des CST Ill et IV, nommé-
ment A et B, en fonction de I'abondance relative de I'espece dominante. Brievement, le CST
[1I-A correspond a un sous-type ou L. iners domine la communauté vaginale a une abondance
relative de plus de 80%, alors que pour le CST IlI-B L. iners reste |'espéce dominante mais
a un niveau plus faible tandis que des bactéries anaérobies strictes et facultatives sont aussi
présentes. A I'intérieur du CST IV, le CST IV-B se distingue par une abondance plus élevée
de Gardnerella vaginalis.

En utilisant un modéle de régression logistique, nous avons trouvé que les fréquences de
chaque CST entre les échantillons CHARM visite 1 et les échantillons contréles VM400
étaient significativement différentes (détails dans la tableau 13.2). Nous avons observé que
les CST IlI-A et CST llI-B (dominés par L. iners), CST IV-A et CST IV-B étaient significa-
tivement sur-représentés dans les échantillons CHARM comparés aux contréles (OR 4,51 IC
95% [1,41-16,42], 5,20 [1,66-18,72], 8,98 [3,38-28,59] et 26,52 [8,84-94,91]; p-values 0,015,
0,007, <0,001 et <0,001, respectivement), comme illustré dans la figure 13.3. A noter que la
majorité des échantillons du CST IV (91%) présentaient un score de Nugent supérieur a 7, ce
qui est indicatif d'une VB [39].

TABLE 13.2 — Résultats d'un modele de régression logistique comparant 141 échantillons
CHARM Visite 1 (CT-positifs) a 99 échantillons VM400 contréles en termes de CST.

CST OR 2,5% 97,5% P-value

I 1 - - -

HI-A 4,51 1,41 16,42 0,01486
I1-B 5,20 1,66 18,72 0,00686
IV-A 8,98 3,38 28,59 0,00004
IV-B 26,52 8,84 94,91 <0,00001

La catégorie de référence est le CST | (dominé par Lactobacillus crispatus).
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FIGURE 13.3 — Proportions des types d'états communautaires (CST) dans 141 échantillons
CHARM Visite 1 (CT-positifs) et 99 échantillons contréles VMA400.

13.2.2 Analyse par phylotype

Pour I'analyse au niveau des phylotypes, les profondeurs de séquencage variaient entre les
échantillons. Les profondeurs de séquencage par étude sont données dans le tableau 13.3. Nous
avons appliqué un modele de régression binomiale négative pour évaluer si des phylotypes spé-
cifiques étaient associés a |'infection par C. trachomatis avant traitement antibiotique chez les
participantes CHARM a la visite 1 comparées au groupe contréle VM400. Nous avons comparé
I'abondance absolue de 40 phylotypes présents dans au moins 20% des échantillons CHARM
visite 1 et VM400 (240 observations). La liste des phylotypes significativement associés a la
visite 1 de CHARM ou aux contrdles VM400 est présentée dans le tableau 13.4. Globalement,
25 phylotypes étaient statistiquement significatifs, comme montré dans la figure 13.4, dont
11 phylotypes tels Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, BVAB2 ou Mobiluncus curtisii
étaient sur-représentés dans les échantillons CT-positifs de CHARM, tandis que les espéces du
genre Lactobacillus étaient toutes sur-représentées dans les échantillons CT-négatifs VM400.

La concordance des résultats selon les deux méthodes DESeq2 et modéle de régression bi-
nomiale négative a excés de zéros est présentée dans la figure 13.5. La droite de régression
linéaire indique une bonne corrélation entre les méthodes, et la sensibilité et la spécificité de
la méthode de régression binomiale négative a exces de zéros par rapport a DESeq2 sont
respectivement de 72 et 73%.
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TABLE 13.3 — Description du total de séquences obtenues par échantillon, par séquencage du

gene de I'ARNr 16S, dans |'étude CHARM et |'étude VMA400.

Etude N Min Q1 Médiane | Moyenne | Q3 Max
Toutes visites 494 | 1174 | 8398 15830 21750 30640 142900
VM400 99 3918 | 20910 32570 33840 42120 90600
CHARM 395 | 1174 | 7420 12730 18720 24770 142900
CHARM Visite 1 141 | 1420 | 6270 9857 13160 15510 60630
CHARM Visite 2 02* | 1354 | 7534 11440 15200 18570 50480

CT-négatifs 74 1354 | 7243 10950 15130 18710 50480
CT-positifs 17 2823 | 9505 12730 14670 16280 35500
CHARM Visite 3 85 1174 | 6520 17200 22300 29640 142900
CT-négatifs 73 1174 | 8012 18400 23030 29640 142900
CT-positifs 12 1294 | 5644 9574 17870 25970 65810
CHARM Visite 4 77 2471 | 12690 24260 29170 35800 135400
CT-négatifs 63 2471 | 13480 25200 31800 40440 135400
CT-positifs 14 3737 | 9023 16980 17360 24670 31070

*Un test Chlamydia était indéterminé et n'est pas décrit séparément ici. Cet échantillon a été exclu des

analyses des échantillons CT-negatifs de la visite 2.
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F1GURE 13.4 — Différence d'abondance relative des phylotypes vaginaux d'apres un modéle
de régression binomiale négative implementé dans le package DESeq?2 sur R, au sein de 141
échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs) et 99 échantillons contrdles VM400, pour les phy-
lotypes présents dans au moins 20% des échantillons.

Les barres vertes représentent les phylotypes sur-représentés dans les échantillons contréles VM400 et les barres
rouges ceux sur-représentés dans les échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs). L'axe des abscisses repré-
sente le log2 de la différence. La significativité de la g-value (p-value corrigée par la correction de Benjamini-
Hochberg) est indiquée par une (<0,05), deux (<0,01) ou trois étoiles (<0,001).
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TABLE 13.4 — Especes différentiellement exprimées selon un modéle de régression binomiale
négative implémenté dans package DESeq2 sur R, et selon un modele de régression bino-
miale négative a exceés de zéros, au sein de 141 échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs)
et 99 échantillons VM400 contréles, pour les phylotypes présents dans au moins 20% des

échantillons.

DESeq?2 Régression bino-
miale négative a
exces de zéro
Phylotypes Log2 FC* g-value** Beta g-value**
Lactobacillus gasseri -7,24 <0,00001 -2,46 0,00223
Genre Lactobacillus -5,08 <0,00001 -2,69 <0,00001
Howardella ureilytica -3,46 <0,00001 -1,58 0,00774
Lactobacillus crispatus -2,69 0,00463 -1,73 0,00314
Ureaplasma urealyticum -2,62 0,00104 0,47 0,32811
Lactobacillus jensenii -2,43 0,03156 -1,07 0,16017
Lactobacillus iners -2,31 <0,00001 -0,29 0,28238
Dialister succinatiphilus -2,17 <0,00001 -1,54 <0,00001
Prevotella colorans -2,00 0,00592 -1,33 0,00909
Famille Clostridiales Xl -1,81 0,03062 -0,49 0,42544
Prevotella amnii -1,70 0,01203 -1,41 0,00013
Prevotella bivia -1,69 0,04952 -0,75 0,24378
Prevotella buccalis -1,66 0,06366 -1,01 0,14754
Prevotella timonensis -1,37 0,02855 -0,59 0,22533
Dialister micraerophilus -1,33 0,00463 -0,77 0,00079
Genre Prevotella -1,16 0,05562 -0,68 0,07092
Streptococcus anginosus -0,91 0,39519 -0,28 0,70527
Genre Bacteroidales -0,67 0,41642 -0,28 0,53042
Famille Coriobacteriaceae -0,64 0,16546 -0,86 <0,00001
Genre Megasphaera -0,37 0,47090 -0,70 0,00121
Mycoplasma hominis -0,24 0,74975 -0,42 0,42544
Genre Peptoniphilus 0,12 0,85728 0,44 0,43758
Sneathia sanguinegens 0,42 0,45669 -0,33 0,33626
Phylum Proteobacteria 0,56 0,50600 0,12 0,80731
Anaerococcus prevotii 0,58 0,25405 0,96 0,00909
Finegoldia magna 0,62 0,05782 0,79 0,00079
Peptoniphilus lacrimalis 0,67 0,28788 0,48 0,23603
Arcanobacterium hippocoleae 0,85 0,23831 0,78 0,16066
BVAB2 1,04 0,04997 0,42 0,15034
Peptoniphilus gorbachii 1,20 0,00861 1,11 0,00019
Gardnerella vaginalis 1,25 0,00113 0,88 <0,00001
BVAB1 1,32 0,16077 0,14 0,73094
Aerococcus christensenii 1,53 0,00176 0,76 0,00851
Actinomyces hongkongensis 1,79 0,00335 1,10 <0,00001
Famille Erysipelotrichaceae 1,81 0,00335 1,15 0,00038
Famille Ruminococcaceae 1,84 0,00335 1,33 0,00079
Atopobium vaginae 1,95 <0,00001 1,08 <0,00001
Gemella haemolysans/asaccharolytica 2,07 <0,00001 1,14 <0,00001
Mobiluncus curtisii 2,34 0,00531 1,83 0,00332
Peptostreptococcus anaerobius 2,54 0,00402 2,00 0,00187

*Les valeurs négatives de log2 Fold Change indiquent les phylotypes sur-représentés dans les échantillons

VM400 et les valeurs positives ceux sur-représentés dans les échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs).

**La g-value est la p-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.
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échantillons CHARM Visite 1 et 99 échantillons controles VM400.
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14

Discussion

14.1 Rappel des résultats

Dans I'étude francaise, du fait de I'inclusion de toutes les femmes se présentant sur une période
donnée sans tenir compte du résultat au diagnostic de CT, nous avons pu évaluer la positivité
a l'infection et décrire les facteurs associés a cette positivité a CT. Celle-ci était élevée dans
notre population d'étude avec 15,9% des femmes se présentant en CDAG positives. Cette
proportion élevée de femmes CT-positives dans notre étude est probablement due au fait que
les participantes représentent un groupe de femmes relativement a risque, comparées a la po-
pulation générale. Cette proportion est bien plus élevée que la derniére estimation en France,
dans une étude en ligne en 2012 ou 8,3% des femmes dgées de 18 a 24 ans de la population
générale avaient un test positif pour CT [136,137].

Dans I'étude francaise toujours, toutes les femmes infectées par CT étaient agées de 18 a 24
ans, ce qui correspond au groupe d'age le plus affecté par I'infection [7,8]. Etonnamment, la
positivité a CT était plus élevée chez les femmes qui consultaient avant un arrét de |'utilisa-
tion du préservatif que chez les femmes consultant pour des relations sexuelles a risque. Il se
peut que ce résultat soit lié au faible nombre d’observations, mais nous ne pouvons exclure
I'hypothése que, cette donnée étant déclarée par la participante, il existe un décalage entre les
pratiques réellement a risque et la perception de ce risque, comme mis en évidence dans une
étude aux Pays-Bas [138]. La positivité a CT était élevée chez les femmes se présentant pour
des symptdmes (2 sur 7, soit 28,6%), mais comme attendu, la plupart des infections par CT
étaient asymptomatiques [125]. Comme les symptémes génitaux ne sont pas nécessairement
spécifiques, des symptdmes chez des femmes sans infection par CT pourraient étre dus a une
VB, une vaginite ou d'autres IST.

Dans cette étude, le microbiote vaginal de jeunes femmes a été caractérisé par des méthodes
indépendantes de la culture cellulaire pour la premiere fois en France. Cinqg CST ont pu étre
décrits chez ces 132 femmes se présentant en CDAG en France, avec les trois CST principaux
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se divisant en deux sous-groupes chacun selon la diversité des communautés bactériennes.
Les proportions des cing CST chez les femmes CT-négatives étaient de 40,5%, 0,9%, 36,0%,
21,6% et 0,9% respectivement. Dans une précédente étude de Ravel et al. dont nous avons
tiré notre population contréle CT-négative pour les analyses de I'étude CHARM, les propor-
tions des cing CST pour I'ensemble des femmes, toutes origines confondues, étaient de 26,2%,
6,3%, 34,1%, 27,4% et 5,3% [42]. De la méme maniére que pour les femmes CT-négatives
de notre étude, les CST |, Il et IV étaient les types de microbiote vaginal les plus prévalents
dans notre population bien que notre étude montre une proportion plus importante de CST
| chez les femmes non-infectées. Cette importance du CST | chez les femmes non-infectées
pourrait s'expliquer par une protection augmentée vis-a-vis des IST par une communauté bac-
térienne dominée par L. crispatus, tel que soutenu par van der Veer et al. [104]. Dans leur
étude qui concerne une population a risque d'IST aux Pays-Bas, les proportions de CST |, Ill
et IV chez les femmes CT-négatives étaient de 39,0%, 26,8% et 34,2% respectivement. Le
CST IV était plus représenté chez les femmes CT-négatives que dans notre étude. Parmi les
femmes CT-positives, la distribution des CST dans notre étude était légerement similaire a
celle trouvée par van der Veer et al., excepté pour le CST IV. Ce CST représentait 48,1% des
femmes CT-positives tandis que dans notre étude il ne représentait que 23,8% des femmes.
Alors que I'étude par van der Veer et al. émet |'hypothése d'un réle délétere du CST IV, nos
résultats chez des femmes en France indiqueraient plutot que le CST Il pourrait accroitre le
risque d'infection par CT. Dans notre étude en France, aucune conclusion ou hypothése claire
ne peut étre tirée d'une quelconque association entre CST Il ou CST V et le statut CT du
fait que ces CST sont sous-représentés dans la population. En définitive, les CST n'étaient
pas significativement associés au statut CT mais des proportions plus importantes de femmes
CT-positives étaient retrouvées dans les CST Il et CST IV comparés au CST |.

En évaluant la composition et la structure du microbiote vaginal au moment de I'infection par
C. trachomatis, |'étude CHARM aux Etats-Unis a permis d'identifier des microbiotes vaginaux
associés a l'infection par C. trachomatis en utilisant une population controle non-infectée issue
du méme centre [42], comme précédemment expliqué. Nous avons également montré que les
CST I et CST IV étaient significativement associés a l'infection prévalente par C. trachomatis.

Au niveau des phylotypes, les résultats de |'étude francaise et de I'étude américaine n'étaient
pas parfaitement concordants. Le microbiote vaginal des femmes infectées par CT dans CHARM
comprend des taxons bactériens communément associés a la VB ou au CST IV, notamment
Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae ou Mobiluncus curtisii [40]. Certains taxons comme
Gemella étaient retrouvés comme associés a l'infection par CT dans les deux études, et le genre
Lactobacillus dans son ensemble était protecteur de I'infection dans les deux études également.
En revanche, dans I'étude francaise nous avons noté une sur-représentation d'autres bactéries
anaérobies comme Megasphaera ou Eggerthella chez les femmes CT-positives, également as-
sociées a la VB [40].

Il est intéressant de noter que malgré I'association entre CST IIl et infection par C. trachoma-
tis dans I'étude CHARM, L. iners n'était pas sur-représenté dans les échantillons CT-positifs
CHARM de la visite 1 comparés aux controles VM400. Nous faisons I'hypothese que malgré
le fait qu'une plus grande proportion des échantillons CT-positifs de la visite 1 contienne des
L. iners, cela ne veut pas dire que la moyenne des abondances relatives de L. iners ou leur
distribution entre échantillons CT-positifs et CT-négatifs soient différentes. Cette incohérence
apparente appuie l'importance de mener des analyses a la fois au niveau des phylotypes et au
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niveau des CST lors de I'étude de I'association entre microbiote vaginal et IST.

14.2 Mise en perspective avec la littérature

Dans I'ensemble, les données des deux études indiqueraient un role protecteur du CST I, do-
miné par L. crispatus, et un risque augmenté pour |'infection par C. trachomatis chez les
femmes présentant un CST Il ou IV pouvant varier selon la population. Il serait possible de
spéculer que ces types de microbiote sont associés a une augmentation de la susceptibilité,
cependant, nous ne pouvons exclure que l'infection elle-méme résulte en une modification du
microbiote vaginal vers les CST Ill et CST IV. Dans la VB, la composition du microbiote va-
ginal est similaire a ce qui est trouvé dans un CST IV et inclut des taxons tels que Gardnerella
vaginalis, Atopobium vaginae, Prevotella spp., Mobiluncus spp. et Mycoplasma hominis, entre
autres [40, 139, 140]. Les études épidémiologiques utilisant le score de Nugent ont montré
qu'un score de Nugent élevé constituait un facteur de risque pour l'infection par C. trachoma-
tis, N. gonorrhoeae, et le VIH [69,70,72,81,141]. Cependant, le motif observé dans cette étude
n'élucide pas la question de savoir si un changement de phylotypes ou de CST a lieu avant
I'infection et donc prédisposerait a |'acquisition de cette infection, ou s'il a lieu en conséquence
de l'infection. Des études longitudinales se focalisant sur les cas incidents d'infection par C.
trachomatis devraient apporter une meilleure compréhension afin d'éclaircir le chemin causal.
Une telle étude aux Pays-Bas a montré que les femmes présentant un CST dominé par L. iners
(CST IlI) avaient un risque accru d'infection par CT comparées aux femmes présentant un
CST dominé par L. crispatus (CST I) [142]. Bien que L. iners domine le CST Ill, cette espéce
partage souvent la niche écologique vaginale avec d'autres espéces bactériennes telles que G.
vaginalis, A. vaginae et d'autres anaérobies strictes et facultatives dont la présence pourrait
limiter le bénéfice potentiel d’'un microbiote vaginal dominé par des lactobacilles. Quand c'est
le cas, il est suggéré que le CST Il pourrait constituer une amorce de transition vers le CST
IV. Cette transition du CST Il au CST IV a souvent été observée dans des études longitudi-
nales du microbiote vaginal [120, 143], en particulier aprés un traitement antibiotique pour la
vaginose bactérienne [144], alors qu'il est justement bien établi que le CST IV est associé a
un plus haut risque d'infection par C. trachomatis [82,92].

14.3 Limites et orientations futures

Le schéma d'étude transversal de I'étude francaise constitue une limite de la présente étude.
De plus, un schéma d'étude longitudinal permettrait de prendre en compte la structure dy-
namique du microbiote vaginal au cours du temps rapportée précédemment [120, 143, 145].
Dans I'étude américaine, la population de femmes controles CT-négatives étant issue d'une
autre étude, nous ne pouvons exclure que les deux populations différent par certaines ca-
ractéristiques sociodémographiques autres que |'origine ethnique, bien que les deux études
étaient menées dans le méme centre médical. Enfin, I'analyse du microbiote vaginal bénéficie-
rait grandement d’'informations additionnelles sur les pratiques sexuelles, I'hygiéne personnelle,
I"histoire gynécologique ou les traitements concomitants, en particulier I'usage de contraceptifs
oraux, informations auxquelles nous n’avions pas accés dans ces études. Néanmoins, il s'agit
d'une premiere étape nécessaire pour faconner de futures études longitudinales prospectives
de plus grande ampleur. L'essai i-Predict [146], visant a évaluer si le dépistage systématique
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de l'infection par C. trachomatis permet de prévenir les IGH, abordera le réle du microbiote
vaginal de femmes en France sur l'infection par C. trachomatis, et contribuera a une meilleure
compréhension de I'histoire naturelle de I'infection par C. trachomatis. En outre, il permettra
de générer des hypothéses sur le réle du microbiote vaginal vis-a-vis de la susceptibilité aux IST.
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Introduction

15.1 Clairance de I'infection par Chlamydia trachomatis

Dans les deux parties précédentes, nous avons vu comment microbiote vaginal et infection par
C. trachomatis étaient associés, sans pouvoir déterminer si le microbiote vaginal était un fac-
teur de risque de I'infection ou si I'infection elle-méme modifiait le microbiote vaginal. L'étude
de la dynamique du microbiote vaginal post-infection en I'absence de traitement antibiotique
(clairance naturelle de I'infection) permet de répondre en partie a cette question mais est
difficilement observable pour des raisons éthiques. Le bras « Témoin » de I'étude i-Predict a
pour objectif secondaire de rendre possible I'identification des cas de clairance naturelle de
I'infection [146]. En présence d'un traitement antibiotique, |'étude de la dynamique du micro-
biote vaginal permet d'évaluer I'effet de ce facteur externe sur le microbiote vaginal.

15.2 Facteurs associés a la dynamique du microbiote va-
ginal

La communauté microbienne vaginale représente la premiére ligne de défense contre les IST
telles que l'infection par C. trachomatis, et les especes de Lactobacillus sont considérées
comme la clé de volite de la santé vaginale, principalement pour leur capacité a produire
de I'acide lactique et d'autres composés antimicrobiaux qui maintiennent un environnement
acide protecteur [147]. Plusieurs travaux ont suggéré que les différents types de microbiote
vaginal répondaient différemment aux évenements perturbateurs tels que les menstruations ou
la prise de médicament [42,120, 143, 144, 148], et présentent des résiliences communautaires
différentes, la résilience étant la capacité a faire face a des perturbations et a se réorganiser
elles-mémes sans basculer dans la dysbiose [149]. La VB considérée comme une dysbiose est
couramment traitée en clinique par du métronidazole. Une étude sur le traitement de la VB
par métronidazole a montré que L. iners augmentait aprés traitement, en remplacement ou
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aux cotés de G. vaginalis [144].

15.3 Traitement antibiotique de l'infection par Chlamy-
dia trachomatis

Par ailleurs des controverses ont émergé sur |'utilisation des antibiotiques dans le traitement
de l'infection par C. trachomatis. Si le traitement par azithromycine en une fois est effecti-
vement tres efficace (environ 95%) [31,150], certains auteurs ont avancé |'hypothése que le
traitement par doxycycline pendant une semaine permettait d'éviter plus d'échecs de traite-
ment du fait de la durée de celui-ci [151]. Par ailleurs, la clairance naturelle de C. trachomatis
peut atteindre la moitié des cas d'infection au bout de 12 mois [13] et pose la question du
sur-traitement de ces infections. En effet, certains auteurs évoquent I'hypothése de I'immunité
arrétée (arrested immunity), un mécanisme selon lequel I'organisme infecté par C. trachomatis
ne peut développer une immunité réellement protectrice vis-a-vis de l'infection si un traitement
est administré trop tot, ce qui aurait des implications importantes pour les individus exposés
de nouveau par la suite [152]. La réinfection par C. trachomatis est courante, atteignant 20
a 30% en un an, avec un délai avant réinfection de 4 a 5 mois [13]. Les personnes ayant eu
une clairance naturelle de I'infection seraient moins susceptibles vis-a-vis des réinfections que
les personnes présentant une infection persistante et ayant été traitées par antibiotiques [16],
sans que ne soit élucidée la ou les causes de cette différence (génétique, immunité, microbiote
vaginal). Nous faisons I'hypothése que I'infection par C. trachomatis suivie d'un traitement
antibiotique ont un impact majeur sur la résilience communautaire, et pourraient expliquer en
partie les taux élevés de réinfection.

15.4 Objectif

Ici, nous étudions la composition et la structure du microbiote vaginal d'une cohorte de 149
femmes atteintes par l'infection a C. trachomatis suivies trimestriellement pendant 9 mois.
Notre objectif était d'évaluer I'évolution des communautés vaginales apres I'infection par C.
trachomatis et un traitement antibiotique, et ainsi esquisser une réponse sur I'impact d'un
traitement antibiotique et/ou de I'infection sur le microbiote vaginal (figure 15.1).

% Chlamydia trachomatis ‘
A

Expositions

- Pratiques sexuelles
- Hygiene intime

- Antibiotiques etc.

\ Microbiote vaginal

FIGURE 15.1 — Représentation schématique des associations entre expositions, infection par
Chlamydia trachomatis et microbiote vaginal.
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Méthodes et données

La cohorte CHARM a été décrite précédemment dans la partie I, chapitre 12 page 73.

16.1 Rappel sur le schéma d’étude

Des adolescents et jeunes adultes positifs pour I'infection par C. trachomatis étaient recrutés
dans des centres de soins cliniques. Les patientes incluses dans la présente analyse étaient des
femmes de 12 a 40 ans, sexuellement actives et CT-positives. La cohorte CHARM est décrite
en détail ici [133]. De plus, 99 femmes africaines-américaines CT-négative, agées de 19 a 44
ans, incluses dans I'étude transversale Vaginal Microbiota 400 Woman Study (VM400) de
I'Université du Maryland, et recrutées dans les mémes centres de soins cliniques, ont servi de
population contréle.

A la visite d’inclusion dans CHARM, un questionnaire était auto-administré et des cliniciens
réalisaient un examen physique, une collecte d'échantillons, et fournissaient un traitement pour
I'infection a C. trachomatis par azithromycine 1 g per os en dose unique. A chacune des trois
visites trimestrielles supplémentaires, les examens cliniques et les questionnaires étaient répétés
et un dépistage CT était réalisé suivi d'un traitement par azithromycine lorsque nécessaire.
Les échantillons par écouvillonnage vaginal étaient collectés avant traitement par antibiotique
sur les parois vaginales a mi-hauteur et préservés dans 1 ml de liquide Copan du systeme de
collecte et de transport Amies Elution Swab (ESwab, Copan Diagnostics Inc.), et conservés
a -80 °C. La positivité a CT était déterminée par test d'amplification de I'acide nucléique
(NAAT) sur prélevements urinaires (BD Prove Tech).
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16.2 Rappel sur la préparation des échantillons, I'ampli-
fication génique de ’ARNr 16S et le séquencage

L'extration de I'ADN génomique total était réalisée tel que décrit dans Ravel et al. [42]. L'am-
plification et le séquencage a haut débit des régions hypervariables V3-V4 du gene de I'ARNr
16S et le processus bioinformatique ont été mises en oeuvre tel que décrit dans Fadrosh et
al. [128] et dans Holm et al. [135], respectivement.

La taxonomie a été assignée a chaque variant de séquence d’amplicon grace a SpeciatelT
(version 1.0), un classifieur rapide de séquences (http://ravel-lab.org/speciateit). Les
séquences assignées a la méme taxonomie ont été additionnées pour chaque échantillon. Les
analyses de données incluent le regroupement hiérarchique des profils communautaires basés
sur une distance euclidienne et une liaison de Ward, et I'assignation a l'un des types d'état
communautaire (CST) décrits précédemment [42,120], mais aussi pour cette partie |'estima-
tion de la diversité communautaire par |'utilisation de I'indice de diversité de Shannon [153].

16.3 Evaluation de la résistance aux antibiotiques

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de 32 souches bactériennes vaginales a été dé-
terminée par microdilution en milieu liquide, en utilisant des dilutions d'azithromycine et de
doxycycline allant de 0,016 a 256 pg/mL, selon un protocole précédemment publié [154].

16.4 Analyse statistique

Les analyses ont été effectuées sur les échantillons présentant un minimum de 1000 séquences
et sur les phylotypes présents dans au moins deux échantillons. Afin de comparer la composi-
tion et la structure du microbiote vaginal au sein de différents groupes, nous avons conduit des
analyses au niveau du phylotype et au niveau des CST. Au niveau du phylotype, nous avons
appliqué des modeles de régression binomiale négative pour chaque phylotype présent dans au
moins 20% des échantillons, dans le package DESeq2 sur R [45]. Au niveau des CST, nous
avons appliqué un modéle de régression logistique pour comparer les échantillons CHARM de
la visite 2 (CT-négatifs) aux contréles VM400. Nous avons effectué un modele de régression
logistique a effets mixtes pour comparer les échantillons CHARM de la visite 1 et de la visite
2 pour prendre en compte la corrélation intra-femme entre les échantillons, dans le package
Ime4 sur R. Pour comparer les communautés microbiennes vaginales sur |I'ensemble des visites
et chez les contrdles VM400, nous avons utilisé I'indice de diversité de Shannon, prenant en
compte a la fois le nombre de taxons différents et leurs quantités respectives. Les valeurs de
I'indice de diversité de Shannon pour chaque visite CHARM ont été comparées deux-a-deux
grace au test des rangs signés de Wilcoxon pour les échantillons appariés, et avec les contréles
VM400 via des tests de Wilcoxon-Mann-Whitney. Pour toutes ces analyses, les échantillons
CT-positifs des visites 2, 3 and 4 ont été exclus du fait de la difficulté de distinguer les réin-
fections des échecs au traitement.
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Résultats

La description des premiers résultats sur les marqueurs "microbiotaux" de I'infection prévalente
par C. trachomatis sont présentés dans la partie I, chapitre 13 page 75.

17.1 Empreinte de lI'infection par Chlamydia trachomatis
et du traitement azithromycine sur le microbiote
vaginal

Toutes les femmes de I'étude CHARM ont recu un traitement antibiotique par azithromycine
apres avoir été diagnostiquée pour l'infection a C. trachomatis a l'inclusion. Bien que 18% des
femmes pour lesquelles un échantillon a la visite 2 était disponible se trouvaient positives pour
I'infection (soit du fait d'un échec au traitement, d'une réinfection avec le méme partenaire
non traité, ou d'une réinfection avec un autre partenaire), la majorité des échantillons de la
visite 2 étaient CT-négatifs.

17.1.1 Comparaison du microbiote vaginal a la visite 2 et chez les
controles

Niveau CST La fréquence de chaque CST a la visite 2 chez des femmes CT-négatives
(N=74) a été comparée a celle de la cohorte VM400 (clairance de I'infection versus non-
infection) par un modele de régression logistique avec I'hypothése sous-jacente que les com-
munautés vaginales soient similaires dans les deux groupes. |l apparait que les CST IlI-A, 11I-B,
IV-A et IV-B étaient tous a nouveau sur-représentés dans les échantillons CHARM CT-négatifs
comparés aux contrdles VM400 (OR 5,89 [1,91-21,01], 3,81 [1,16-14,13], 3,47 [1,23-11,47] et
9,88 [3,09-36,88] ; p-values 0,003, 0,033, 0,027 et <0,001) (tableau 17.1 et figure 17.1).
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FIGURE 17.1 — Proportions des types d'états communautaires (CST) dans les échantillons
CHARM Visite 1 (CT-positifs), Visite 2 (CT-négatifs, 3 mois aprés le traitement), et dans les
échantillons controles VM400.

TABLE 17.1 — Résultats d'un modéle de régression logistique comparant 74 échantillons
CHARM Visite 2 (CT-négatifs) a 99 échantillons VM400 contrdles en termes de CST.

CST OR 2,5% 97,5% P-value
| 1 - - -

[1-A 5,89 1,91 21,01 0,00328
[11-B 3,81 1,16 14,13 0,03343
[V-A 3,47 1,23 11,47 0,02657
IV-B 0,88 3,09 26,88 0,00025

La catégorie de référence est le CST | (dominé par Lactobacillus crispatus).

Niveau phylotype En termes de phylotypes, parmi les 49 phylotypes présents dans au moins
20% des échantillons CHARM visite 2 et VMA400 (173 observations), 24 étaient significati-
vement exprimés de maniere différentielle, avec 6 phylotypes qui étaient sur-représentés dans
les échantillons CHARM CT-négatifs comparés aux VM400, dont A. vaginae, Gemella hae-
molysans ou Peptoniphilus gorbatchii. Cependant, G. vaginalis, BVAB1, BVAB2 et L. iners
notamment n'étaient pas statistiquement significatifs malgré le fait que ces especes étaient
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légerement sur-représentées dans les échantillons CHARM CT-négatifs (tableau 17.2 et fi-

gure 17.2).

Peptostreptococcus anaerobius
famille Erysipelotrichaceae
Atopobium vaginae
Gemella haemolysans Gemella asaccharolytica
Peptoniphilus gorbachii
Anaerococcus prevotii
Actinomyces hongkongensis
Finegoldia magna
Aerococcus christensenii
BVAB2
famille Ruminococcaceae
Gardnerella vaginalis
Lactobacillus iners
BVAB1
phylum Protebacteria
Peptoniphilus lacrimalis
Mycoplasma hominis
Lactobacillus coleohominis
Mobiluncus curtisii
genre Prevotella
Peptoniphilus coxii
Prevotella bivia
Ureaplasma urealyticum
Dialister micraerophilus
famille Coriobacteriaceae
genre Peptoniphilus
genre Megasphaera
Porphyromonas asaccharolytica
Sneathia sanguinegens
Lactobacillus reuteri
genre Lactobacillus
Prevotella buccalis
Prevotella timonensis
Prevotella colorans
Prevotella amnii
Dialister succinatiphilus
Lactobacillus jensenii
Lactobacillus crispatus
Staphylococcus hominis
Prevotella disiens
Streptococcus anginosus
famille Clostridiales XI
Howardella ureilytica
ordre Clostridiales
famille Clostridiaceae 1
famille Bifidocateriaceae
famille Aerococcaceae
Exiguobacterium acetylicum
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F1GURE 17.2 — Différence d'abondance relative des phylotypes vaginaux d'aprés un modele
de régression binomiale négative implementé dans le package DESeq2 sur R, au sein de 74
échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs) et 99 échantillons contréles VM400, pour les
phylotypes présents dans au moins 20% des échantillons.
Les barres vertes représentent les phylotypes sur-représentés dans les échantillons contréles VM400 et les barres

bleues ceux sur-représentés dans les échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs). L'axe des abscisses représente

le log2 de la différence. La significativité de la g-value (p-value corrigée par la correction de Benjamini-
Hochberg) est indiquée par une (<0,05), deux (<0,01) ou trois étoiles (<0,001).
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TABLE 17.2 — Especes différentiellement exprimées selon un modéle de régression binomiale
négative (package DESeq2 sur R) au sein de 74 échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs)
et 99 échantillons VM400 contrdles, pour les phylotypes présents dans au moins 20% des
échantillons.

DESeq2 Régression  bino-
miale négative a
exces de 0
Phylotypes Log2 Fold g-value** Beta g-value**
Change*

Lactobacillus gasseri -8,16 <0,00001 -1,80 0,00005
Exiguobacterium acetylicum -6,66 <0,00001 -19,22 1,00000

Famille Aerococcaceae -6,47 <0,00001 1,70 <0,00001
Famille Bifidobacteriaceae -6,47 <0,00001 -20,01 1,00000
Famille Clostridiaceae 1 -6,23 <0,00001 -20,00 1,00000
Ordre Clostridiales -4,54 <0,00001 -19,31 1,00000
Famille Clostridiales Xl -3,79 <0,00001 -0,89 0,00709
Howardella ureilytica -3,73 0,00058 -0,80 0,02599
Streptococcus anginosus -3,58 0,00328 -0,57 0,27087
Staphylococcus hominis -3,45 0,00116 -0,80 0,02489
Prevotella disiens -3,13 0,01082 -0,77 0,13117

Dialister succinatiphilus -2,89 0,00002 -0,95 <0,00001
Lactobacillus jensenii -2,89 0,01520 -0,13 0,84008
Prevotella amnii -2,54 0,02141 -0,81 0,00143
Prevotella colorans -2,17 0,02458 -0,28 0,56478
Prevotella timonensis -1,96 0,01166 -0,33 0,33248
Prevotella buccalis -1,91 0,05915 -0,54 0,19178
Lactobacillus reuteri -1,70 0,20257 0,16 0,58670
Genre Lactobacillus -1,66 0,08162 0,12 0,84008
Sneathia sanguinegens -1,53 0,06794 -0,52 0,02599
Porphyromonas asaccharolytica -1,50 0,17705 -0,15 0,84008
Genre Peptoniphilus -1,31 0,15402 -0,18 0,78027
Genre Megasphaera -1,27 0,09538 -0,39 0,00709
Famille Coriobacteriaceae -1,17 0,09463 -0,38 0,00328
Dialister micraerophilus -1,09 0,04872 -0,30 0,02060
Ureaplasma urealyticum -0,98 0,21319 -0,09 0,84008
Prevotella bivia -0,95 0,33092 -0,14 0,84008
Genre Prevotella -0,57 0,57607 -0,22 0,62758
Peptoniphilus coxii -0,56 0,67039 0,41 0,43971
Mobiluncus curtisii -0,26 0,80193 0,06 0,98498
Lactobacillus coleohominis -0,20 0,85600 0,24 0,27087
Mycoplasma hominis -0,16 0,85600 -0,06 0,96237
Lactobacillus iners 0,21 0,76593 0,15 0,43299
Peptoniphilus lacrimalis 0,22 0,80193 0,24 0,43957
Phylum Proteobacteria 0,33 0,80193 0,03 1,00000
BVABI1 0,40 0,80193 0,01 1,00000
Famille Ruminococcaceae 0,51 0,65819 0,49 0,25680
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(Suite) DESeq2 Régression  bino-
miale négative a
excés de 0
Phylotypes Log2 Fold g-value** Beta g-value**
Change*
Gardnerella vaginalis 0,52 0,33549 0,29 0,07984
BVAB2 0,78 0,36042 0,21 0,31944
Aerococcus christensenii 0,78 0,20339 0,28 0,15621
Finegoldia magna 0,95 0,05766 0,45 0,01310
Actinomyces hongkongensis 1,05 0,21843 0,48 0,00040
Anaerococcus prevotii 1,31 0,04872 0,77 0,00143
Peptoniphilus gorbachii 1,47 0,01799 0,63 0,00210
Gemella haemolysans/ asaccharoly- | 1,74 0,01344 0,64 0,00008
tica
Famille Erysipelotrichaceae 1,92 0,02959 0,62 0,00187
Atopobium vaginae 1,96 0,00328 0,58 0,00083
Peptostreptococcus anaerobius 2,88 0,01284 1,07 0,01178

*Les valeurs négatives de log2 Fold Change indiquent les phylotypes sur-représentés dans les échantillons
VM400 et les valeurs positives ceux sur-représentés dans les échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs).
**La g-value est la p-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.
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La concordance des méthodes DESeq2 et régression binomiale négative a exces de zéros est
présentée dans la figure 17.3.
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FIGURE 17.3 — Evaluation de la corrélation des g-values des méthodes DESeq2 et régression
binomiale négative a exces de zéros, pour la comparaison des phylotypes présents dans 74
échantillons CHARM Visite 2 et 99 échantillons controles VM400.

La g-value est la p-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.
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17.1.2 Comparaison du microbiote vaginal entre les visites 1 et 2

Niveau CST Par ailleurs, la fréquence des CST dans les échantillons CHARM CT-négatifs
de la visite 2 a également été comparée a celle des échantillons de la visite 1 (CT-positifs) pour
mettre en évidence les changements observés comme conséquence de la prise d'antibiotiques.
Il en ressort que le CST III-A (dominé par L. iners) était sur-représenté dans les échantillons
CT-négatifs de la visite 2 comparés aux échantillons CT-positifs de la visite 1 (log2 Fold
Change négatif), comme exposé dans la tableau 17.3 et la figure 17.1 (OR 3,51 [1,45-8,75]
comparé au CST IV-B; p-value 0,006).

TABLE 17.3 — Résultats d'un modele de régression logistique a effets mixtes comparant 74
échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs) a 141 échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs)
en termes de CST.

CST OR 2,5% 97,5% P-value
[ 2,68 0,68 10,69 0,15077
[-A 3,61 1,45 8,75 0,00590
-B 1,97 0,76 5,05 0,15775
IV-A 1,04 0,50 2,14 0,92336
IV-B 1 - - -

La catégorie de référence est le CST IV-B (groupe divers comportant une proportion élevée de Gardnerella
vaginalis).

Niveau phylotypes De plus, parmi les 33 phylotypes présents dans au moins 20% des
échantillons CHARM des visites 1 et 2 (215 observations), seul L. iners apparaissait comme
significativement sur-représenté dans les échantillons CT-négatifs de la visite 2 comparés aux
échantillons CT-positifs de la visite 1, aprés correction pour tests multiples (figure 17.7a, ta-
bleau 17.4 et figure 17.4).
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TABLE 17.4 — Especes différentiellement exprimées selon un modéle de régression binomiale
négative (package DESeq2 sur R) au sein de 74 échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs)
et 141 échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs), pour les phylotypes présents dans au moins
20% des échantillons.

DESeq2 Régression  bino-
miale négative a
exces de 0
Phylotypes Log2 Fold g-value** Beta g-value**
Change*
Lactobacillus crispatus -1,64 0,53208 -0,44 0,86467
Lactobacillus iners -1,49 0,00986 -0,60 0,19036
Anaerococcus prevotii -0,73 0,53208 -0,65 0,55590
Prevotella bivia -0,36 0,93214 -0,46 0,86467
Ureaplasma urealyticum -0,31 0,93214 -0,29 0,86467
Peptoniphilus gorbatchii -0,30 0,93214 -0,15 0,86467
Finegoldia magna -0,30 0,87033 -0,24 0,86467
Mpycoplasma hominis -0,11 0,93214 -0,32 0,86467
Genre Prevotella -0,10 0,93214 -0,40 0,79406
Dialister micraerophilus -0,10 0,93214 -0,10 0,86467
Famille Erysipelotrichaceae -0,10 0,93214 0,16 0,86467
Prevotella colorans 0,03 0,97156 -0,62 0,84325
Peptostreptococcus anaerobius 0,04 0,97156 -0,25 0,86467
Atopobium vaginae 0,09 0,93214 -0,09 0,86467
BVAB2 0,13 0,93214 -0,02 0,92721
Gemella haemolysans/ asaccharoly- | 0,15 0,93214 -0,11 0,86467
tica
Phylum Proteobacteria 0,26 0,93214 -0,15 0,86467
Peptoniphilus lacrimalis 0,28 0,93214 -0,04 0,92721
Howardella ureilytica 0,34 0,93214 -0,10 0,86467
Prevotella timonensis 0,40 0,93214 0,07 0,92721
Famille Coriobacteriaceae 0,51 0,53208 -0,10 0,86467
Dialister succinatiphilus 0,60 0,53208 0,37 0,79406
Aerococcus christensenii 0,63 0,53208 0,21 0,86467
Actinomyces hongkongensis 0,75 0,53208 0,14 0,86467
Gardnerella vaginalis 0,84 0,16301 0,29 0,57261
Genre Megasphaera 0,86 0,43844 0,08 0,86467
Prevotella amnii 0,95 0,53208 0,37 0,86467
Famille Ruminococcaceae 1,08 0,50964 0,62 0,79406
Lactobacillus jensenii 1,09 0,73773 -0,80 0,84325
BVAB1 1,18 0,53 0,12 0,86467
Arcanobacterium hippocoleae 1,34 0,43844 0,91 0,55590
Sneathia sanguinegens 1,97 0,00475 0,72 0,19036
Mobiluncus curtisii 2,38 0,08259 1,74 0,19036

*Les valeurs négatives de log2 Fold Change indiquent les phylotypes sur-représentés dans les échantillons
CHARM Visite 2 (CT-négatifs) et les valeurs positives ceux sur-représentés dans les échantillons CHARM
Visite 1 (CT-positifs).

**La g-value est la p-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.
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FI1GURE 17.4 — Différence d'abondance relative des phylotypes vaginaux d'aprés un modele
de régression binomiale négative implementé dans le package DESeq2 sur R, au sein de 141
échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs) et 74 échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs),
pour les phylotypes présents dans au moins 20% des échantillons.

Les barres rouges représentent les phylotypes sur-représentés dans les échantillons CHARM Visite 1 (CT-
positifs) et les barres bleues ceux sur-représentés dans les échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs). L'axe
des abscisses représente le log2 de la différence. La significativité de la g-value (p-value corrigée par la correction
de Benjamini-Hochberg) est indiquée par une (<0,05), deux (<0,01) ou trois étoiles (<0,001).
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La concordance des méthodes DESeq2 et régression binomiale négative a exces de zéros est
présentée dans la figure 17.5.
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FI1GURE 17.5 — Evaluation de la corrélation des g-values des méthodes DESeq2 et régression
binomiale négative a exces de zéros, pour la comparaison des phylotypes présents dans 141
échantillons CHARM Visite 1 et 74 échantillons CHARM Visite 2.

La g-value est la p-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.
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17.2 Durée de l'effet de I'infection par Chlamydia tra-
chomatis et du traitement azithromycine sur le mi-
crobiote vaginal

Afin d'évaluer si I'infection par C. trachomatis et le traitement antibiotique affectent dura-
blement la composition du microbiote vaginal, cette composition a été examinée dans les
échantillons collectés lors de la visite 3 et de la visite 4, soit 6 mois et 9 mois apres le trai-
tement, parmi les échantillons CT-négatifs (N=73 et N=63 respectivement, aprés exclusion
des cas de réinfection). Bien qu'un changement majeur en termes de CST soit observé entre
la visite 1 et la visite 2 (probablement dii a I'infection par CT et au traitement azithromycine
comme suggéré précédemment), les proportions des CST Il et IV étaient stables entre la visite
2 et la visite 4, soit tandis que les femmes restaient CT-négatives (figure 17.6).
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FIGURE 17.6 — Proportions des types d'état communautaire dans les échantillons controles
VM400 et les échantillons de I'étude CHARM Visite 1 (CT-positifs, pré-traitement), Visite 2
(CT-négatifs, 3 mois post-traitement), Visite 3 (6 mois post-traitement), et Visite 4 (9 mois
post-traitement).

A noter que I'abondance relative de L.iners augmente fortement aprés la prise de traitement
antibiotique (de la visite 1 a la visite 2, figure 17.7a) tandis que celle de Sneathia sanguinegens
diminue, mais |'abondance relative d’aucun phylotype n’était significativement différente de la
visite 2 a la visite 4 (figure 17.7b et figure 17.7¢).
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FIGURE 17.7 — Volcano plots des phylotypes différentiellement exprimés entre les échantillons
CHARM (a) Visite 1 versus Visite 2, (b) Visite 2 versus Visite 3, (c) Visite 3 versus Visite 4.

L’indice de diversité de Shannon a été calculé pour chaque échantillon et la diversité de Shan-
non a été comparée entre les visites et les groupe contréle VMA400. L'indice de diversité de
Shannon était significativement plus élevé dans les échantillons CHARM de la visite 1 com-
paré aux autres échantillons CHARM et aux controles VM400, et peu de différences étaient
retrouvées entre les visites 2, 3 et 4 (figure 17.8, tableau 17.5 page 111 et figure 17.9 page 112).
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FIGURE 17.8 — Distribution de I'indice de diversité de Shannon dans les échantillons contréles
VM400 et les échantillons de I'étude CHARM Visite 1 (CT-positifs, pré-traitement), Visite 2
(CT-négatifs, 3 mois post-traitement), Visite 3 (6 mois post-traitement), et Visite 4 (9 mois

post-traitement).

TABLE 17.5 — Tests de rangs signés de Wilcoxon pour des comparaison deux-a-deux des
moyennes de |'indice de diversité de Shannon pour chaque visite de la cohorte CHARM et
pour les controles VM400.

VM400 Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4
VM400 1 0,033 0,843 0,896 0,658
Visite 1 0,033 1 0,017 0,055 0,141
Visite 2 0,843 0,017 1 0,089 0,068
Visite 3 0,896 0,055 0,089 1 0,911
Visite 4 0,658 0,141 0,068 0,911 1

L'indice de diversité de Shannon a été calculé via le package vegan sur R ( [155]).
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FIGURE 17.9 — Heatmap des p-values de comparaison deux-a-deux de la valeur moyenne de
I'indice de diversité de Shannon dans les échantillons CHARM et les échantillons VM400,
d'apres les tests de Wilcoxon-Mann-Whitney et les tests de rangs signés de Wilcoxon.

L'indice de diversité de Shannon a été calculé grace au package vegan sur R.

17.3 Résistance a I'azithromycine de souches de Lacto-
bacillus iners et Gardnerella vaginalis

Afin d'évaluer si les tendances observées précédemment étaient associées a la résistance aux
antibiotiques des phylotypes associés aux CST IV (G. vaginalis) et CST Ill (L. iners), nous
avons réalisé des tests de sensibilité microbienne de plusieurs souches a deux antibiotiques
de premiére ligne pour le traitement de |'infection génitale a C. trachomatis, |'azithromycine
et la doxycycline. Globalement, nos résultats indiquent des différences de sensibilité impor-
tantes parmi les souches bactériennes vaginales les plus courantes (figure 17.10, tableau C.5).
Nous observons que de faibles concentrations d'azithromycine (0,096-1,5 pg/mL) éliminent
L. crispatus, L. jensenii, et L. gasseri, tandis que certaines souches de L. iners (5/10) et de
G. vaginalis (1/8) étaient résistantes a la plus haute concentration d'azithromycine testée
(256 pg/mL). Par contraste, I'étendue de la sensibilité a la doxycycline apparait similaire pour
toutes les espéces vaginales inspectées (0,016-12 pg/mL) et aucune souche résistante a la
doxycycline n'a été observée dans cette analyse.
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FIGURE 17.10 — Test de sensibilité antibactérienne sur des souches de cinq especes bacté-
riennes vaginales pour |'azithromycine et la doxycycline.

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été déterminée par un protocole de microdilution en milieu
liquide [154] avec des concentrations allant de 0,016 a 256 pg/mL.
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17.4 Transitions de CST entre visites selon le statut de
I'infection par Chlamydia trachomatis

Pour chaque participante CHARM avec au moins un échantillon de suivi (N=100), nous avons
généré des trajectoires de CST au cours de I'étude (figure 17.11). L'analyse des trajectoires
individuelles des participantes au cours de I'étude confirme les résultats mentionnés précédem-
ment sur le fait que les femmes passent fréquemment a un CST [II-A dominé par L. iners
aprés la prise d'azithromycine. Cependant, sur la durée, les femmes qui étaient CST IV-A ou
IV-B avant traitement et étaient devenues CST Il a la visite 2 reviennent a un CST IV ou
un CST IlI-B, lesquels contiennent des niveaux importants de bactéries anaérobies strictes et
facultatives.

Individus

CST
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F1GURE 17.11 — Trajectoires individuelles des femmes incluses dans la cohorte CHARM, en
termes de types d'état communautaire (CST).

Par la suite, nous avons stratifié ces transitions de CST en restreignant |'analyse a :

1. les participantes étant passées de CT-positives a CT-négative a la visite suivante (fi-
gure 17.12a),

2. les participantes étant restées CT-négatives a deux visites consécutives (figure 17.12b),

3. les participantes étant passées de CT-négatives a la visite 2 ou 3 a CT-positive a la
visite suivante (réinfections, figure 17.12c).

Les transitions de CT-positives a CT-négatives (figure 17.12a) a tout moment au cours de
I'étude (aprés un traitement azithromycine) étaient essentiellement associées a une transi-
tion vers le CST IlI-A (+75%), renforcant les résultats obtenus en comparant les échantillons
CHARM de la visite 1 (CT-positifs) a ceux de la visite 2 (CT-négatifs). Ces transitions étaient
observées chez des femmes qui étaient CST I1I-B, CST IV-A ou CST IV-B quand elles étaient
CT-positives. De maniere surprenante, le CST | était plus fréquent apres traitement bien que
in vitro L. crispatus a montré une sensibilité a |'azithromycine sur toutes les souches.

Comme attendu, en I'absence de traitement par I'azithromycine (femmes CT-négatives a 2
visites consécutives, figure 17.12b), nous observons un nombre limité de transitions, ne mo-
difiant pas les proportions globales des différents CST (figure 17.6 page 109). Les transitions
entre CST IlI-B et CST IV-A étaient rares, tandis que les transitions au sein du CST IV et au
sein du CST Il étaient communes. Nous observons également trés peu de transitions du CST
| au CST IV-B (N=1 sur 61 transitions) ou CST IV-A (N=1 sur 61 transitions) (tableau 17.6).

Dans le cas des transitions de femmes CT-négatives vers CT-positives, nous observons une
augmentation du CST III-B (+150%) et du CST IV-B (+33%), suggérant une plus haute
diversité du microbiote vaginal aprés |'infection par CT, et comme attendu, aucune transition
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vers le CST | n'a été mise en évidence (figure 17.12c).

TABLE 17.6 — Matrices de transitions entre types d'état communautaire (CST) d'une visite a
une autre chez 100 participantes de I'étude CHARM ayant fourni au moins 2 échantillons dans
trois configurations, i.e. (a) de CT-positifs avant traitement vers CT-négatifs, (b) CT-négatifs
a deux visites consécutives, (c) de CT-négatifs vers CT-positifs (ré-infections).

vers CT-négatifs
I I-A -B IV-A IV-B
N=7 N=21 N=14 N=26 N=27
(+600%)  (+75%) (+8%) (-28%) (-42%)
o |1 N=1 |1 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
£ | lI-A | N=12|1 8% 4 33% 4 33% 1 &% 2 1%
S| MB |N=13|2 15% 3 23% 6 46% 1 8% 1 8%
5 IV-A [ N=36|1 3% 6 17% 1 3% 14 39% 14 39%
IV-B | N=33|2 6% 8 24% 3 % 10 30% 10 30%
(a) de CT-positifs a CT-négatifs
vers CT-négatifs
I [-A -B IV-A IV-B
N=9 N=16 N=22 N=27 N=35
(+13%) (-36%) (+38%) (+8%) (+0%)
» | N=8 |3 38% 0 0% 3 38% 1 13% 1 13%
*50 M-A | N=25|2 8% 9 36% 7 28% 2 8% 5 20%
W | II-B | N=16|4 25% 0 0% 5 31% 2 13% 5 31%
— [IV-A | N=25|0 0% 3 12% 2 8% 10 40% 10 40%
Y 1IV-B [N=35|0 0% 4 11% 5 14% 12 34% 14 40%
(b) CT-négatifs a deux visites consécutives
vers CT-positifs
I I-A -B IV-A IV-B
N=1 N=3 N=5 N=5 N=4
(+0%) (-25%) (+150%)  (-38%) (+33%)
» | N=1 |1 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
455 M-A [N=4 |0 0% 0 0% 1 25% 2 50% 1 25%
W kB | N=2 |0 0% 0 0% 2 100% 0 0% 0 0%
L—') IV-A | N=8 [0 0% 2 25% 1 13% 2 25% 3 38%
IV-B | N=3 [0 0% 1 3% 1 33% 1 33% 0 0%

(c) de CT-négatifs a CT-positifs

Les transitions les plus communes en termes de pourcentage pour chaque CST initial sont indiquées en rouge.
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FIGURE 17.12 — Fréquences et transitions entre types d'état communautaire (CST)d'une visite
a une autre entre échantillons (a) CT-positifs avant traitement devenant CT-négatifs, (b) CT-
négatifs a deux visites consécutives, (c) CT-négatifs devenant CT-positifs (ré-infections).



Chapitre

18

Discussion

18.1 Rappel des résultats

Dans la partie |l, chapitre 13, nous avions montré que certains phylotypes tels que G. vaginalis,
A. vaginae ou Mobiluncus curtisii étaient associés a I'infection prévalente par C. trachomatis,
des phylotypes identifiés comme étant associés a la VB [40]. Au niveau des CST, nous avions
montré que les CST Ill et CST IV étaient significativement associés a I'infection prévalente par
C. trachomatis comparés au CST |, comme suggéré dans notre étude en France [127] et une
autre étude aux Pays-Bas [104]. Nous avions conclu que pour savoir si un microbiote vaginal
de type CST Ill ou CST IV favorisait I'infection par C. trachomatis ou était le résultat de
I'infection, des études longitudinales se focalisant sur les cas incidents d'infection étaient né-
cessaires. Une telle étude menée aux Pays-Bas a justement montré que les femmes présentant
un CST dominé par L. iners avaient un risque accru d'infection par C. trachomatis comparées
aux femmes présentant un CST dominé par L. crispatus [142]. Certaines études longitudinales
du microbiote vaginal avaient également mis en évidence des transitions régulieres entre CST
Il et CST IV [120,143], et particulierement aprés un traitement antibiotique pour la VB [144],
alors méme que le CST IV est également associé a un plus haut risque d'infection par C.
trachomatis [82,92)].

Dans cette partie, nous nous sommes intéressés a ce qui se passe en aval de l'infection. Le
schéma d’étude longitudinal de CHARM nous a donné I'occasion unique d'étudier de maniere
observationnelle le microbiote vaginal apres traitement par |'azithromycine. Il est intéressant
de noter que trois mois apres traitement azithromycine pour l'infection par C. trachomatis,
les femmes avaient plus fréguemment un microbiote vaginal du CST IlI-A ou du CST IV. La
fréquence de chaque CST chez les femmes CT-négatives a la visite 2 était significativement
différente de celle observée chez les femmes controles CT-négatives recrutées dans la méme
clinique. Etre infectée par C. trachomatis et traitée n'est donc pas équivalent au fait de ne
pas avoir été infectée par C. trachomatis en termes de communauté microbienne vaginale.
La modélisation des transitions de la visite 1 a la visite 2 a démontré qu’aprés un traitement
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azithromycine, I'abondance relative de L. iners (et la fréquence du CST Ill) augmentait sub-
stantiellement. Du fait du schéma d'étude observationnel et censuré par intervalles, notre étude
ne permet pas de distinguer clairement |'effet direct de I'antibiotique (observé trois mois plus
tard) de I'effet de la clairance de C. trachomatis sur le microbiote vaginal. Cependant, nous
faisons I'hypothese que le microbiote observé pourrait étre partiellement expliqué par I'effet de
I'exposition a un antibiotique et/ou par un retour a un microbiote vaginal pré-infection, soit
un microbiote susceptible a |'infection.

Nous avons vu que certaines souches de L. iners et de G. vaginalis présentaient un plus haut
niveau de résistance a |'azithromycine, et pourraient ainsi étre sélectionnées post-traitement,
tandis que les especes de Lactobacillus sensibles sont diminuées. Comme L. iners est un fac-
teur de risque potentiel de I'infection par C. trachomatis, ce résultat est important en ce qu'il
suggere qu’apres un traitement antibiotique, le risque d'acquisition d'une IST n’est pas réduit.
Ce résultat pourrait expliquer le taux élevé de réinfections observé dans CHARM et d'autres
études (20 a 30 cas pour 100 personnes-années [14, 15]). Dans cette cohorte, 74,2% des
femmes incluses rapportaient a I'inclusion avoir déja été CT-positive dans les 3 derniers mois.
Bien que cela puisse étre dii a une (ré-)exposition a des partenaires infectés, il est probable
qu’elles aient aussi recu un traitement antibiotique, modifiant ainsi leur susceptibilité a la ré-
infection. De plus, nous mettons en évidence le fait que le microbiote vaginal post-traitement
reste stable jusqu'a 9 mois plus tard et maintient de hautes abondances relatives de L. iners et
de G. vaginalis, favorisant potentiellement un risque accru d'infection par C. trachomatis. |l est
intéressant de noter que la doxycycline, un autre antibiotique recommandé pour le traitement
de cette infection, a éliminé I'ensemble des souches testées dans notre étude de concentration
minimale inhibitrice. Bien que ces deux antibiotiques soient considérés comme efficaces a plus
de 95% dans le traitement de I'infection, une méta-analyse a montré que la doxycycline était
plus efficace que I'azithromycine [31]. Bien que I'azithromycine présente |'avantage de la prise
unique, cet avantage a été débattu par Horner PJ qui soutient que |'azithromycine a un taux
d’'échec au traitement et de réinfections plus élevé que la doxycycline, possiblement attribuable
a sa courte durée de traitement, et que des traitements plus longs, comme dans le cas de la
doxycycline, seraient préférables [151]. Si I'azithromycine élimine L. crispatus, L. jensenii, et
L. gasseri in vivo, le traitement favoriserait L. iners ou G. vaginalis et augmenterait ainsi la
susceptibilité a I'infection par C. trachomatis. Ce résultat est novateur puisqu'une précédente
étude avait rapporté une absence d’effet de I'azithromycine sur quatre souches de G. vaginalis
et deux de L. iners. Ce résultat appuie I'utilisation de produits biothérapeutiques vivants pour
restaurer un microbiote vaginal protecteur aprés un traitement antibiotique pour |'infection
par C. trachomatis ou d'autres infections. Etonnamment, peu de choses sont connues sur les
effets sur le microbiote vaginal d'antibiotiques fréquemment utilisés.

18.2 Limites

Notre étude présente plusieurs limites. Tout d'abord, nous avons utilisé une cohorte de 99
femmes Africaines-Américaines de la méme aire géographique et de la méme clinique comme
population contréle dans nos analyses. Cependant, la cohorte CHARM n’est pas entierement
Africaine-Américaine (87,4%) et nous ne pouvons pas exclure que les femmes différaient par
d'autres caractéristiques. Ensuite, du fait de nos critéres d’inclusion en termes de positivité a
I'infection par C. trachomatis, nous sommes dans |'incapacité de déterminer si les phylotypes
bactériens et CST sur-représentés dans les échantillons CT-positifs de la visite 1 étaient pré-
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sents avant l'infection. Pareillement, nous ne pouvons pas distinguer |'effet de la clairance de
CT de celui du traitement antibiotique sur la composition du microbiote. Cependant, nous
avons montré que certaines souches de L. iners et de G. vaginalis sont résistantes a |'azi-
thromycine, ce qui pourrait expliquer les motifs observés. Malheureusement, notre étude ne
possédait pas la puissance statistique nécessaire pour détecter des résultats significatifs concer-
nant les cas de réinfections a la visite 3 et 4. Ceci aurait apporté une contribution intéressante
a la question de la restauration du microbiote vaginal et du risque de réinfection. Enfin, nous
avons concentré nos analyses de sensibilité aux antibiotiques sur cinq espéces (L. crispatus, L.
gasseri, L. iners, L. jensenii et G. vaginalis) du fait de leur abondance dans les voies génitales,
mais d'autres especes potentiellement résistantes a I'azithromycine et présentes en faible abon-
dance pourraient aussi proliférer apres un traitement antibiotique et pousser la communauté
vaginale vers une état diversifié et peu favorable. En particulier, nous voudrions mettre en
évidence le décalage entre prévalence et abondance d'une espece. Beaucoup d'espéces sont
présentes en trés faible abondance dans un échantillon mais sont quasiment ubiquitaires dans
la cohorte. Dans le cas de L. iners et G. vaginalis, elles ont été retrouvées dans 94,2% et 87,8%
de tous les échantillons CHARM, et sont présentes de maniére concomitante dans 83,0% des
échantillons CHARM. Ces chiffres de prévalence suggerent que des facteurs externes tels que le
traitement antibiotique peut modifier I'abondance d'une espéce bactérienne sans pour autant
I'éliminer, et que cette espéce pourrait recoloniser le milieu et proliférer pourvu que les bonnes
conditions soient réunies. Ces phylotypes sont importants pour comprendre la réactivité et la
restauration d'une communauté face a une perturbation telle que I'invasion par un pathogene
et les traitements antibiotiques.

18.3 Conclusions

Cette étude a des conséquences potentiellement importantes en termes de controle et de ges-
tion de I'infection a C. trachomatis. Elle renforce I'hypothése du réle du microbiote vaginal
dans la susceptibilité a I'infection par C. trachomatis, pas seulement pour les microbiotes dé-
pourvues de lactobacilles, mais aussi pour les microbiote dominés par L. iners. De plus, notre
étude montre qu'un microbiote associé a un risque plus élevé peut étre favorisé en partie par
la prise d'antibiotiques. Nos résultats soulignent |'importance de prendre en compte les effets
potentiellement perturbateurs d'un traitement antibiotique sur le microbiote vaginal, que ce
soit pour le traitement des infections par C. trachomatis ou pour d'autres indications. De
nouvelles études sur I'effet des thérapies antibiotiques sur la composition du microbiote vagi-
nal sont absolument nécessaires. De telles études indiqueraient la direction nécessaire pour le
développement de stratégies pour protéger et restaurer un microbiote vaginal optimal avant
et aprés un traitement antibiotique.
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Introduction

19.1 Rappels sur le microbiote vaginal

Comme nous |'avons vu précédemment, le score de Nugent et les criteres d’Amsel permettent
de diagnostiquer cliniquement et microbiologiquement la vaginose bactérienne, ou les especes
Lactobacillus sont peu présentes [37,39]. Il a été montré que la VB est associée a |'infection par
le VIH [51,156-158], I'herpes HSV-2 [75,159], et nous avons montré dans la partie | qu'elle était
également associée a I'infection par le papillomavirus humain [71,90,98,99] et C. trachoma-
tis [72,82,92]. Les nouvelles techniques moléculaires ont permis la description de communau-
tés bactériennes vaginales, nommés les types d'états communautaires (CST) que I'on retrouve
dans toutes les régions du monde, bien qu'en proportions différentes [127,160-162] (cf. étude
francaise décrite en partie Il). Le CST IV est composé d'un ensemble de bactéries anaérobies
strictes et facultatives, telles que Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae ou BVABI, et est
corrélé a la VB [40,42,105]. Le CST IV est également associé aux IST [52,104,163], et nous
avons montré en partie |l qu'il était sur-représenté dans les infections a C. trachomatis. L'acces
a la technologie du séquencage du gene de I'ARNr 16S bactérien a permis de séparer le CST
[1l des autres CST dominés par une espéce de Lactobacillus. Le CST Ill est aussi associé a
I'infection par C. trachomatis [104] et nous avons montré en partie Il qu'il était également
sur-représenté dans les infections a C. trachomatis dans une étude francaise et une étude
américaine.

19.2 Récurrence de la vaginose bactérienne

Les questions autour de la VB sont encore débattues aujourd'hui, en particulier la question de
la transmission sexuelle de la VB [164]. D'apres un certain nombre d’essais cliniques randomisés
controlés sur le traitement de VB, nous savons que les taux de guérison atteignent seulement
50 a 80%, et diminuent avec le temps [165—-170], et qu'une majorité des femmes présente des
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VB récurrentes [171] avec un délai avant récurrence moyen de 14 semaines [165]. En |'absence
de traitement, la récurrence de la VB peut étre encore plus rapide, aprés seulement quelques
jours [120, 143].

19.3 Schémas de dynamiques du microbiote vaginal

De précédentes études basées sur un échantillonnage quotidien ou fréquent ont décrit plusieurs
schémas de dynamiques du microbiote vaginal. Par exemple, dans une étude longitudinale dans
laquelle les participantes réalisaient un auto-prélévement vaginal quotidiennement pendant 6
semaines, Schwebke et al. ont observé que seules 22% des participantes maintenaient un
microbiote vaginal normal au cours du suivi [172]. La moitié des participantes présentait des
fluctuations entre microbiote normal et intermédiaire et 25% fluctuaient entre microbiote
normal et VB (d'apres la définition du score du Nugent). Ainsi, les femmes peuvent avoir des
schémas stables de microbiote normal, de microbiote intermédiaire ou de VB, ou présenter des
transitions courtes entre ces différents états [144,172-176].

19.4 Facteurs associés aux modifications de microbiote
vaginal

Dans ces études, le fait de présenter un microbiote vaginal fluctuant était associé aux mens-
truations, a 'usage de spermicide et de préservatifs, et les rapports sexuels vaginaux et oraux
étaient suspectés bien que les résultats ne soient pas uniformes a ce sujet. La clairance spon-
tanée de la VB pouvait survenir mais les facteurs associés a celle-ci étaient rarement étudiés.

19.5 Objectif

Dans cette partie, nous avons cherché a modéliser les dynamiques temporelles du microbiote
vaginal caractérisé par le séquencage du gene de I'’ARNr 16S dans deux cohortes de femmes
suivies prospectivement, avec un échantillonnage fréquent, pour évaluer les facteurs associés
aux transitions entre communautés bactériennes vaginales dominées ou non par des Lacto-
bacillus (figure 19.1), en traitant séparément les microbiotes vaginaux dominés par L. iners
(CST 1ll) et ceux dominés par d'autres espéces de Lactobacillus (CST I, Il et V).
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FIGURE 19.1 — Représentation schématique des associations entre expositions, infection par
Chlamydia trachomatis et microbiote vaginal.







Chapitre

20

Méthodes et données

20.1 Schémas d’étude

20.1.1 Données de I'étude "Douching Cessation"

L'étude "Douching Cessation" (DC) est une étude longitudinale interventionnelle conduite
entre 2005 et 2007 dans laquelle 32 femmes en age de procréer et rapportant un usage régu-
lier de la douche vaginale collectaient des échantillons vaginaux tous les 3 ou 4 jours pendant
16 semaines (937 échantillons). Pendant les 4 premiéres semaines, il leur était demandé de
continuer leurs pratiques d'hygiéne intime habituelles, et pendant les 12 semaines suivantes
elles étaient invitées a arréter les douches vaginales. Les participantes notaient leurs don-
nées comportementales et menstruelles sur des journaux quotidiennement et ramenaient leurs
échantillons et journaux au centre clinique chaque semaine. Pour information, une seule femme
a consommé des antibiotiques pendant I'étude et ses données ont été censurées au moment de
la prise du traitement antibiotique. Plus d'informations sur le schéma d'étude ont été publiées
précédemment [177]. Des autorisations éthiques des Institutional Review Boards des facultés
de Médecine de I'Université John Hopkins et de I'Université du Maryland, a Baltimore, ont été
obtenues pour cette étude. Toutes les participantes ont signé un formulaire de consentement
éclairé.

20.1.2 Données de I’étude '""Human Microbiome Project"

L'étude "Human Microbiome Project" (HMP) est une étude longitudinale conduite entre Sep-
tembre 2009 et Juillet 2010 ayant inclus 135 femmes non-enceintes et en age de procréer a
I'Université d'Alabama, a Birmingham. Le protocole de I'étude a été approuvé par les Institu-
tional Review Boards de |'Université d'Alabama, a Birmingham, et de I'Université du Maryland,
a Baltimore. Toutes les participantes ont signé un formulaire de consentement éclairé. Les par-
ticipantes devaient collecter 3 échantillons vaginaux quotidiennement pendant 10 semaines,
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dont un seul était utilisé pour les analyses génomiques. Les participantes remplissaient un
questionnaire a l'inclusion et devaient tenir un journal intime chaque jour rapportant leurs
pratiques sexuelles et d'hygiéne intime de maniére standardisée. Un examen gynécologique
était réalisé a la cinquieme et a la dixieme semaine ou a des visites intermédiaires en cas de
symptomes vaginaux. Si un diagnostic de VB symptomatique selon les critéres d'Amsel était
posé lors de ces visites, la participante recevait un traitement antibiotique selon les pratiques
standards [178]. Des informations plus complétes sur le schéma d'étude ont été publiées pré-
cédemment [143].

20.2 Amplification et séquencage du gene de I’ARNr 16S
sur lllumina HiSeq

Les régions V3-V4 du géne de I'’ARNr 16S ont été amplifiées par une PCR en 2 étapes telle
que décrite dans Holm et al. [135] et Fadrosh et al. [128]. La premieére PCR a été réalisée
avec les amorces bactériennes 338F et 806R contenant un espaceur d'hétérogénéité de 0-7
paires de base and les amorces de séquence lllumina. Les réactifs de PCR étaient 1x KAPA
HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Wilmington, MA), 0,4 uM pour chaque amorce sens
et antisens, et 5 pL d’ADN génomique. Les amplicons résultants ont été dilués dans de |'eau
a 1:20 et 2 pL ont été utilisés comme intrant pour la seconde PCR. Un dual index barcode
de 8 paires de base et des flow cell linkers adapters nécessaires pour le séquencage Illumina
ont été rajoutés. Les réactifs étaient 1x KAPA HotStart ReadyMix et 0,2 pM de chaque amorce.

20.3 Traitement des données post-séquencage

Des variants de séquences d'amplicons (amplicon sequence variantes - ASV') générés par
DADA?2 ont été classifiés en utilisant le RDP Naive Bayesian Classifier [179], entrainé sur
la base de données gene de I'ARNr 16S SILVA v128 tel qu'implémenté dans le package R
dada2 [134]. Les ASV des taxons vaginaux ont été été annotés au niveau de I'espéce en utili-
sant Speciatel T (http://ravel-lab.org/speciateit/). Les échantillons avec moins de 1
000 séquences ont été retirés de I'analyse. Les CST ont été assignés sur la base de la similarité
avec le centroide de chaque CST déterminé sur un ensemble de plus de 13 000 échantillons
vaginaux. Les taxons présents a une abondance de moins de 107° du total des séquences
obtenues dans les échantillons de I'étude ont été retirés.

20.4 Analyse statistique

Les comparaisons des caractéristiques a l'inclusion ont été réalisées par |'utilisation du test
exact de Fisher. Les analyses du microbiote vaginal ont été réalisées au niveau des CST avec
sept CST identifiés : CST | (L. crispatus), CST Il (L. gasseri), CST Il (L. iners), CST IV-A,
CST IV-B, CST IV-C et CST V (L. jensenii). Les femmes étaient ensuite réparties en classes
par le biais du regroupement hiérarchique en fonction de leur CST dominant au cours du
suivi [120]. Ces classes étaient donc LC — classe dominée par un CST | au cours de I'étude —,
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LG — classe dominée par un CST Il —, LI — classe dominée par un CST IIl —, LID — classe do-
minée par un CST Il a forte proportion de bactéries anaérobies —, DA — classe dominée par un
CST IV-A —, DB — classe dominée par un CST IV-B — et DC — classe dominée par un CST IV-C.

Une analyse stratifiée sur la classe a été réalisée, en traitant séparément les femmes des classes
LC/LG/DA/DB/DC et les femmes des classes LI/LID.

Les effets des variables indépendantes du temps et dépendantes du temps - telles que les
variables démographiques, les expositions sexuelles, les pratiques d'hygiene et le statut HPV
- sur le taux de transition des communautés dominées par une espéce de Lactobacillus (High
Lactobacillus-dominated vaginal microbiota - HL-VMB) vers des communautés non dominées
par une espece de Lactobacillus (Low-Lactobacillus vaginal microbiota - LL-VMB) (LL-VMB
incident versus HL-VMB stable) et des communautés LL-VMB vers HL-VMB (HL-VMB inci-
dent versus LL-VMB stable, ou encore clairance de LL-VMB versus persistance de LL-VMB)
ont été évalués par des modeles de Cox a événements récurrents d'Andersen-Gill, implementé
dans le package survival de R. Les intensités de transition d'un CST a un autre et la durée du
séjour dans un CST particulier ont été calculées grace au package msm de R.






Chapitre

21

Résultats

21.1 Description des deux études

Les participantes ont fourni en moyenne 29 échantillons exploitables tout au long de I'étude
dans I'étude DC (N=32), et 48 dans I'étude HMP-UMB (N=100), lesquels ont pu &tre classi-
fiégs en CST I, II, 1ll, IV-A, IV-B, IV-C et V. Les dynamiques temporelles du microbiote vaginal
des participantes au cours du temps dans les deux études sont présentées en figure 21.1 et
figure 21.2. Sept femmes (22%) sont restées dans le méme CST tout au long de I'étude dans
I'étude DC, et 8 (8%) dans I'étude HMP-UMB.

Dans I'étude DC, les participantes ne différaient pas significativement a I'inclusion en termes
d'age, d’'origine raciale ou ethnique, de niveau d'éducation, de type de contraception et
de nombre de partenaires sexuels vie entiere lorsque I'on comparait les femmes des classes
LC/LG, LI/LID et DA/DB/DC (tableau 21.1). Dans I'étude HMP-UMB, les femmes des classes
DA/DB/DC étaient plus souvent Africaines-Américaines (p=0,011), avaient déja eu recours
aux douches vaginales (p=0,060, vie entiére) et utilisaient moins souvent une contraception
hormonale (p=0,060) (tableau 21.1).
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21.2 Description des transitions entre CST

Dans I'étude DC, les probabilités quotidiennes d'incidence et de rémission de LL-VMB étaient
0,032 (IC 95% 0,025-0,041) et 0,043 (IC 95% 0,033-0,056), respectivement. Dans |'étude
HMP-UMB, ces probabilités étaient de 0,083 (IC 95% 0,074-0,093) et 0,112 (IC 95% 0,101-
0,125), respectivement. Globalement, les femmes restaient en moyenne 30 jours (IC 95%
23-38) dans un état HL-VMB, et 22 jours (IC 95% 17-30) dans un état LL-VMB dans I'étude
DC, et 11 jours (IC 95% 10-12) et 8 jours (IC 95% 7-9) respectivement dans I'étude HMP-
UMB.

Les transitions entre HL-VMB et LL-VMB pourraient étre différentes pour une femme qui est
HL-VMB la plupart du temps et une femme qui est LL-VMB la majorité de temps, d'ou la né-
cessité de stratifier sur la classe (i.e. le CST dominant au cours de I'étude). Apres stratification
sur la classe, ces chiffres variaient grandement. Les femmes des classes DA/DB/DC restaient
en moyenne 10 jours (IC 95% 7-16) dans un état HL-VMB et 41 jours (IC 95% 26-65) dans
un état LL-VMB, tandis que les femmes des classes LC/LG/LI/LID restaient en moyenne 34
jours (IC 95% 25-48) dans un état HL-VMB et 8 jours (IC 95% 6-12) dans un état LL-VMB.
Les chiffres correspondants pour I'étude HMP-UMB étaient 3,2 jours (IC 95% 2,7-3,8), 12
jours (IC 95% 10-14), 14 jours (IC 95% 12-16) et 2,2 jours (IC 95% 1,9-2,6), respectivement.

21.3 Facteurs associés a lI'incidence et a la rémission d’un
état LL-VMB

La comparaison des classes (LC, LG, LI, LID, DA, DB et DC) a mis en évidence des schémas
de fluctuation plus importants chez les femmes de la classe LI/LID que des autres classes. Les
femmes de la classe LI/LID restaient 72% du temps dans un CST Il tandis que ce chiffre
était de 89% pour les femmes des classes LC/LG (dans les CST | et CST Il respectivement)
et 80% pour celles des classes DA/DB/DC (dans les CST IV-A, IV-B et IV-C respectivement)
(tableau 21.2). Les analyses suivantes ont donc été menées en stratifiant sur la classe LI/LID.

Les résultats suivants sont rapportés dans la figure 21.3 pour I'étude DC et I'étude HMP-UMB,
pour les résultats significatifs seulement, et dans le tableau 21.3 et le tableau 21.4 pour I'en-
semble des résultats. Les résultats de I'analyse non stratifiée sont rapportés dans I'appendice D.
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21.3.1 Analyse chez les femmes des classes LC/LG/DA/DB/DC

Lorsque I'on s'intéresse aux transitions des femmes appartenant aux classes LC, LG, DA, DB
et DC seulement, I'effet des menstruations sur le risque de transition vers un état LL-VMB est
trés marqué dans les deux études (HR 6,52 IC 95% 4,21-10,10 pour les menstruations le jour
méme dans |'étude DC, et 2,13 IC 95% 1,43-3,17 dans |'étude HMP-UMB). A noter que dans
I'étude HMP-UMB, les menstruations rapportées dans les journaux intimes des participantes
étaient beaucoup moins réguliéres que dans I'étude DC (voir Annexe D). Le reste des exposi-
tions est non significatif dans I'étude DC du fait de la perte de puissance liée a la stratification.
Dans I'étude HMP-UMB, le lubrifiant est associé a un risque accru de transition vers un état
LL-VMB (7,82 IC 95% 2,90-21,07) le jour méme), et I'usage d'une contraception hormonale
est protecteur vis-a-vis de ces transitions comparé a une contraception non-hormonale (0,48
IC 95% 0,25-0,94).

Concernant les transitions vers un état HL-VMB, les menstruations sont associées a une
probabilité plus faible de transition, dans I'étude DC seulement (0,12 IC 95% 0,02-0,92 le
jour méme). La douche vaginale apparait comme positivement associée a une transition vers
un état HL-VMB mais avec seulement 5 événements observées. A noter également que la
raison principale d'utilisation des douches vaginales dans cette étude était en utilisation post-
menstruations. De plus, par design, I'étude DC recrutait des femmes ayant recours aux douches
vaginales qui continuaient leurs pratiques pendant 4 semaines puis étaient invitées a arréter
les douches vaginales pendant 12 semaines.

21.3.2 Analyse chez les femmes des classes LI/LID

A l'inverse, lorsque I'on s'intéresse uniquement aux femmes des classes LI et LID dans les
deux études, outre les regles qui favorisent les transitions vers un état LL-VMB, ['usage du
lubrifiant dans I'étude DC favorise ces mémes transitions (7,57 IC 95% 2,05-27,95 dans les
72h précédentes).

Concernant les transitions vers un état HL-VMB dans I'étude DC seule, I'usage du lubrifiant
a nouveau, les rapports vaginaux sans préservatif (0,47 1C 95% 0,28-0,79), la pénétration di-
gitale (0,23 1C 95% 0,08-0,66), I'origine hispanique (bien que trés peu d'observations) et de
maniere surprenante la contraception hormonale, sont des facteurs qui diminuent la probabilité
de retour vers un état HL-VMB. Dans I'étude HMP-UMB, les facteurs diminuant cette méme
probabilité sont les douches vaginales, I'origine africaine-américaine et |'dge (30 ans et plus),
tandis que |'usage du préservatif dans les 72h précédentes est associé a une probabilité plus
élevée de transition vers un état HL-VMB (1,85 I1C 95% 1,18-2,89).
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Chapitre

22

Discussion

22.1 Mise en perspective des résultats

Dans la littérature publiée, les facteurs associés au fait de transitionner vers une VB ont été
largement étudiés. L'origine raciale/éthnique, le jeune age, un faible niveau d’'éducation, un
nouveau partenaire sexuel, un nombre important de partenaires sexuels vie entiere, la douche
vaginale et la consommation d'alcool et de tabac sont tous associés a la VB tandis que la
contraception a base d'cestrogenes et |'utilisation de préservatifs sont quelques-uns des rares
facteurs négativement associés a la VB [89, 180-186]. Cependant, ces études se sont rare-
ment penchées sur les expositions variant dans le temps, telles que les pratiques sexuelles et
d'hygiene intime au quotidien et leurs effets immédiats sur la dynamique du microbiote vaginal.

De plus, malgré le fait que la VB soit diagnostiquée fréquemment dans des centres cliniques
et associée a d'autres problemes de santé, les facteurs associés a la clairance spontanée de
la VB ou a la rémission de cette condition, i.e. le fait de transitionner vers un microbiote
vaginal dominé par une espece de Lactobacillus en |'absence de traitement de la VB, n'ont
que trés peu été étudiés. Une seule étude, de Taha et al. (2007), a montré que la détection de
Trichomonas vaginalis et le fait d'avoir plusieurs partenaires sexuels sur une période étaient
associés a une moindre clairance de la VB, tandis qu'un pH inférieur a 4.5 était associé a la
clairance de la VB [187]. Cependant, le temps médian de clairance spontanée de la VB dans
cette étude était de 4 mois.

Dans notre étude, nous avons utilisé la caractérisation moléculaire du microbiote vaginal pour
mieux décrire la dynamique du microbiote. Nous montrons que les épisodes de VB moléculaire,
définis comme un CST IV, peuvent étre soit des transitions courtes durant en moyenne 2.2
jours (d'apres I'étude HMP-UMB) pour des femmes présentant un microbiote vaginal dominé
par une espéce de Lactobacillus, ou une condition durable (12 jours en moyenne dans I'étude
HMP-UMB) au milieu de laquelle ces femmes présentent des transitions passageres vers des
CST dominés par des Lactobacillus. Ces données posent évidemment la question du diagnostic
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de la VB, de sa pertinence clinique et de I'évaluation de la récurrence de la VB. Contrairement
a I'étude de Taha et al. (2007), notre étude se focalise sur les transitions courtes uniquement.
Dans ces deux études longitudinales a échantillonnage fréquent, nous avons cherché a déter-
miner les facteurs associés aux transitions vers un CST IV et a la clairance de cet état.

Nous avons montré que les expositions variaient en fonction de la classe a laquelle appartient
une femme, i.e. son CST dominant au cours de I'étude. De plus, les femmes des classes LI et
LID (présentant un CST III la majeure partie du temps) fluctuaient beaucoup plus entre HL-
VMB et LL-VMB que les femmes des classes LC, LG, DA, DB et DC, d'ol une stratification
sur cette classe. Cette approche est pertinente vis-a-vis des résultats de la littérature mon-
trant que le CST Ill, comme le CST IV, est associé a I'infection par C. trachomatis [104,142]
et que L. iners présente des propriétés différentes des autres Lactobacillus, notamment une
incapacité a produire de I'acide lactique D protégeant de I'infection [188,189]. L'analyse des
facteurs associés aux transitions entre HL-VMB et LL-VMB en stratifiant sur la classe des
femmes a permis d'identifier les facteurs déterminants pour la classe LI/LID et pour les classes
LC/LG/DA/DB/DC. Pour les femmes des classes LC/LG/DA/DB/DC, les menstruations ap-
paraissent comme le facteur le plus déterminant, quelle que soit I'étude considérée, aussi bien
dans l'incidence d'un état LL-VMB que dans la rémission vers un état HL-VMB. Ce résultat
est concordant avec de précédentes études décrivant la diminution de L. crispatus et L. jen-
senii pendant les regles, et une augmentation de G. vaginalis et de maniére surprenante de L.
iners [144,190]. Chez les femmes de la classe LI/LID, les régles semblent également jouer un
role, bien que moins évident, rejoignant ainsi |'observation de I'étude sus-mentionnée du role
ambivalent de L. iners pendant les regles.

D’autres facteurs sont apparus comme associés aux transitions de HL-VMB vers LL-VMB et de
LL-VMB vers HL-VMB, tels que I'usage du lubrifiant dont I'effet est particulierement délétere
chez les femmes des classes LI et LID. Chez ces mémes femmes, les douches vaginales sont
négativement associées a une transition de LL-VMB vers HL-VMB (rémission) dans I'étude
HMP-UMB, de méme que I'origine Africaine-Américaine et un age supérieur a 30 ans. L'ori-
gine ethnique Hispanique est également associée a une moindre probabilité de transition vers
HL-VMB, cette fois dans I'étude DC. Dans deux études de Zhou et al. (2007) et de Ravel et
al. (2011), les auteurs ont montré que les communautés vaginales dominées par des bactéries
anaérobies étaient présentes dans 32% et 40% des femmes Africaines-Américaines contre 8%
et 10% chez les femmes caucasiennes respectivement [42, 191], bien qu'il s'agisse d'études
transversales ne pouvant prendre en compte les dynamiques. De méme, Fettweis et al. (2014)
ont montré que les femmes Africaines-Américaines présentaient un indice de diversité de Simp-
son plus élevé, méme quand le microbiote vaginal contenait des Lactobacillus [192]. Quant a
I'association entre douche vaginale et VB, elle a été suggérée dans plusieurs études comme
un facteur de risque d'acquisition d'une VB [69, 183, 184], ainsi que dans |'étude "Douching
Cessation" (dont les données ont été utilisées dans la présente analyse) précédemment publiée
en utilisant le critére du score de Nugent [177]. Il est intéressant de noter cependant que ce
facteur n'a pas été évoqué comme un facteur empéchant la rémission spontanée de la VB
dans la littérature existante.

Enfin, nous avons montré que chez les femmes des classes LI et LID, I'usage du préservatif
favorisait la rémission de la VB et que les rapports sexuels non protégés empéchaient cette ré-
mission. Dans la littérature, aucune étude a notre connaissance n’a identifié ce facteur comme
un facteur important dans la rémission de la VB, et concernant son rdle dans I'incidence de la
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VB les résultats sont contradictoires. Certaines études ont montré une association entre usage
du préservatif et moindre risque de VB incidente [193, 194], tandis que d'autres non [195].
Dans nos deux études, il est intéressant de noter que les autres pratiques sexuelles semblent
avoir un role tres limité dans l'incidence et la rémission d'un état LL-VMB.

22.2 Limites

Ces analyses présentent plusieurs limites. Tout d'abord, bien que le schéma d'étude soit simi-
laire dans les deux études, I'étude DC manquait de puissance statistique pour détecter d'autres
potentielles associations. De plus, les populations d'études ne sont pas parfaitement compa-
rables. Les femmes ayant participé dans I'une ou I'autre des deux études ne présentent proba-
blement pas le méme profil de risque. Troisiemement, la prise d'antibiotiques était fréquemment
rapportée par les femmes de I'étude HMP-UMB et il est possible que cette exposition ait for-
tement affecté la composition et la dynamique du microbiote vaginal a court et long terme.
Malgré tout, cette analyse apporte de I'information sur les dynamiques quotidiennes du micro-
biote vaginal et est la premiére a faire état de facteurs associés aux fluctuations dans les deux
sens avec un intervalle d'échantillonnage aussi fréquent et le recours au séquencage génomique.

22.3 Conclusions

Nous pouvons identifier deux schémas de microbiote vaginal : les femmes ayant un microbiote
vaginal stable (que ce soit CST IV ou pas) et les femmes présentant des fluctuations aigues
de courte durée en dehors et vers leur CST dominant. Il peut étre hasardeux de traiter tous les
échantillons CST IV de la méme maniére, sans prendre en compte le fait qu'ils représentent
des transitions aigues réversibles, un changement persistant ou une condition stable et pé-
renne. Notre taille d'échantillon et les schémas de ces deux études ne nous ont pas permis de
réaliser des analyses stratifiées pour ces différentes situations et d'étudier les dynamiques de
long terme, mais la recherche devrait s'attacher a traiter séparément ces situations a |'avenir.
Il a été suggéré que le CST IV était associé a une plus grande susceptibilité vis-a-vis des IST,
mais sans considérer la durée et la fréquence de ces épisodes. Nos résultats suggerent que
les femmes font face a des fluctuations rapides qui ne sont pas drastiquement affectées par
les pratiques sexuelles, mais des perturbations persistant dans le temps pourraient bien étre
essentielles en termes de santé sexuelle et reproductive. |l n'est pas clairement établi que le
CST IV est intrinséquement moins protecteur (que ce soit pour des femmes avec un CST IV
stable ou pour celles qui expérimentent des transitions de courte durée vers celui-ci), ou si
ce sont les fluctuations fréquentes en dehors et vers ce dernier qui sont un marqueur d'un
dysfonctionnement du microbiote vaginal et donc d'une faible protection.

Notre étude confirme que les menstruations sont un facteur important vis-a-vis de I'incidence
du CST IV - ou VB moléculaire - et suggerent que I'usage du lubrifiant peut également étre
un facteur de risque, bien que plus de recherche soit nécessaire sur cet aspect. En stratifiant
sur la classe, nous avons mis en évidence des facteurs liés a la clairance du CST IV distincts,
justifiant ainsi une approche différencielle selon le CST dominant. Pour les femmes des classes
LI et LID seules, nos analyses ont identifié |'utilisation du préservatif comme un facteur aug-
mentant la probabilité de transitionner spontanément vers un état HL-VMB (non-CST 1V),
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et plusieurs facteurs tels que |'usage du lubrifiant, les douches vaginales, un age supérieur a
30 ans et une origine raciale ou ethnique Africaine-Américaine et Hispanique semblaient étre
associés a une moindre probabilité de rémission.
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Conclusions et perspectives

23.1 Discussion des résultats principaux

23.1.1 Le microbiote vaginal : marqueur d’infections sexuellement
transmissibles

Microbiote vaginal et infection prévalente par Chlamydia trachomatis

Dans les parties | et |, nous avons montré que les microbiotes vaginaux déficitaires en Lac-
tobacillus étaient associés a l'infection prévalente par C. trachomatis, que ce soit dans des
études utilisant le score de Nugent, les criteres d'Amsel ou le séquencage du gene de I'ARNr
16S. Notre méta-analyse a permis de confirmer cette association, particulierement forte dans
les études se restreignant a des populations de femmes de moins de 40 ans. Les analyses que
nous avons menées sur deux études, une en France et une aux Etats-Unis, confirment cette
tendance, bien que les résultats n'aient pas été significatifs dans I'étude francaise par manque
de puissance.

Bien que de précédentes études se soient concentrées sur le réle délétére d'un microbiote va-
ginal déficient en Lactobacillus, |'utilisation de la méthode du séquencage du gene de I'ARNr
16S dans les deux études nous a permis d'aller plus loin dans I'analyse du microbiote vaginal et
de distinguer un type de microbiote particulier, lui aussi associé a I'infection prévalente par C.
trachomatis, les communautés bactériennes dominées par L. iners. Il s'avere que le morphotype
de L. iners se distingue des autres Lactobacillus en ce qu'il s'agit de batonnets plus courts et
plus ronds, se confondant facilement avec les morphotypes de bactéries anaérobies strictes et
facultatives retrouvées dans le vagin dans le cas d'un score de Nugent élevé. Les heatmaps
des abondances relatives bactériennes chez les femmes des deux études montrent que L. iners
partage fréquemment son milieu avec des bactéries anaérobies strictes ou facultatives telles
que G. vaginalis ou A. vaginae. Par ailleurs, méme en I'absence d’infection, nous avons mon-
tré dans I'étude CHARM (partie IIl) figure 17.12b page 116) et dans les études DC et HMP
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(partie 1V) que des transitions pouvaient survenir facilement entre les CST 11l (dominés par L.
iners) et CST IV (absence de Lactobacillus et large éventail de bactéries anaérobies), mon-
trant une porosité entre les deux types de microbiote vaginal. Enfin, des travaux menés par
I'’équipe de Jacques Ravel auxquels j'ai participé ont montré que seul |'acide lactique D était
efficace contre |'infection par C. trachomatis et que L. iners était justement déficient en acide
lactique D et ne produisait que de I'acide lactique L [189]. Ces arguments convergent vers un
déficit de protection associé a un microbiote vaginal dominé par cette espece de Lactobacillus.
Epidémiologiquement, cette association entre CST Ill et infection prévalente par C. trachoma-
tis a également été démontrée par les mémes méthodes de séquencage moléculaire dans une
étude aux Pays-Bas [104], lorsque le CST | (dominé par L. crispatus) est pris comme référence.

L’identification de ces deux types de communautés bactériennes vaginales comme des micro-
biotes "a risque" présente un intérét pour le diagnostic de I'infection par C. trachomatis, une
infection asymptomatique dans 30 a 90% des cas [18]. Comme des tests par amplification
d'acides nucléiques efficaces existent déja, le monitoring du microbiote vaginal ne présente
d'avantages qu'en ce qu'il peut également étre un marqueur d'autres IST. Nous avons montré
en partie | que les microbiotes vaginaux déficients en Lactobacillus étaient également associés
aux infections par HPV. D'autres études ont montré que ces microbiotes vaginaux pouvaient
également étre associés aux infections par le VIH [51, 156-158] ou le HSV-2 [75, 159]. Ces
résultats combinés montrent la pertinence d'un suivi clinique plus poussé pour les femmes
faisant face de maniere ponctuelle ou récurrente a un microbiote vaginal non-optimal ou sub-
optimal, en particulier aprés traitement d'une IST afin de moduler le risque de réinfection.

Microbiote vaginal et infection incidente par Chlamydia trachomatis

Méme si le microbiote vaginal peut étre un marqueur de l'infection prévalente, il n'est pas
certain qu'un microbiote vaginal non-optimal précede et donc prédispose a |'infection. Dans
I'analyse de sous-groupe de notre méta-analyse (partie |), nous avons montré que cette as-
sociation entre microbiote vaginal déficient en Lactobacillus (VB selon le score de Nugent
ou les critéres d'Amsel) et infection par C. trachomatis se retrouvait dans des études ou le
microbiote vaginal était évalué en amont de l'infection incidente [82,92,96]. Une étude aux
Pays-Bas portant sur des cas incidents d'infection par C. trachomatis a montré que les com-
munautés vaginales dominées par L. iners étaient plus a méme de favoriser I'acquisition de C.
trachomatis [142].

L'essai de prévention interventionnel i-Predict ( Prevention of diseases induced by C. trachoma-
tis) mis en place en France en paralléle de ce travail de thése a comme objectif de déterminer si
le dépistage et le traitement précoce chez les jeunes femmes des infections génitales a C. tra-
chomatis réduit I'incidence cumulative des IGH a 24 mois [146]. L'un des objectifs secondaires
de cette étude consiste a caractériser le microbiote vaginal dans des prélevements vaginaux
semestriels pendant 2 ans afin d'étudier |'association entre composition du microbiote vaginal
et infections prévalentes ou incidentes par C. trachomatis en utilisant la méthode de carac-
térisation par séquencage du géne de I'ARNr 16S. Par ailleurs, par son schéma d'étude cet
essai permettra de clarifier la dynamique du microbiote vaginal aprés infection par C. trachoma-
tis et |'association entre composition du microbiote vaginal et clairance naturelle de I'infection.
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23.1.2 Dynamique du microbiote vaginal

La VB est de moins en moins considérée comme une maladie, sauf lorsqu’elle est sympto-
matique, et correspond plus justement a un état non-optimal du microbiote vaginal [48]. La
desription des dynamiques de microbiote vaginal dans les études DC et HMP (partie IV) per-
met de voir que cet état peut étre soit durable et stable ou avec de rapides transitions vers
d'autres CST, soit transitoire lorsque le CST dominant est un CST a Lactobacillus. Cette
condition étant parfois pérenne, la question du traitement par antibiotiques se pose. Au-dela
méme de la problématique de 'usage excessif des antibiotiques et de I'antibiorésistance, les
taux de succeés des traitements antibiotiques par imidazolés contre la VB (principale métro-
nidazole ou secnidazole) sont décevants, atteignant difficilement 50 a 80% [165-170] et la
récurrence de la VB est courante [171]. Si la VB n'est ni symptomatique ni handicapante, une
prise en compte de I'état du microbiote vaginal pour les personnes a risque peut s'avérer plus
judicieux dans la gestion clinique.

Effet des antibiotiques sur le microbiote vaginal

Dans le cas du traitement antibiotique pour I'infection par C. trachomatis, nous avons présenté
dans la partie Il les effets d'un traitement par azithromycine 1g per os sur le microbiote vagi-
nal. Nous avons montré que la prise de cet antibiotique favorisait I'évolution vers un microbiote
vaginal de type CST Il ou IV, soit des microbiotes vaginaux potentiellement a risque vis-a-vis
de I'infection par C. trachomatis (et donc vis-a-vis de la réinfection), et d'autres IST. S'il ne
se vérifie pas nécessairement au niveau individuel, ce schéma se traduit dans les fréquences
observées des CST au niveau populationnel, avec notamment une sur-représentation du CST
Il durable dans le temps (9 mois). Ce faisant, les femmes acquiérent ou conservent un micro-
biote vaginal les maintenant a risque apres traitement de I'infection. D'avantages d'études sur
les effets d'autres antibiotiques pris pour d'autres indications sur le microbiote vaginal sont
absolument nécessaires, par exemple dans le cas des infections urinaires. Des stratégies de
restauration du microbiote vaginal apres antibiothérapie sont a envisager.

Effet des expositions sexuelles et pratiques sur le microbiote vaginal

Nous avons exploré la contribution de différentes expositions sexuelles et pratiques gynéco-
logiques dans les dynamiques observées du microbiote vaginal dans deux études prospectives
américaines. Les données de littérature indiquaient un possible role des menstruations, de
I'usage des préservatifs et des rapports sexuels sur les fluctuations entre microbiotes dominés
par des Lactobacillus et microbiotes déficients en Lactobacillus [144,172-176]. Nous avons pu
confirmer |'effet des menstruations dans les deux études et de celui du lubrifiant sur le risque
de transition vers un état déficient en Lactobacillus, et le role potentiellement important de
I'usage du préservatif dans la rémission vers un état dominé par des Lactobacillus.

L'observation des schémas de fluctuation indique que des transitions spontanées vers des états
dominés par des Lactobacillus sont fréquentes. L'étude de ces facteurs dans la probabilité de
rémission spontanée vers un état dominé par des Lactobacillus apporte un éclairage sur ces
schémas fluctuants.
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23.2 Perspectives en santé publique

23.2.1 Vaginose bactérienne et santé sexuelle et reproductive

Malgré de nombreuses et diverses stratégies pour mieux controler les IST, le nombre de cas de
certaines IST, notamment |'infection par C. trachomatis, continue d'augmenter partout dans
le monde, y compris |a ou de telles stratégies sont accessibles [2]. Ce constat est d'autant
plus étonnant pour l'infection par C. trachomatis que des méthodes diagnostiques fiables et
sensibles existent et que les traitements antibiotiques contre cette infection montrent une
efficacité de plus de 95% [31, 150]. Trois autres caractéristiques de cette infection attirent
I'attention :

— un taux élevé de réinfection [14, 15, 17]

— un taux de transmission modéré, entre 12 et 25% [11]

— un taux de clairance naturelle d'environ 50% au bout d'un an [13]
Ces trois caractéristiques laissent penser que d'autres facteurs pourraient moduler le risque
d'acquisition ou de réacquisition de I'infection ainsi que la durée de I'infection. A cela s'ajoute
le fait que seules 10% des infections génitales basses vont se compliquer en IGH [20,21], et que
la aussi, d'autres facteurs pourraient étre déterminants (figure 23.1). Le microbiote vaginal
est I'un des facteurs étudiés pour sa capacité a produire de |'acide lactique pour faire baisser
le pH vaginal et des bactériocines [110, 196].

Les résultats d'association entre VB et infection prévalente par C. trachomatis indiquent que
la VB, en plus d'étre une condition qui peut étre problématique pour les femmes si elle est
symptomatique, peut également étre un marqueur de |'infection. Il devient donc opportun de
dépister la VB, d'autant qu’elle serait également associée a d'autres IST et conditions cli-
niques, comme la prématurité [197], les fausses couches [198], les faibles taux de succes de
fécondation in vitro [199,200], entres autres. Détecter la VB et instaurer un suivi plus régulier
des femmes qui présentent une VB récurrente pourrait constituer une stratégie intéressante
pour le controle des IST et des conditions de santé sexuelle et reproductive évoquées. De plus
en plus d'études s'intéressent a |'association entre VB et infection incidente ou condition cli-
nique incidente, ce qui pourrait avoir de grandes implications sur le dépistage de la VB afin de
prévenir la survenue de ces complications. Par exemple, si la VB module le risque d'acquisition
de l'infection par C. trachomatis, cela pourrait justifier un ciblage de la stratégie de dépis-
tage sur les populations considérées comme "a risque", notamment celles dont la composition
du microbiote vaginal les prédispose a I'infection. Le ciblage du dépistage peut permettre de
rendre la stratégie de dépistage plus colit-efficace. Cette question pourrait étre étudiée grace
a la modélisation mathématique des différentes stratégies, a laquelle s’'ajoute ensuite un volet
économique.

En utilisant le séquencage du geéne de I'ARNr 16S bactérien, nous confirmons I'association
entre CST IV et infection prévalente de C. trachomatis, et donc la possibilité de suivre de plus
prés les personnes présentant un CST IV (aussi dénommée VB moléculaire [48]), puisque le
CST IV et les bactéries associées sont également des biomarqueurs de I'infection prévalente
(des biomarqueurs beaucoup plus sensibles que la VB déterminée par score de Nugent ou
criteres d'Amsel [201]). Cela dit, il est encore prématuré de penser une application directe du
séquencage en santé publique du fait du colit de cette technologie. Si d'autres conditions de
santé apparaissent elles aussi liées a la composition ou la structure du microbiote vaginal, alors
cette caractérisation moléculaire devient intéressante malgré son colit.
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23.2.2 L’écologie microbienne en santé publique

Les résultats de cette these, qui se fondent sur |'utilisation de la technologie du séquencage,
présentent au moins deux avantages par rapport a la caractérisation clinique ou microbiolo-
gique du microbiote vaginal.

Premierement, I'étude du microbiote vaginal par une approche plus écologique a permis de
renverser |'idée selon laquelle la VB était nécessairement "anormale". De fait, dans nos études
de nombreuses femmes présentent un CST IV et ce CST IV peut méme étre une condition
pérenne avec de rares transitions temporaires vers d'autres CST, bien qu'il s'agisse d'un type
non-optimal de microbiote vaginal vis-a-vis du risque d'infection.

Deuxiemement, le séquencage nous a permis d'aller beaucoup plus loin dans I'évaluation des
profils a "risque", et notamment en distinguant un type de communauté bactérienne dominée
par L. iners également associé a l'infection prévalente par C. trachomatis, contrairement aux
autres communautés bactériennes dominées par des espéces de Lactobacillus. En cela la ca-
ractérisation moléculaire du microbiote vaginal est beaucoup plus fine que la caractérisation
clinique ou microbiologique (critéres d’Amsel ou score de Nugent).

23.2.3 Préservation de I'équilibre du microbiote vaginal

Enfin, I'approche écologique du microbiote vaginal permet de modifier nos représentations
sur la santé vaginale. Nous comprenons désormais que le microbiote vaginal correspond a un
équilibre dynamique et fragile, plus ou moins a risque vis-a-vis de certaines conditions cliniques
ou infections et qu'il s'agit moins de "soigner" une dysbiose que de promouvoir des pratiques
ne mettant pas en péril son équilibre et de trouver les moyens de favoriser un retour vers
I"équilibre lorsqu'il y a effectivement déséquilibre ou risque de déséquilibre. Le développement
des probiotiques est une piste intéressante pour favoriser ces équilibres et prévenir les déséqui-
libres, lorsqu'une perturbation est plausible (par exemple par |'usage d'antibiotiques dans le
traitement d'une infection).

Il devient de plus en plus évident que certains facteurs sont associés a un microbiote vaginal
dominé par des Lactobacillus (comme |'exposition aux oestrogenes par exemple), tandis que
d’autres favorisent les déséquilibres transitoires ou persistants (comme les régles, la prise d'an-
tibiotiques, la douche vaginale) (figure 23.1). D’autres facteurs restent a élucider, comme la
question de l'origine des femmes, un élément identifié dans des études non-francaises, mais
qui peut s'avérer étre un proxy pour d'autres caractéristiques, notamment socio-économiques
ou culturelles.
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FIGURE 23.1 — Représentation schématique des associations entre expositions, infection par
Chlamydia trachomatis et microbiote vaginal.

23.3 Orientations futures

La portée de ces résultats dépend également des orientations futures des programmes de re-
cherche. Au moins deux pistes sont esquissées : |'étude de la dichotomie composition /fonctionnalité
du microbiote vaginal, et I'interaction du microbiote vaginal avec d'autres caractéristiques de
I'hGte, notamment des caractéristiques immunologiques et génétiques.

23.3.1 Composition versus fonctionnalité du microbiote vaginal

Nous avons vu que la composition du microbiote vaginal est associée a plusieurs problemes
de santé et module peut-étre méme le risque d'acquisition de ces conditions. Cependant, |'ap-
proche écologique du microbiote vaginal nous oblige a envisager la communauté bactérienne
sous I'angle de la fonctionnalité qu'elle assure. Par exemple, des communautés bactériennes
dominées par L. crispatus, L. gasseri et L. jensenii sont-elles équivalentes en termes de fonc-
tions ? Certaines communautés diverses (CST V) peuvent-elles assurer les mémes fonctions
que des communautés dominées par des especes de Lactobacillus? Les résultats que nous
obtenons concernant L. iners combinés a ceux de la littérature [189] vont déja en ce sens
en suggérant que L. iners n'assure pas la méme fonction protectrice que d'autres espéeces de
Lactobacillus, notamment parce que cette espéece ne produit pas d'acide lactique D.

Afin d'étudier la fonctionnalité des communautés bactériennes, de nouvelles technologies mo-
léculaires sont disponibles, comme la transcriptomique soit I'étude des transcrits ARN des
espéces bactériennes en présence, la protéomique soit I'étude des protéines produits par la
communauté bactérienne, ou encore la métabolomique soit I'étude des métabolites retrouvés
dans le tractus génital. Il est intéressant de constater que dans ces approches, la distinction
entre les contributions respectives de la communauté bactérienne et de |'h6te tend a se réduire
puisque I'hGte contribue également a ces équilibres fonctionnels par ses propres transcrits, pro-
téines et métabolites.
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23.3.2 Susceptibilité de I'hote

Cette interaction hote/microbiote vaginal fondamentale et la modulation de I'un par I'autre
se retrouvent également dans I'étude des facteurs de susceptibilité a I'infection et a d'autres
conditions de santé de I'h6te, comme dans I'immunologie ou la génétique (figure 23.1). Dans le
cas de I'infection par C. trachomatis, de nombreuses cibles immunogénétiques sont suspectées
d’étre associées a l'infection [202]. Il est donc intéressant de se demander si cette modulation
du risque pourrait ou non passer par le microbiote vaginal.

De plus, de nombreuses questions restent a élucider sur I'origine et la formation du microbiote
vaginal. De nombreuses hypotheses sont a tester, notamment sur le role du microbiote vaginal
maternel a la naissance, et sur les caractéristiques génétiques et immunologiques de I'individu.
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Study eligibility criteria: Inclusion criteria included a measure of association for vaginal microbiota and
one of the considered STIs, female population, cohort, cross-sectional and interventional designs, and the
use of PCR methods for pathogen detection.
Methods: The vaginal microbiota was dichotomized into high-Lactobacillus vaginal microbiota (HL-VMB)
and low-Lactobacillus vaginal microbiota (LL-VMB), using either Nugent score, Amsel's criteria, presence
of clue cells or gene sequencing. A random effects model assuming heterogeneity among the studies was
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Results: The search yielded 1054 articles, of which 39 met the inclusion criteria. Measures of association
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for longitudinal studies to lay the foundation for its integration in prevention and treatment strategies.
J. Tamarelle, Clin Microbiol Infect 2019;25:35
© 2018 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

* Corresponding author. . Tamarelle, 2 avenue de la source de la Bievre 78180

Montigny-le-Bretonneux, France.

E-mail address: Jeanne.tamarelle@uvsq.fr (J. Tamarelle).

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2018.04.019

1198-743X/© 2018 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.



36 J. Tamarelle et al. / Clinical Microbiology and Infection 25 (2019) 35—47

Introduction

Sexually Transmitted Infections (STIs) are a major health issue
worldwide [1] and a cause of genital and reproductive morbidity.
Human papillomavirus (HPV), Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae and Mycoplasma genitalium are four of the most
prevalent genital infections. Chlamydia trachomatis, N. gonorrhoeae
and M. genitalium are curable bacterial STIs. They affect predomi-
nantly young people and can result in long-term devastating
complications.

In 2012, there were 127 million and 27 million adults living with
C. trachomatis and N. gonorrhoeae worldwide [2]. Both infections
are mainly asymptomatic [3]. If left untreated, C. trachomatis
infection can lead to pelvic inflammatory disease, ectopic preg-
nancy and tubal infertility [4]. Infection with C. trachomatis is also
associated with pregnancy adverse outcomes such as cho-
rioamnionitis [5], preterm delivery [6] and low birthweight [7].
Mycoplasma genitalium is an emerging STI Its prevalence among
low-risk and high-risk populations worldwide is estimated to be
2.0% and 7.3%, respectively [8]. It is thought to be associated with
urethritis, cervicitis [9], pelvic inflammatory disease [10] and tubal
infertility [11]. These elements combined with its high prevalence,
close to that of C. trachomatis, makes it a subject of concern. Human
papillomavirus infections are strongly associated with cervical
cancer [12—15], in particular HPV genotypes 16 and 18. Up to 80% of
women will be infected by HPV over their lifetime [16].

However, not all sexual contacts with these pathogens lead to
infections, and not all infections evolve towards long-term com-
plications, which suggest that factors such as the vaginal micro-
biota, host innate and adaptive immunity, pathogen fitness and
load may modulate the natural history of these infections. Molec-
ular and high-throughput sequencing of 16S rRNA gene amplicons
has led to an improved and in-depth characterization of the
composition of the vaginal microbiota [17—19]. These studies have
identified different kinds of vaginal microbiota that are either
dominated by one of four species of Lactobacillus (Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus iners, Lactobacillus gasseri and Lactobacillus
Jjensenii) or characterized by a paucity of Lactobacillus spp. and a
diverse set of strict and facultative anaerobes. The latter is associ-
ated with high Nugent score, a research tool used to diagnose
bacterial vaginosis (BV). The Nugent score enumerates the number
of Lactobacillus, Gardnerella vaginalis and curved Gram-negative
rods on a Gram-stained vaginal smear. A score between 7 and 10
is indicative of BV (no Lactobacillus, but high number of G. vaginalis
and curved Gram-negative rods morphotypes) whereas a score
between 0 and 3 corresponds to normal microbiota (high Lacto-
bacillus morphotypes) and a score between 4 and 6 indicates an
intermediate microbiota. Clinically, BV is evaluated using the
Amsel's criteria, which establish a positive diagnosis if at least three
of the following clinical signs are present: thin grey homogeneous
discharge, vaginal fluid pH > 4.5, release of a fishy amine odour
from vaginal fluid when mixed with 10% potassium hydroxide
(positive whiff test) and presence of clue cells on wet mount.
Whichever way it is diagnosed, BV can be associated with reported
odour, discharge and itching, but in many cases, can be asymp-
tomatic. We hypothesize that the vaginal microbiota interacts with
sexually transmitted pathogens in two forms: different vaginal
microbiotas could contribute differentially to the physiopathology
of genital infections and their long-term sequelae, and STI patho-
gens could influence the vaginal microbiota composition. This pu-
tative two-way biological interaction should therefore be reflected
in a statistical association in both cross-sectional and longitudinal
studies. Improved knowledge on these aspects could lay the
foundation for the development of probiotics that may constitute a
simpler and better prevention and/or restorative approach. Our

review constitutes a first step towards clarifying the interrelation
between STI pathogens and the vaginal microbiota.

The objective of this review is to evaluate the statistical asso-
ciation between C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium and
HPV infections, four of the most common STIs, and the vaginal
microbiota, in both cross-sectional and longitudinal studies.

Materials and methods
Literature search

Medline and the Web of Science were searched from January
2000 to December 2016 (last search 1 January 2017) for relevant
studies on association between vaginal microbiota and HPV,
C. trachomatis, M. genitalium and N. gonorrhoeae infections.

The search terms used were (‘human papillomavirus’ OR ‘Chla-
mydia trachomatis’ OR ‘Neisseria gonorrhoeae’ OR ‘Mycoplasma
genitalium’) AND (*genital OR vagin*) AND (‘microbiota’ OR
‘microbiome’ OR ‘vaginosis’ OR ‘lactobacill*"). Citation lists of pub-
lications were hand searched for additional references.

Titles and abstracts were reviewed first by JT and EDA, and only
relevant publications were selected for full reading. To be eligible
for the analysis, full published articles had to fit the following in-
clusion criteria:

association between one of the above mentioned infections and
microbiota state, characterized by 16S rRNA gene amplicon
sequencing, Nugent score [20], Amsel's criteria [21] or presence
of clue cells only [22].

- human, female population

cohort, cross-sectional, interventional designs

methods for detection of STIs based on PCR.

Exclusion criteria were:

- human immunodeficiency virus (HIV) -positive population
(unless stratified on HIV status) or proportion of HIV-positive
participants >10% of total sample

pregnancy

literature reviews, letters and editorials

sample size (<30).

Data extraction

For each study, the following data were extracted: date of
publication, authors, study design, study population, age range,
sample size, study site, methods for microbiota characterization
and STI diagnosis, measure of association or raw data, BV preva-
lence when applicable, and prevalence of STI of interest.

For this meta-analysis, we dichotomized the vaginal microbiota
into two categories, namely low-Lactobacillus vaginal microbiota (LL-
VMB) and high-Lactobacillus vaginal microbiota (HL-VMB). LL-VMB is
characterized by a paucity of Lactobacillus and a wide array of strict
and facultative anaerobes. This definition correlated well with the
Nugent score 7—10 category and a positive Amsel's test, as well as with
the presence of clue cells. HL-VMB corresponded to vaginal commu-
nity state types dominated by either L. crispatus, L. iners, L. gasseri and
L. jensenii, low Nugent score (0—6) and a negative Amsel's score.

Statistical analysis
Measure of association

A random effects model assuming heterogeneity among the
studies within the metan command in Stata 14.0 was used to
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summarize the effect sizes. The effect sizes were odds ratios, rela-
tive risks, hazard ratios or incidence rate ratios. When an adjusted
measure of association was available with details on confounders,
this measure and its 95% CI was used for the meta-analysis rather
than the raw estimate. When no measure of association was
available, raw data were used to calculate an odds ratio with its 95%
CI using the Mantel-Haenzsel method. Estimates of association
retrieved from the studies and their 95% Cls were displayed in
forest plots.

Assessment of risk of bias and heterogeneity in included studies

For each STI considered in this review, funnel plots were per-
formed to evaluate the existence of a publication bias. These plots
were combined with Egger's tests. The Cochran's Q two-sided ho-
mogeneity test [23] and the I? statistic were used to assess the
heterogeneity in measures of association among the included
studies. Subgroup analyses were performed when the Q-test was
statistically significant at the 5% level or if the I statistic was >50%,
to identify potential sources of heterogeneity. Cochran's Q two-
sided heterogeneity test was also used to compare subgroups.

The methodological quality of selected studies as relevant to this
review's research objective was assessed using the Newcastle-
Ottawa scale, consisting of a ‘star system’, with a maximum of
nine stars to be attributed (see Supplementary material, Table S1).

Sensitivity analyses were performed for N. gonorrhoeae and
C. trachomatis excluding two studies that displayed the Nugent
score in three groups: 0—3, 4—6 and 7—10 and provided estimates
of measure of association taking the 0—3 category as a reference

instead of 0—3 and 4—6 categories altogether ([24,25], see
Supplementary material, Fig. S1).

Results
Search results

The search yielded 390 published articles from Medline and 664
from the Web of Science. After removal of duplicates and exclusion
on the basis of the language or inappropriateness evaluated after
reading titles and abstracts, 105 articles were left for full reading.
We removed 72 articles because they did not fit the inclusion
criteria. After adding six articles through cross-referencing, 39 ar-
ticles were left for analysis (Fig. 1). Among these 39 articles, 11 used
Amsel's criteria, 20 used Nugent score, three used the presence of
clue cells and one article used both Amsel's criteria and Nugent
score to characterize LL-VMB; four used 16S rRNA gene sequencing
for vaginal microbiota characterization. Of the 39 selected studies,
19 were cohort studies and 20 were cross-sectional studies. As the
association between vaginal microbiota and STI was not always the
primary objective of the selected studies, the data were only
available at baseline in 6 of the 19 cohort studies (cross-sectional
data type). Longitudinal data on vaginal microbiota and STIs were
available for 13 of the 19 cohort studies. Cohort studies allowed
identifying incident cases of infection, but even with incident cases
of infection, the vaginal microbiota was not always assessed before
infection, but rather at the same visit as the incident infection, and
was assessed after infection only in one study [26]. When the

Articles identified (n=1054) through
Medline (390)
Web of Science (664)

4|Duplicates removed (n=277)

(n=777)

Articles screened on the basis of title and abstract

———{Excluded on the basis of title or abstract (n=672) |

[Full text articles assessed for eligibility (n=105)

Excluded articles (n=72)

no measure of association

small sample size

diagnosis inadequate

study population inappropriate
pooled estimation for several STIs

—————{Manually added (n=6) |

Included articles (n=39)

Microbiota sequencing (4)

Nugent score, Amsel's criteria, clue cells (35)

Fig. 1. Flow chart of selection process for article identification and inclusion. BV, Bacterial vaginosis.
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vaginal microbiota was assessed before infection, the time lapse
varied between 3 months and 2 years. A total of 20 articles were
used to evaluate the association between vaginal microbiota and
HPV (n = 20 022 individuals), 17 for C. trachomatis (n = 12 810),
eight for N. gonorrhoeae (n = 8799) and four for M. genitalium
(n = 2894) (see Supplementary material, Table S2).

(@)

STis and LL-VMB

In the selected studies and the population studied, the propor-
tion of women infected with HPV ranged from 9.9% to 79.5%, from
4.8% to 729% for C. trachomatis, from 0.7% to 9.9% for
N. gonorrhoeae, and form 2.5% to 13.8% for M. genitalium (when

First Measure of %
author Year  association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Moscicki AB 2001 HR Amsel —Q—l— 0.99 (0.46, 2.12) 5.42
Castle PE 2001 cOR Nugent —0—'— | 0.80 (0.44, 1.44) 7.49
Mao C 2003 aOR Amsel r 2.50 (1.50, 4.10) 3.32
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_— 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_—— . 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel 1.60 (0.81, 3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel —_— 1.71(0.98, 2.98) 4.53
Wiley DJ 2011 cOR Amsel —_—— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel : —_—— 2.42(1.92,3.05) 7.08
Oakeshott P 2012 RR Nugent — 1.32 (0.94, 1.85) 777
Watson-Jones D 2013  aOR Nugent —0——?— 0.83 (0.30, 2.30) 4.53
Lazenby GB 2013 cOR Nugent . 1.87 (0.97, 3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Sequencing X 2.75(0.27, 28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Sequencing 1.91(0.83, 4.39) 212
Marks MA 2015 aRR Amsel :—0— 2.11(1.54,2.91) 6.28
Mongelos P 2015 cOR Nugent . 1.92 (0.94, 3.93) 275
Peres AL 2015 CcOR Clue cells ——— 1.31(0.92,1.87)  7.63
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells l 244 (1.44,4.11) 3.21
Mitra A 2015 cOR Sequencing 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Liu J 2015 aOR Amsel H _— 2.62(1.90, 3.61) 5.28
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.53 (1.23, 1.82) 100.00
]

NOTE: Weights are from random effects analysis !

T T T

0 5 1 6
negatively associated positively associated
Random effect analysis
(b)
First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% CI) Weight
i
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent X 2.67(1.45,4.93) 2.39
Ness RB 2002 cOR Nugent | — 2.45(1.68,3.57) 5.93
Yen S 2003 aOR Nugent —_—— 1.57 (1.12,2.18) 10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent . 1.93(1.08, 3.44) 4.41
Uma's 2005 cOR Nugent —_— 0.93(0.43,1.99) 7.37
Kaul R 2007 alRR Nugent ; 210 (1.10,3.80) 3.61
YoshimuraK 2009 cOR Nugent : 2.62(1.41,4.85) 245
Kapiga S 2009 OR Nugent —_—— 0.70 (0.40, 1.20) 12.05
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —_— 1.75(1.37,2.23) 11.64
Znazen A 2010 cOR Nugent B B ———— 1.25(0.62,2.52) 5.91
Marconi C 2011 cOR Nugent _— 0.91(0.35,2.34) 5.57
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent . 1.50 (0.70, 3.40) 3.61
AghaizuA 2014 aRR Nugent ‘ 200 (1.10,3.90) 3.41
Francis SC* 2014 aOR Nugent T 1.34(0.92,1.97) 10.36
Abbai NS 2015 aHR Amsel . 1.45(0.91,2.30) 8.28
Mongelos P 2015 cOR Nugent . 5.24 (1.86, 14.81) 0.20
van der Veer C 2016 cOR Sequencing : 1.79(0.77,4.15) 2.51
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) Q 1.51(1.22,1.81)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis 3
o 5 1 6

negatively associated

Random effect analysis

positively associated

Fig. 2. Forest plots of association between low-Lactobacillus vaginal microbiota (LL-VMB) and (a) human papillomavirus (HPV), (b) Chlamydia trachomatis (Ct), (c) Neisseria gon-
orrhoeae (Ng), (d) Mycoplasma genitalium (Mg). OR, odds ratio; RR, relative risk; IRR, incident rate ratio; HR, hazard ratio; ES, effect size; Cl, confidence interval. Adjusted measures
are indicated by the a-prefix in front of the measure of association. ORs calculated from raw data are indicated by the c-prefix.
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available either in cross-sectional studies or at baseline for longi-
tudinal studies). Across all studies the proportion of women car-
rying LL-VMB ranged from 3.1% to 70.9%.

Overall association between vaginal microbiota and each STI

For HPV, measures of association with LL-VMB ranged from 0.60
(95% CI10.30—1.19) to 2.75 (95% C1 0.27—28.04). Six studies out of 20

(c)

showed a significant association between vaginal microbiota and
HPV infection. These studies were significantly heterogeneous
(p <0.001). For C. trachomatis, measures of association with LL-VMB
ranged from 0.70 (95% CI 0.40—1.20) to 5.24 (95% CI 1.86—14.81).
Nine studies out of 17 showed a significant association. Q-test for
heterogeneity showed a significant result as well (p 0.018) (Fig. 2).
Potential sources of heterogeneity were explored in subgroup an-
alyses (see below). Selected studies for N. gonorrhoeae were not

First Measure of %
author Year  association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
i
Ness RB 2002 cOR Nugent H 2.34 (1.31,4.17) 3.99
'
'
Yen S 2003 cOR Nugent ——T—O— 1.46 (0.75, 2.83) 7.20
i
Uma s 2005  cOR Nugent T 375(0.39,36.24)  0.03
'
i
Kaul R 2007 alRR Nugent —_T 0.80 (0.50, 1.40) 26.16
'
Kapiga S 2009 OR Nugent — 0.90 (0.50, 1.40) 26.16
]
'
Brotman RB* 2010 aHR Nugent e 1.43 (0.98, 2.08) 20.11
!
Francis SC* 2014 aOR Nugent ——1—0— 1.44 (0.84, 2.45) 11.18
]
i
Abbai NS 2015 aHR Amsel : 1.66 (0.83, 3.32) 5.18
i
Overall (I-squared = 19.4%, p = 0.276) <i> 1.18 (0.88, 1.47) 100.00
Y
|
NOTE: Weights are from random effects analysis :
L
T T T T

0 5 1 2 6
negatively associated positively associated
Random effect analysis

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Manhart LE 2003  cOR Amsel — 0.49 (0.24, 1.00) 74.26

i
Oakeshott P 2010 RR Nugent . 6.09 (1.98, 18.50) 0.16

|

|
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent 0.50 (0.10, 3.40) 3.95

|
Huppert JS 2014 cOR Amsel —— 0.44 (0.13, 1.54) 2163
Overall (I-squared = 0.0%, p = 0.618) @ 0.49 (0.16, 0.82) 100.00

i

1

|
NOTE: Weights are from random effects analysis :

i

1 T T
0 5 1 2 8

negatively associated

Random effect analysis

positively associated

Fig. 2. (continued).
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significantly heterogeneous (p 0.276), and measures of association ranging from 0.44 (95% CI 0.13—1.54) to 0.50 (95% CI 0.10—3.40), but
ranged from 0.80 (95% CI 0.50—1.40) to 3.75 (95% CI 0.39—36.24) one study reported an estimate of association of 6.09 (95% CI
with only one study showing a significant association. For M. gen- 1.98—18.50).

italium, three studies provided similar estimates of association,

(@)

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Less than 40 :

Moscicki AB 2001 HR Amsel — 0.99 (0.46,2.12) 5.42
Mao C 2003 aOR Amsel 2.50(1.50,4.10) 3.32
Wiley DJ 2011 cOR Amsel —_—— 1.52 (1.06, 2.18)  7.09
Oakeshott P 2012 RR Nugent T—— 1.32(0.94,1.85) 7.77
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent —_— 0.83(0.30,2.30) 4.53
Marks MA 2015 aRR Amsel —_— 2.11(1.54,2.91) 6.28
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells : 244 (1.44,411) 321
Subtotal (I-squared = 45.4%, p = 0.089) e 1.56 (1.16,1.96) 37.62
All ages !

Castle PE 2001 cOR Nugent —_— 0.80(0.44,1.44) 7.49
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_—— 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_— | 0.60(0.30,1.19) 7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel 1.60 (0.81,3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel —_— 1.71(0.98,2.98) 4.53
Caiyan X 2011 cOR Amsel L —— 242(1.92,3.05) 7.08
Lazenby GB 2013 cOR Nugent - 1.87 (0.97,3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Sequencing T 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Sequencing n 1.91(0.83,4.39) 212
Mongelos P 2015 cOR Nugent 1.92(0.94,3.93) 275
Peres AL 2015 cOR Clue cells e 1.31(0.92,1.87) 7.63
Mitra A 2015 cOR Sequencing 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
LiuJ 2015 aOR Amsel , —_— 2.62(1.90,3.61) 5.28
Subtotal (I-squared = 71.9%, p = 0.000) )  62.38

bverall (I-squared = 66.1%, p = 0.000)
NOTE: Weights are from random effects analysis

1.53(1.23,1.82)  100.00

T 1.51(1.11,1.92
=

T T
0 5 1 2 6

negatively associated positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and HPV infection

(b)

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
America | 1
Moscicki AB 2001 HR Amsel —_—_ 0.99 (0.46, 2.12) 5.42
Castle PE 2001 cOR Nugent T 0.80(0.44,1.44)  7.49
Mao 2003 aOR Amsel : 2.50(1.50, 4.10) 3.32
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_—— 1.08 50.82, 1.42; 8.69
Wiley DJ 2011 cOR Amsel _— 1.52 (1.06, 2.18, 7.09
Brotman RM 2014 cOR Sequencing 0 2.75(0.27,28.04) 0.04
Mongelos P 2015 cOR Nugent 1.92(0.94,3.93) 275
Peres AL 2015 cOR Clue cells T 1.31 50.92, 1.87; 7.63
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells } 2.44 (1.44,4.11 321
Subtotal (I-squared = 38.1%, p = 0.115) — 1.29 (0.99, 1.59) 45.64
Europe .
Rahkola P 2009 cOR Clue cells _—_ | 0.60 (0.30, 1.19 7.84
Verteramo R 2009 OR Amsel ——t— 1.71 (0.98, 2.98 4.53
Oakeshott P 2012 RR Nugent —— 1.32 (0.94, 1.85) 7.77
Mitra A 2015 cOR Sequencing 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Subtotal (I-squared = 58.2%, p = 0.066) _ 1.14(0.58,1.69)  22.01
]
Asia .
Nam KH 2009 cOR Amsel 1.60(0.81,3.14)  3.81
Caiyan X 2011 cOR Amsel ! —_— 242(1.92,3.05) 7.08
Oh HY 2015 cOR Sequencing : 191(0.83,439) 212
Marks MA 2015 aRR Amsel — 2.11(1.54,2.91) 6.28
Liu J 2015 aOR Amsel ! s S — 2.62(1.90,3.61) 528
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.635) H _ 2.27(1.91,2.63) 2458
Africa ;
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent —_— L 0.83(0.30, 2.30) 4.53
Lazenby GB 013 cOR Nugent T 1.87(0.97,3.62) 3.24
Subtotal (I-squared = 34.1%, p = 0.218) <> 1.26(0.25,2.26) 7.77
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) P 1.53 (1.23, 1.82) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis T T : T T

0 5 1 2 6
negatively associated positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and HPV infection

Fig. 3. Subgroup analysis of association between low-Lactobacillus vaignal microbiota (LL-VMB) and human papillomavirus (HPV) by (a) age group, (b) study site, (c) odds ratio (OR)
versus other effect size measures, (d) adjusted versus non-adjusted effect sizes, (e) vaginal microbiota assessed before infection versus at the same time as infection and (f) diagnosis
method.
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For both C. trachomatis and N. gonorrhoeae, sensitivity analyses Subgroup analysis of association between vaginal microbiota and
excluding studies that provided estimates of association taking only HPV or C. trachomatis
the Nugent 0—3 category as a reference instead of all individuals in
Nugent score 0—3 and 4—6 categories pooled together, did not modify For C. trachomatis, when measures of association were restricted
the results significantly (see Supplementary material, Fig. S1). to younger ages (<40 years old), results were less heterogeneous

(c)

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Other than odds-ratio H
Moscicki AB 2001 HR Amsel's criteria —_— 0.99(0.46,2.12) 542
Allsworth JE 2008 aRR Nugent score — 1.08 (0.82,1.42) 8.69
Oakeshott P 2012 RR Nugent score — Y 1.32(0.94,1.85) 7.77
Marks MA 2015 aRR Amsel's criteria —_—— 2.11(1.54,291) 6.28
Subtotal (I-squared = 61.3%, p = 0.051) — 1.34(0.92,1.76)  28.16
. '
Odds-ratio H
Castle PE 2001 cOR Nugent score —_—— 0.80(0.44, 1.44)  7.49
Mao C 2003 aOR Amsel's criteria : 2.50(1.50,4.10) 3.32
Rahkola P 2009 cOR Clue cells _—_— ! 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel's criteria 1.60(0.81,3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel's criteria ——— 1.71(0.98,2.98) 4.53
Wiley DJ 2011 cOR Amsel's criteria —_—— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel's criteria . —_— 242(1.92,3.05) 7.08
Watson-JonesD 2013 aOR Nugent score —_— 0.83(0.30,2.30) 4.53
Lazenby GB 2013 cOR Nugent score : 1.87(0.97,3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Gene sequencing 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Gene sequencing T 1.91(0.83,4.39) 2.12
Mongelos P 2015 cOR Nugent score . 1.92(0.94,3.93) 275
Peres AL 2015 cOR Clue cells T 1.31(0.92, 1.87) 7.63
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells n 244 (1.44,411) 321
Mitra A 2015 cOR Gene sequencing 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Liu J 2015 aOR Amsel's criteria : —_— 2.62(1.90, 3.61) 528
Subtotal (I-squared = 68.2%, p = 0.000) O 1.62(1.22,2.01) 71.84
. '
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.53(1.23,1.82)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :
T T T
0 5 1 2
negatively associated positively associated
Random effect analysis - Association between microbiota composition and HPV infection
First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Non-adjusted H
Moscicki AB 2001 HR Amsel's criteria —_— 0.99(0.46,2.12) 542
Castle PE 2001 cOR Nugent score —— 0.80(0.44,1.44) 749
Rahkola P 2009 cOR Clue cells _—_— ! 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Nam KH 2009 cOR Amsel's criteria 1.60(0.81,3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel's criteria ——— 1.71(0.98,2.98) 4.53
Wiley DJ 2011 cOR Amsel's criteria —_—— 1.52(1.06,2.18)  7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel's criteria H —_— 242(1.92,3.05) 7.08
Oakeshott P 2012 RR Nugent score —— 1.32(0.94,1.85) 7.77
Lazenby GB 2013 cOR Nugent score : 1.87(0.97,3.62) 3.24
Brotman RM 2014 cOR Gene sequencing : 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Gene sequencing T 1.91(0.83,4.39) 212
Mongelos P 2015 cOR Nugent score n 1.92(0.94,3.93) 275
Peres AL 2015 cOR Clue cells T— 1.31(0.92, 1.87) 7.63
Mitra A 2015 cOR Gene sequencing 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Subtotal (I-squared = 60.3%, p = 0.002) - 1.39(1.06,1.73)  68.69
. i
Adjusted !
Mao C 2003 aOR Amsel's criteria r 2.50(1.50,4.10) 3.32
Allsworth JE 2008 aRR Nugent score I 1.08 (0.82,1.42) 8.69
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent score —_—— 0.83(0.30,2.30) 4.53
Marks MA 2015 aRR Amsel's criteria —_— 2.11(1.54,291) 6.28
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells 244 (1.44,411) 321
Liu J 2015 aOR Amsel's criteria : —_———— 2.62(1.90, 3.61) 528
Subtotal (I-squared = 77.9%, p = 0.000) _— 1.85(1.17,2.54)  31.31
. '
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.53(1.23,1.82)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis !
T T T
0 5 1 2
negatively associated positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and HPV infection

Fig. 3. (continued).
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and measures of association were consistent across studies, sug-
gesting a positive association between LL-VMB and C. trachomatis
infection. Difference in study sites (geographical area) was an
important contributor to the heterogeneity for both HPV and
C. trachomatis (Figs. 3 and 4). Though stratification by study sites
resulted in smaller clusters of studies and therefore less statistical
power, measures of association were more consistent. For HPV,

(e)

First Measure of

studies conducted in Asia showed higher measures of association
than elsewhere, and results from these studies were consistent
(P = 0.0%, p 0.635).

As selected studies provided different types of measures of as-
sociation (odds ratio, relative risk, hazard ratio or incidence rate
ratios) that are not perfectly comparable, we assessed whether the
type of measure of association could partly explain the observed

o

/o
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Concurrently H
Castle PE 2001 cOR Nugent . 0.80(0.44, 1.44) 7.49
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_—— 1.08 (0.82,1.42) 8.69
Nam KH 2009 cOR Amsel 1.60(0.81,3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel — 1.71(0.98,2.98) 4.53
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_—— H 0.60(0.30,1.19) 7.84
Caiyan X 2011 cOR Amsel ! —_— 242 (1.92,3.05) 7.08
Wiley DJ 2011 cOR Amsel —_— 1.52 (1.06,2.18) 7.09
Lazenby GB 2013 cOR Nugent - 1.87 (0.97,3.62) 3.24
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent —_— T 0.83(0.30,2.30) 4.53
Brotman RM 2014 cOR Sequencing . 2.75(0.27,28.04) 0.04
Oh HY 2015 cOR Sequencing 1.91(0.83,4.39) 2.12
Mitra A 2015 cOR Sequencing - 1.47 (0.50,4.36) 1.86
Marks MA 2015 aRR Amsel —_—— 2.11(1.54,2.91) 6.28
Liu J 2015 aOR Amsel H — 2.62(1.90,3.61) 5.28
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells 244 (1.44,411) 321
Mongelos P 2015 cOR Nugent : 1.92 (0.94,3.93) 275
Peres AL 2015 cOR Clue cells T 1.31(0.92,1.87) 7.63
Subtotal (I-squared = 69.4%, p = 0.000) _ 1.55(1.21,1.89) 83.49

]

Before '
Moscicki AB 2001 HR Amsel —_— 0.99 (0.46,2.12) 5.42
Mao C 2003 aOR Amsel 2.50 (1.50,4.10) 3.32
Oakeshott P 2012 RR Nugent —— 1.32(0.94,1.85) 7.77
Subtotal (I-squared = 46.6%, p = 0.154) <1O 1.42(0.80,2.05) 16.51
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.53(1.23,1.82) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis ; ; ! ; ;

0 .5 1 2 6

negatively associated positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and HPV infection
First Measure of %
author Year  association  Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Amsels criteria | v
Moscicki AB 2001 HR Amsel's criteria ——T 0.99 (0.46, 2.12) 5.42
Mao C 2003 aOR Amsel's criteria 2.50 (1.50, 4.10) 3.32
Nam KH 2009 cOR Amsel's criteria 1.60 (0.81, 3.14) 3.81
Verteramo R 2009 OR Amsel's criteria —— 1.71(0.98, 2.98) 453
Wiley DJ 2011 cOR Amsel's criteria —_— 1.52 (1.06, 2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel's criteria , —_— 2.42(1.92,3.05) 7.08
Marks MA 2015 aRR Amsel's criteria —_—— 2.11(1.54,2.91) 6.28
LiuJ 2015  aOR Amsel's criteria ' e e 2.62(1.90, 3.61) 5.28
Subtotal (I-squared = 49.8%, p = 0.052) _ 1.93 (153, 2.33) 42.82
Nugent score |
Castle PE 2001 cOR Nugent score —_— : 0.80 (0.44, 1.44) 7.49
Allsworth JE 2008  aRR Nugent score —_—— 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Oakeshott P 2012 RR Nugent score — 1.32(0.94, 1.85) 7.77
Watson-JonesD 2013 aOR Nugent score _— 0.83 (0.30, 2.30) 453
Lazenby GB 2013 cOR Nugent score : 1.87 (0.97, 3.62) 3.24
Mongelos P 2015 cOR Nugent score 1.92 (0.94, 3.93) 275
Subtotal (I-squared = 1.8%, p = 0.405) = ! 1.11(0.89, 1.33) 34.47
Clue cells '

Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_— 0.60 (0.30, 1.19) 7.84
Peres AL 2015  cOR Clue cells T 1.31(0.92, 1.87) 7.63
Caixeta RC 2015  aOR Clue cells - 2.44(1.44,4.11) 3.21
Subtotal (I-squared = 78.4%, p = 0.010) —_— 1.24 (0.46, 2.03) 18.69
Gene sequencing .
Brotman RM 2014 cOR Gene sequencing 2.75(0.27, 28.04) 0.04
Oh HY 2015  cOR Gene sequencing - 1.91(0.83, 4.39) 212
Mitra A 2015  cOR Gene sequencing 1.47 (0.50, 4.36) 1.86
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.940) <:> 1.72 (0.41, 3.02) 4.02
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) - 1.53(1.23, 1.82) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis . . ! . .

0 5] 1 6

negatively associated

positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and HPV infection

Fig. 3. (continued).
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Less than 40 H
Wiesenfeld HC2002 cOR Nugent n 2.67 (1.45, 4.93) 2.40
Ness RB 2002 cOR Nugent L 2.45(1.68, 3.57) 6.03
Yen S 2003 aOR Nugent _— 1.57 (1.12,2.18) 10.64
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent 1.50 (0.70, 3.40) 3.64
Aghaizu A 2014 aRR Nugent : 2.00 (1.10, 3.90) 3.44
van der Veer 2016 cOR Sequencing - 1.79(0.77, 4.15) 2.52
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.582) <> 1.82 (1.43, 2.22) 28.67
All ages |
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent L 1.93 (1.08, 3.44) 4.46
Uma S 2005 cOR Nugent —_— 0.93 (0.43, 1.99) 7.54
Kaul R 2007 alRR Nugent 2.10 (1.10, 3.80) 3.64
Kapiga S 2009 OR Nugent —_— 0.70 (0.40, 1.20) 12.53
Brotman RB* 2010 aHR Nugent — 1.75(1.37, 2.23) 12.09
Znazen A 2010 cOR Nugent —_— 1.25 (0.62, 2.52) 6.01
Marconi C 2011 cOR Nugent — 0.91 (0.35, 2.34) 5.66
Francis SC* 2014 aOR Nugent —e— 1.34 (0.92, 1.97) 10.71
Abbai NS 2015 aHR Amsel — 1.45 (0.91, 2.30) 8.50
Mongelos P 2015 cOR Nugent H 5.24 (1.86, 14.819.20
Subtotal (I-squared =50.7%, p = 0.032) < 1.31(0.97, 1.65) 71.33
Overall (I-squared = 46.6%, p = 0.021) L 1.48 (1.19, 1.78) 100.00

]
NOTE: Weights are from random effects analysis ; ; ! ;

0 5 1 2

negatively associated

positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and Ct infection

(b)

o

b
ES (95% ClI) Weight

267 (1.45,493) 239
2.45(1.68,357) 593
157 (1.12,2.18) 1030
193(1.08,344) 4.41
1.75(1.37,2.23)  11.64
091(0.35,2.34) 557
5.24 (1.86,14.81) 0.20
1.75(1.39,2.12)  40.44

093(0.43,1.99) 737
262(1.41,485) 245
150 (0.70,3.40)  3.61
143(0.54,2.32) 13.43

210(1.10,3.80) 3.61
070 (0.40,1.20)  12.05
125(0.62,252) 5.91
1.34(0.92,1.97) 1036
145(0.91,2.30) 8.28
1.21(0.78,1.63) 4022

2.00(1.10,390) 341
179(0.77,4.15) 251
191(0.83,2.99) 592

1.51(1.22,1.81)  100.00

First Measure of
author Year association Diagnosis
T
America !
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent :
Ness RB 2002 cOR Nugent O T —
YenS 2003 aOR Nugent ———
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent T
Brotman RB* 2010 aHR Nugent ——
Marconi C 2011 cOR Nugent —_—
Mongelos P 2015 cOR Nugent '
Subtotal (I-squared = 21.1%, p = 0.269) -
. i
Asia .
Uma S 2005 cOR Nugent —_—
Yoshimura K 2009 cOR Nugent
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent
Subtotal (I-squared = 37.8%, p = 0.200) <:>
Africa :
Kaul R 2007 alRR Nugent :
Kapiga S 2009 OR Nugent —_—— |
Znazen A 2010 cOR Nugent e — Ry —————————
Francis SC* 2014 aOR Nugent .——
Abbai NS 2015 aHR Amsel -——
Subtotal (I-squared = 48.8%, p = 0.099) <:>
. !
Europe :
Aghaizu A 2014 aRR Nugent T
van der Veer C 2016 cOR Sequencing
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.848) e —
]
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) e
NOTE: Weights are from random effects analysis I T . T

0 5 1 2
negatively associated

positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and Ct infection

Fig. 4. Subgroup analysis of association between low-Lactobacillus vaginal microbiota (LL-VMB) and Chlamydia trachomatis by (a) age group, (b) study site, (c) odds ratio versus
other effect size measures, (d) adjusted versus non-adjusted effect sizes, (e) vaginal microbiota assessed before, after and at the same time as infection and (f) diagnosis method.

heterogeneity among studies. For both HPV and C. trachomatis, no
clear effect of the type of measure of association on the heteroge-
neity could be highlighted. Measures of association were slightly
higher for adjusted measures for both HPV and C. trachomatis
compared with non-adjusted measures, and only consistent with
one another for C. trachomatis. Measures of association did not

differ between studies where the vaginal microbiota was assessed
before STI and studies where both were assessed at the same time,
results were still highly heterogeneous. Additionally, a subgroup
analysis on incident versus prevalent cases of infection is presented
in Supplementary material (Fig. S3) and shows no clear effect of this
factor.
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(c)

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl)  Weight
Odds-ratio H
Wiesenfeld H2002 cOR Nugent - 2.67 (1.45,4.93)2.39
Ness RB 2002 cOR Nugent , — 2.45 (1.68, 3.57)5.93
Yen S 2003 aOR Nugent —_—— 1.57 (1.12, 2.18)10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent - 1.93(1.08, 3.44)4.41
Uma S 2005 cOR Nugent — 0.93 (0.43, 1.99)7.37
Yoshimura K 2009 cOR Nugent : 2.62(1.41,4.85)2.45
Kapiga S 2009 OR Nugent —0:|: H 0.70 (0.40, 1.20)12.05
Znazen A 2010 cOR Nugent - 1.25 (0.62, 2.52)5.91
MarconiC 2011 cOR Nugent _— 0.91 (0.35, 2.34)5.57
Francis SC* 2014 aOR Nugent 4+ 1.34 (0.92, 1.97)10.36
Mongelos P 2015 cOR Nugent ! 5.24 (1.86, 14.810.20
van der Veer 2016 cOR Sequencing 1.79 (0.77, 4.15)2.51
Subtotal (I-squared = 54.6%, p = 0.012) et 1.46 (1.07, 1.85)69.44
. i
Other than odds-ratio !
Kaul R 2007 alRR Nugent 2.10 (1.10, 3.80)3.61
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —_— 1.75 (1.37, 2.23)11.64
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent ‘ 1.50 (0.70, 3.40)3.61
Aghaizu A 2014 aRR Nugent 2.00 (1.10, 3.90)3.41
Abbai NS 2015 aHR Amsel —— 1.45(0.91, 2.30)8.28
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.887) L 1.70 (1.37, 2.03)30.56
]
Overall (I-squared =46.8%, p = 0.018) <> 1.51 (1.22, 1.81)100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis |
T T
0 .5 1

negatively associated positively associated
Random effect analysis - Association between microbiota composition and Ct infection

N —
o

(d)

First Measure of %

o
author Year association Diagnosis ES (95% Cl)  Weight
Non-adjusted H

Wiesenfeld H2002 cOR Nugent - 2.67 (1.45,4.93)2.39
Ness RB 2002 cOR Nugent | —_——— 2.45 (1.68, 3.57)5.93
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent : 1.93 (1.08, 3.44)4.41
Uma S 2005 cOR Nugent —_— 0.93 (0.43, 1.99)7.37
Yoshimura K 2009 cOR Nugent 2.62 (1.41,4.85)2.45
Kapiga S 2009 OR Nugent —_— 0.70 (0.40, 1.20)12.05
Znazen A 2010 cOR Nugent —_—t 1.25 (0.62, 2.52)5.91
Marconi C 2011 cOR Nugent —_— 0.91 (0.35, 2.34)5.57
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent 1.50 (0.70, 3.40)3.61
Mongelos P 2015 cOR Nugent 5.24 (1.86, 14.810.20

van der Veer @016 cOR Sequencing 1.79(0.77, 4.15)2.51

i
Subtotal (I-squared = 55.5%, p = 0.013) <> 1.51(1.02, 2.01)52.39
Adjusted :
Yen S 2003 aOR Nugent —_— 1.57 (1.12, 2.18)10.30
Kaul R 2007 alRR Nugent 2.10(1.10, 3.80)3.61
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —_ 1.75 (1.37, 2.23)11.64
Aghaizu A 2014 aRR Nugent . 2.00 (1.10, 3.90)3.41
Francis SC* 2014 aOR Nugent T 1.34 (0.92, 1.97)10.36
Abbai NS 2015 aHR Amsel -—— 1.45 (0.91, 2.30)8.28
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.785) = 1.60 (1.34, 1.85)47.61
i
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) < 1.51 (1.22, 1.81)100.00
T
NOTE: Weights are from random effects analysis !
T T T
0 i5) 1 2 6

negatively associated positively associated
Random effect analysis - Association between microbiota composition and Ct infection

Fig. 4. (continued).

Lastly, the vaginal microbiota characterization method did not Risk of bias
explain heterogeneity across studies for C. trachomatis. When

restricted to studies that used Nugent score, results were still highly Funnel plots and Egger's tests were performed for each STI and
heterogeneous. However, for HPV, a trend for higher measures of no publication bias could be highlighted for any of the considered
association was observed when the method used was Amsel's STIs (see Supplementary material, Fig. S2), graphically or by means

criteria. of Egger's test.
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(e)

45

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Concurrently .
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent 2.67 (1.45,4.93) 239
Ness RB 2002 cOR Nugent e 2.45(1.68, 3.57) 5.93
YenS 2003 aOR Nugent —_—— 1.57 (1.12, 2.18) 10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent T 1.93 (1.08, 3.44) 441
Uma S 2005 cOR Nugent —0—‘_ 0.93 (0.43, 1.99) 7.37
KaulR 2007 alRR Nugent 2.10(1.10, 3.80) 3.61
Kapiga S 2009 OR Nugent —_— ! 0.70 (0.40,1.20)  12.05
Yoshimura K 2009 cOR Nugent 2.62(1.41,4.85) 245
Znazen A 2010 cOR Nugent —_— 1.25(0.62, 2.52) 5.91
Marconi C 2011 cOR Nugent —_— 0.91(0.35,2.34) 557
Francis SC* 2014 aOR Nugent -—Qﬂ‘— 1.34 (0.92, 1.97) 10.36
Mongelos P 2015 cOR Nugent : 5.24 (1.86, 14.81) 0.20
vander VeerC 2016 cOR Sequencing T 1.79(0.77, 4.15) 251
Subtotal (I-squared = 53.3%, p = 0.012) L 149(1.12,1.87)  73.05
. i
Before .
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —— 1.75(1.37, 2.23) 11.64
Aghaizu A 2014 aRR Nugent ; 200(1.10,390) 341
Abbai NS 2015 aHR Amsel -— 1.45(0.91, 2.30) 8.28
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.697) - 1.69 (1.33, 2.04) 2334

1
After |
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent 1.50 (0.70, 3.40) 3.61
Subtotal (I-squared =.%, p =) <:> 1.50 (0.15,2.85)  3.61
. i
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) o 151(1.22,1.81)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :

T T T
0 5 1 2

negatively associated

positively associated

Random effect analysis - Association between microbiota composition and Ct infection

(f)

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl)  Weight
Nugent score .
Wiesenfeld H2002 cOR Nugent - 2.67 (1.45,4.93)2.39
Ness RB 2002 cOR Nugent | ———— 2.45 (1.68, 3.57)5.93
Yen S 2003 aOR Nugent —_— 1.57 (1.12, 2.18)10.30
Uma S 2005 cOR Nugent s m— 0.93 (0.43, 1.99)7.37
Kaul R 2007 alRR Nugent 2.10 (1.10, 3.80)3.61
Yoshimura K 2009 cOR Nugent : 2.62(1.41,4.85)2.45
Kapiga S 2009 OR Nugent H 0.70 (0.40, 1.20)12.05
Brotman RB* 2010 aHR Nugent —-E— 1.75 (1.37, 2.23)11.64
Znazen A 2010 cOR Nugent —_— 1.25(0.62, 2.52)5.91
MarconiC 2011 cOR Nugent _— 0.91 (0.35, 2.34)5.57
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent 1.50 (0.70, 3.40)3.61
Aghaizu A 2014 aRR Nugent 2.00 (1.10, 3.90)3.41
Francis SC* 2014 aOR Nugent e 1.34 (0.92, 1.97)10.36
Mongelos P 2015 cOR Nugent . 5.24 (1.86, 14.810.20
Subtotal (I-squared = 55.1%, p = 0.007) <> 1.51 (1.16, 1.85)84.80
. i
Other than Nugent score .
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent L 1.93 (1.08, 3.44)4.41
Abbai NS 2015 aHR Amsel —— 1.45(0.91, 2.30)8.28
van der Veer 2016 cOR Sequencing T 1.79 (0.77, 4.15)2.51
Subtotal (I-squared =0.0%, p = 0.767) _ — 1.60 (1.03, 2.16)15.20
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) Q 1.51 (1.22, 1.81)100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis ; : ;
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Evaluation of methodological quality was assessed using the
Newcastle—Ottawa scale. All the selected studies rated at least five

Fig. 4. (continued).

stars out of nine, indicating medium-to-high methodological

quality and limited impact on the risk of bias. Studies with the

Discussion

lowest scores on this scale (five stars out of nine, for four studies out

of 39) had cross-sectional designs and were lacking adjustment on
important cofactors for STI acquisition, in particular factors linked

to recent sexual exposure (e.g. number of partners in recent
months/years, lifetime number of partners).

The vaginal ecosystem exists as a finely tuned equilibrium be-
tween microorganisms and the host. Modern next-generation
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sequencing-based characterization of the vaginal microbiota has
provided a more in-depth and detailed composition of the micro-
biota. It distinguishes several kinds of microbiota: HL-VMB, corre-
sponding to low Nugent scores and negative Amsel test, and a LL-
VMB, comprising a wide array of strict and facultative anaerobes,
corresponding to high Nugent scores and positive Amsel test
[19,27]. Hence, these methods align well despite having different
resolutions. It is believed that a disruption of this equilibrium and a
lack of Lactobacillus spp. could play a role in the physiopathology of
reproductive tract infections, such as C. trachomatis, N. gonorrhoeae,
M. genitalium or HPV. Conversely, STI pathogens could modify the
vaginal microbiota composition. Stemming from this hypothesis
and as a first step towards understanding the interrelation between
the vaginal microbiota and STIs, our systematic review and meta-
analysis is the first to our knowledge to evaluate systematically
the statistical association between vaginal microbiota and these
four STIs and reflects the state of the art on this topic.

Our results suggested a trend towards a positive association
between LL-VMB and HPV as well as C. trachomatis infection, which
is coherent with in vitro studies suggesting a potential protective
role of HL-VMB through lactic acid production, bacteriocin pro-
duction or ecological competition [28—32]. In contrast, no clear
trend for an association between vaginal microbiota and
N. gonorrhoeae could be detected. Reasons for this difference could
be linked to different characteristics of the considered pathogens in
terms of infectivity or pathogenicity. Regarding the potential role of
the microbiota, the ability of Lactobacillus spp. to prevent
N. gonorrhoeae infection or contribute to its resolution in vitro and
in vivo has been debated previously [33]. As for M. genitalium
infection, our systematic review primarily highlighted the fact that
too few studies have been conducted, owing to the fact that
M. genitalium importance is growing and fewer research studies
have been undertaken.

For two of the four STIs considered, this meta-analysis identified
heterogeneity of the measures of association with vaginal micro-
biota among the selected studies. Two factors appeared to be
important. Study site partially explained the heterogeneity
observed among studies. This result suggests that another, as yet
unknown, factor such as the genetic background, sexual practices
or personal hygiene behaviours varying across geographical areas
could greatly influence the composition of the vaginal microbiota.
The microbiota characterization method was another important
factor driving the observed association. Indeed, the association
between LL-VMB and HPV infection was higher in studies using the
Amsel's criteria. As these criteria use both microscopy and clinical
signs, and Nugent score is solely based on microscopy, the presence
of clinical signs used in Amsel's criteria might actually contribute
more to the association with HPV infection than the presence or
absence of Lactobacillus spp. as defined by Nugent score. Under this
hypothesis, a focus on combining clinical signs detection and
microbiological evaluation of the vaginal microbiota should be
explored.

The present meta-analysis has several limitations. Though we
selected studies where STI diagnosis was based on DNA or RNA
detection, the methods used have different sensitivities, which may
have biased the results. To characterize the vaginal microbiota, four
different methods were used: Amsel's criteria, Nugent score,
presence of clue cells and 16S rRNA gene sequencing. Evaluations of
the vaginal microbiota according to the Nugent scoring system,
Amsel's criteria and the presence of clue cells do not overlap
perfectly and have low resolution [22,34,35]. This could be
considered a limitation, but a strong correlation exists between
these methods and LL-VMB determined using 16S rRNA gene
amplicon sequencing [19,27].

We chose to pool data from all HL-VMB groups commonly
identified by 16S rRNA gene sequencing analysis (i.e. L. crispatus-,
L. gasseri-, L. iners- and L. jensenii-dominated Community State
Types), whereas LL-VMB comprised women presenting with a
combination of diverse anaerobes, to fit the Nugent score and
Amsel's criteria. This pooling may not be relevant as different
species of Lactobacillus may have different effects on STIs. Zozaya-
Hinchliffe et al. have shown that L. crispatus and L. jensenii were
predominantly found in women with a 0—3 Nugent score while
L. iners could be found in high proportions in all categories of the
Nugent score, including the 7—10 category [36]. The use of mo-
lecular techniques such as next-generation sequencing applied to
genes conserved in all Bacteria and Archaea (16S rRNA gene or
cpn60 [37]) enables a more in-depth characterization of the vaginal
microbiota that could provide better insights into the association
between microbiota and STIs.

Given the different types of measures of association reported in
the selected studies, no overall measure of association could be
inferred from our meta-analysis. Intrinsic to meta-analysis, the
issue of publication bias arose, in particular when authors reported
as not significant the association between vaginal microbiota and a
given STI, instead of providing the point estimate and its 95% CI or
raw data. This was the case in one of the articles reviewed for full
reading and excluded for this reason [38]. Therefore, it is likely that
the ‘true’ value of the association between vaginal microbiota and a
given STI is lower than what could be evaluated by pooling pub-
lished estimates.

There are strong biological arguments to support the hypothesis
that LL-VMB and presence of anaerobes are risk factors for STI
acquisition. First, Lactobacillus species are thought to be protective
against STIs through competition, production of lactic acid that
lowers pH, and production of target-specific bacteriocins. There-
fore, the absence of Lactobacillus species would lead to greater
susceptibility to infections. Second, vaginal strict and facultative
anaerobes seem to produce nitrosamines, cytokines and inflam-
matory mediators that are thought to be associated with cervical
inflammation [39], and mucin-degrading enzymes [40,41] that
lower barriers to infections. Because this LL-VMB state can persist
over long periods of time or occur frequently in a large number of
women [42], it might still represent a normal state but associated
with higher risk, should these women be exposed to an STI
pathogen.

Overall, our results advocate for the use of a more standardized,
reproducible and sensitive method for characterizing the vaginal
microbiota. The ability to distinguish communities dominated by
different Lactobacillus spp. is important, as Lactobacillus spp. have
unique properties with differential effects on STI pathogens.
Further, studies that rely on longitudinal and prospective designs
will need to be undertaken to address the directionality of this
complex association, in particular whether a change in the vaginal
microbiota occurs before, at the same time as (similar or simulta-
neous transmission mode of the microbiota and STIs [38,43]), or
after an infection. Ultimately, more functional analyses of the
vaginal microbiota are necessary in the context of STIs, so that it can
be leveraged into improved public health strategies. Understanding
the relationship between STIs and the vaginal microbiota is key to
propose a comprehensive approach to sexual and reproductive
health. Characterizing the vaginal microbiota will pave the way to
new prevention and screening strategies, diagnostic tools and
therapeutic solutions based on individual's predispositions to
infection, including the development of probiotics. High
throughput DNA sequencing methods have opened the door to an
era of personalized medicine and enabled the introduction of ge-
nomics in public health and epidemiology.
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A.2 Evaluation de la qualité des études sélectionnées
dans la méta-analyse
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A.3 Analyse de sensibilité pour les infections a Chlamydia
trachomatis et Neisseria gonorrheae

Des analyses de sensibilité ont été réalisées pour les infections a C. trachomatis et N. gonor-
rheae en excluant deux études ou les résultats étaient séparés selon les trois catégories du
score de Nugent : 0-3, 4-6 et 7-10, en prenant la catégorie 0-3 seule comme référence pour le
calcul des mesures d'associations, au lieu des catégories 0-3 et 4-6 ensemble, et pour lesquelles
il n'était pas possible de recalculer de nouvelles mesures d'associations (Francis et al. (2014),
Brotman et al. (2010), figure A.1).

L’exclusion de ces deux études n'a pas modifié les moyennes des mesures d'association pour
ces deux infections, ni les mesures d’hétérogénéité (I?).

A.4 Analyse de sous-groupe sur les cas incidents et cas
prévalents d’infections a Chlamydia trachomatis et
HPV

Une analyse de sous-groupe comparant les études ayant travaillé sur des cas incidents d'in-
fection et les études ayant travaillé sur des cas prévalents d'infection, pour les infections par
C. trachomatis et HPV, a été réalisée afin de voir si ce facteur expliquait I'hétérogénéité ob-
servée dans les mesures d'association entre ces infections et un LL-VMB (figure A.2). Cette
analyse de sous-groupe ne montre pas d'effet clair de ce facteur et ne permet pas d'expliquer
I'hétérogénéité observée entre les études.
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent : + 2.67 (1.45,4.93) 3.37

!
Ness RB 2002 cOR Nugent : —_— 2.45(1.68,3.57) 7.75
Yen S 2003 aOR Nugent —_— 1.57 (1.12,2.18) 12.32
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent . 1.93(1.08,3.44) 5.96

!
Uma S 2005 cOR Nugent —O—f— 0.93(0.43,1.99) 9.35
Kaul R 2007 alRR Nugent : + 2.10(1.10,3.80) 4.96

|
Yoshimura K 2009 cOR Nugent : + 2.62(1.41,4.85) 345
Kapiga S 2009 OR Nugent —_— ' 0.70 (0.40,1.20) 13.94
Znazen A 2010 cOR Nugent _— 1.25(0.62,2.52) 7.73

|
Marconi C 2011 cOR Nugent : 0.91(0.35,2.34) 7.34
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent 1.50 (0.70, 3.40) 4.96

]
Aghaizu A 2014 aRR Nugent * + 2.00(1.10,3.90) 4.71
Abbai NS 2015 aHR Amsel - 1.45(0.91,2.30) 10.31
MongelosP 2015 COR Nugent | 5.24 (1.86, 14.81) 0.30

i
van der Veer C 2016 cOR Sequencing — 1.79(0.77,4.15)  3.53

NOTE: Weights are from random effects analysis

Overall (I-squared = 47.9%, p = 0.020) <> 153(1.17,1.89)  100.00
'
i
h

T T T T
0 5 1 2 6

negatively associated positively associated

(a) Chlamydia trachomatis

First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
‘
Ness RB 2002  cOR Nugent i - 2.34(1.31,4.17) 6.14
|
'
Yen S 2003 cOR Nugent * 1.46 (0.75, 2.83) 10.95
1
'
Uma S 2005 cOR Nugent n ag > 3.75(0.39, 36.24) 0.04
‘
Kaul R 2007  alRR Nugent o 0.80 (0.50, 1.40) 37.46
|
Kapiga S 2009 OR Nugent - — 0.90 (0.50, 1.40) 37.46
|
Abbai NS 2015  aHR Amsel - 1.66 (0.83, 3.32) 7.93
|
|
Overall (I-squared = 19.8%, p = 0.284) <> 1.07 (0.71, 1.44) 100.00
L
T
|
'
NOTE: Weights are from random effects analysis '
L
T T T T

0 5 1 2 6
negatively associated positively associated

(b) Neisseria gonorrheae

F1GURE A.1 — Diagrammes en forét des analyses de sensibilité entre microbiote vaginal dé-
ficient en Lactobacillus spp. et (a) Chlamydia trachomatis et (b) Neisseria gonorrheae, ex-
cluant les études fournissant des estimations d'association prenant la catégorie 0-3 du score
de Nugent comme référence au lieu de I'ensemble des individus des catégories 0-3 et 4-6 du
score de Nugent.

OR : Odds-ratio; RR : Risque relatif ; IRR : Ratio de taux d'incidence ; HR : Hazard Ratio ; ES : effect size; Cl :
Intervalle de confiance. Les mesures ajustées sont indiquées par le préfixe a- devant la mesure d’association.
Les OR calculés a partir de données brutes sont indiqués par le préfixe c-.
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First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Prevalent cases :
Ness RB 2002 cOR Nugent | —— B 2.45 (1.68, 3.57) 5.93
Wiesenfeld HC 2002 cOR Nugent - +- 2.67 (1.45,4.93) 239
Yen S 2003 aOR Nugent —_—— 1.57 (1.12, 2.18) 10.30
Garcia PJ 2004 cOR Both Amsel and Nugent g 1.93 (1.08, 3.44) 4.41
Uma S 2005 CcOR Nugent _0—;— 0.93 (0.43, 1.99) 7.37
Yoshimura K 2009 cOR Nugent : * 2.62(1.41,4.85) 245
Znazen A 2010 cOR Nugent : 1.25(0.62, 2.52) 5.91
Marconi C 2011 cOR Nugent 0.91(0.35, 2.34) 5.57
Mongelos P 2015 cOR Nugent : 5.24 (1.86, 14.81) 0.20
van der Veer C 2016 cOR Sequencing : +- 1.79 (0.77, 4.15) 251
Subtotal (I-squared = 29.2%, p = 0.176) :0 162(1.21,203)  47.03
. '
Incident cases :
Kaul R 2007 alRR Nugent : 2.10(1.10, 3.80) 3.61
Kapiga S 2009 OR Nugent —_—— 0.70 (0.40, 1.20) 12.05
Brotman RB* 2010 aHR Nugent +0— 1.75(1.37,2.23) 11.64
Bradshaw CS 2013 IRR Nugent 1.50 (0.70, 3.40) 3.61
Aghaizu A 2014 aRR Nugent : +- 2.00(1.10, 3.90) 3.41
Francis SC* 2014 aOR Nugent -—— 1.34 (0.92, 1.97) 10.36
Abbai NS 2015 aHR Amsel - 1.45 (0.91, 2.30) 8.28
Subtotal (I-squared = 61.2%, p = 0.017) T 1.42(0.99, 1.84) 52,97

'
Overall (I-squared = 46.8%, p = 0.018) <> 1.51(1.22,1.81) 100.00

T
NOTE: Weights are from random effects analysis !

o 5 o 2 6
negatively associated positively associated
(a) Chlamydia trachomatis
First Measure of %
author Year association Diagnosis ES (95% Cl) Weight
Incident cases | |
Moscicki AB 2001 HR Amsel — 0.99 (0.46,2.12) 5.42
Mao C 2003 aOR Amsel T + 2.50(1.50,4.10) 3.32
Oakeshott P 2012 RR Nugent T 1.32(0.94,1.85) 7.77
Brotman RM 2014 cOR Sequencing T + 2.75(0.27,28.04) 0.04
Subtotal (I-squared = 20.7%, p = 0.286) b — 1.39(0.88,1.91) 16.56
'

Prevalent cases '
Castle PE 2001 cOR Nugent e 0.80 (0.44,1.44) 7.49
Allsworth JE 2008 aRR Nugent —_——, 1.08 (0.82, 1.42) 8.69
Rahkola P 2009 cOR Clue cells —_—— ! 0.60 (0.30,1.19) 7.84
Verteramo R 2009 OR Amsel & 1.71(0.98,2.98) 4.53
Nam KH 2009 cOR Amsel 1.60 (0.81,3.14) 3.81
Wiley DJ 2011 cOR Amsel —— 1.52(1.06,2.18) 7.09
Caiyan X 2011 cOR Amsel | —_— 2.42(1.92,3.05) 7.08
Watson-Jones D 2013 aOR Nugent *> 0.83(0.30,2.30) 4.53
Lazenby GB 2013 cOR Nugent : - 1.87 (0.97,3.62) 3.24
Mongelos P 2015 cOR Nugent - 1.92(0.94,393) 275
LiuJ 2015 aOR Amsel | _— 2.62(1.90,3.61) 5.28
Mitra A 2015 cOR Sequencing +- 1.47 (0.50,4.36) 1.86
Oh HY 2015 cOR Sequencing T 1.91(0.83,4.39) 2.12
Marks MA 2015 aRR Amsel —_— 2.11(1.54,291) 6.28
Peres AL 2015 cOR Clue cells - 1.31(0.92,1.87) 7.63
Caixeta RC 2015 aOR Clue cells L 244 (1.44,411) 321
Subtotal (I-squared = 71.3%, p = 0.000) e 1.55(1.21,1.89) 83.44
N ]
Overall (I-squared = 66.1%, p = 0.000) <> 1.563(1.23,1.82)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis ; ! ;

0

negatively associated

5

positively associated

(b) HPV

FIGURE A.2 — Analyse de sous-groupe de |'association entre microbiote vaginal et (a) Chla-
mydia trachomatis et (b) HPV, pour les cas incidents versus prévalents d'infection.

OR : Odds-ratio; RR : Risque relatif ; IRR : Ratio de taux d'incidence ; HR : Hazard Ratio ; ES : effect size; Cl :
Intervalle de confiance. Les mesures ajustées sont indiquées par le préfixe a- devant la mesure d’association.
Les OR calculés a partir de données brutes sont indiqués par le préfixe c-.
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SHORT REPORT

Vaginal microbiota composition and association with
prevalent Chlamydia trachomatis infection: a cross-
sectional study of young women attending a STI clinic

in France

Jeanne Tamarelle," Bertille de Barbeyrac,” Isabelle Le Hen,® Anne Thiébaut,'
Cécile Bébéar,” Jacques Ravel,* Elisabeth Delarocque-Astagneau’

ABSTRACT

Objectives New molecular techniques have allowed
describing groups of bacterial communities in the
vagina (community state types (CST)) that could play an
important role in Chlamydia trachomatis (CT) infection.
Our aim was to describe the distribution of CST in a
population of young women in France.

Methods A cross-sectional study was carried out in
June 2015 among anonymous young women attending
a STl clinic in Bordeaux, France. Participants provided a
vaginal sample for CT screening and sociodemographic
data. CT was diagnosed using the Aptima-combo

2 transcription-mediated-amplification assay. Vaginal
microbiota composition was characterised using 16S
rRNA gene amplicon sequencing.

Results Microbiota composition and CT status were
available for 132 women. CST dominated by Lactobacillus
crispatus (CST-I), L. iners (CST-II) and a diversity of
anaerobes (CST-IV) represented 37.1%, 38.6% and 22.0%
of the sample, respectively. Twenty-one out of 132 women
were CT positive. Proportions of CT-positive women were
higher for samples belonging to CST-IIl (21.6%) and CST-IV
(17.2%) than to CST-1 (8.2%).

Conclusions Five CST were found in 132 young
women from a STI clinic in France. These CSTs were not
significantly associated with CT but higher proportions
of CT-positive women were found in CST-Ill and CST-1V,
consistent with a previous study in the Netherlands.
Though our study lacked statistical power and was
cross-sectional, it is a necessary first step to understand
the structure of the vaginal microbiota in French women
with or without infection before performing in-depth
longitudinal studies.

INTRODUCTION

The vaginal microbiota, in particular Lactobacillus
spp., is thought to play a major role in preventing
STIs through mechanisms such as ecological
competition, the production of lactic acid and anti-
microbials such as bacteriocins.'? Using culture-inde-
pendent methods, groups of bacterial communities
have been described in the vagina (community state
types (CST)).” Four CSTs are often dominated by
Lactobacillus spp. (CST-1: L. crispatus; CST-II: L.
gasseri; CST-II: L. iners; CST-V: L. jensenii) and

one CST has low or no Lactobacillus spp. and a
wide array of strict and facultative anaerobes (CST-
IV). These CSTs are hypothesised to differentially
affect the risk to STIs.

Genital infection with Chlamydia trachomatis
(CT) is the most reported bacterial STI worldwide,*
in particular among young women. Though mostly
asymptomatic, this infection can progress towards
pelvic inflammatory disease (PID), which, if left
untreated, is associated with tubal factor infertility
and ectopic pregnancy.’ The last estimate of CT
positivity in France was 8.3% among women aged
18-24years in 2012.° Throughout the course of
CT, many factors are likely to play a role in modu-
lating the risk of infection, persistence and progres-
sion towards PID, including the composition and
function of the vaginal microbiota.

Here, we sought to characterise the vaginal
microbiota in consecutive women attending a STI
clinic in Bordeaux, France, and compare our results
with previous findings.

METHODS

Design and study population

A cross-sectional study was carried out in June 2015
that aimed at characterising the vaginal microbiota
composition in young women attending a STI
clinic in Bordeaux, France. Participants provided a
single self-collected vaginal sample for routine CT
screening and sociodemographic data such as age,
place of birth and reasons for consultation.

CT screening and vaginal microbiota
characterisation

Vaginal samples were kept in Aptima (Hologic)
medium allowing transportation at room tempera-
ture. CT screening was carried out at the CT
National Reference Centre using the Aptima-combo
2 transcription-mediated-amplification assay. A
200ul aliquot of the samples was centrifuged
and resuspended in 300 ul of MoBio Microbiome
Kit (MoBio/Qiagen) lysis buffer and processed
according to the manufacturer’s recommendation.
The DNA was eluted in 100 pul of elution buffer.
Vaginal microbiota composition was characterised
using 16S rRNA gene amplicon sequencing on an
Ilumina MiSeq platform (San Diego, California,
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USA) using the 300 paired-end protocol. A total of 50ng of
DNA was subject to PCR amplification of the V3-V4 region
of the 16S rRNA gene using a dual-indexing approach previ-
ously published.” Sequence reads were processed and taxonomic
assignments were performed on each assembled sequence using
PECAN, a novel and rapid taxonomic classifier that affords clas-
sification of all sequence reads (ravel-lab.org/pecan).

CST clustering and statistical analysis
Women were grouped into CSTs using hierarchical clustering.
The clustering was implemented in R statistical package ‘stats’
using Ward linkage hierarchical clustering based on Jensen-
Shannon divergence metrics. CT-positive women and CT-neg-
ative women were compared using Fisher-exact test. Statistical
analyses were performed using Stata V.12.0 and R V.3.3.0.
Attendance at the STI clinic is completely anonymous. The
samples and data used in this research were collected as part
of routine care. Oral consent was obtained from participants,
after providing information on this use. The electronic database
is hosted with the authorisation of the French National Commis-
sion for Computed Data and Individual Freedom.

RESULTS

Sociodemographic characteristics

A total of 151 women were recruited in the STI clinic in Bordeaux
and provided vaginal samples for CT diagnosis and vaginal micro-
biota characterisation, of which 132 yielded workable results.

0 04
Phylotypes relative abundance

Age was available for 119 women and ranged from 16 to 33
years. Out of 116 women for which the origin was available,
87.9% were born in Metropolitan France, whereas the rest of
them were born abroad or in overseas French departments.
Main reasons for the visit were ‘at risk intercourse’ (20.5%),
‘problem in condom use’ (19.7%), ‘before stopping condom use’
(19.7%), ‘change of partner’ (13.7%) and ‘symptoms’ (6%).

Vaginal microbiota composition

CSTs dominated by L. crispatus (CST-I), L. iners (CST-III) or
lacking Lactobacillus spp. and comprising a wide array of strict
and facultative anaerobes (CST-IV) represented 37.1%, 38.6%
and 22.0% of the samples, respectively (figure 1 and online
Supplementary table 1). Only a few samples were assigned to
CST-1I and CST-V. L. crispatus was either present in very low or
high proportion of the vaginal microbiota, accounting for up to
97% of the microbiota for some women. Similarly, the propor-
tion of L. iners in some women reached 98%. Among CST-IV
communities, no single bacteria dominated the vaginal micro-
biota, but both Gardnerella vaginalis and Atopobium vaginae
were commonly found.

Within CST-I and CST-III, two subgroups could be high-
lighted, one for which the Lactobacillus spp. was highly domi-
nant (CST-IA and CST-IITA) and one for which it was dominant
but other taxa were present at low abundance (CST-IB and
CST-IIIB) (figure 1).

Chlamydia trachomatis status

B neg
O pos

A v =

Lactobacillus iners I I .
Lactobacillus crispatus ﬂ L W I
Gardnerella vaginalis | . -- I F
|l | | I

Lactobacillus jensenii
Atopobium vaginae
Lactobacillus gasseri
Streptococcus [
Prevotella bivia
Megasphaera sp type 1
Escherichia coli
Finegoldia magna
Leptotrichia amnionii
Prevotella genogroup 2
Lactobacillus vaginalis I
Sneathia sanguinegens
Peptoniphilus harei
Anaerococcus tetradius
Anaerococcus vaginalis
Veillonella
Eggerthella
Prevotella genogroup 1

Figure 1
France, June 2015.

| HHIII[ III \I |

i
| I
ﬂ I

Heatmap of relative abundance of microbial taxa found in the vaginal bacterial communities of 132 young women from a STI clinic in
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CT infection

Twenty-one women (15.9%) out of 132 were CT positive. All
CT-positive women were aged 18-24 years. Proportions of
CT-positive women were higher in CST-III (21.6%, 11 out of 51)
and CST-IV (17.2%, five out of 29) than in CST-I (8.2%, four
out of 49). CST-I represented 19.1% in CT-positive women and
40.5% in CT-negative women, while these proportions corre-
sponded to 52.4% and 36.0 for CST-III and 23.8% and 21.6%
for CST-IV (online Supplementary table 1).

ORs of being CT positive were 3.09 (95% CI 0.91 to 10.49)
for CST-III compared with CST-I and 2.34 (95% CI 0.58 to
9.55) for CST-IV compared with CST-I, though these results
were not statistically significant.

DISCUSSION

The high proportion of CT-positive women in our study (15.9%)
is probably due to the fact that study participants represented a
group of relatively high-risk women, compared with the general
population. CT positivity was much higher than the last estimate in
France, in a web-based study in 2012 where 8.3% of women aged
18-24 years in the general population were found positive for CT.®
All women infected with CT were aged 18-24 years, which corre-
sponds to the age group most affected by this infection.

The vaginal microbiota of young women was characterised using
culture-independent methods for the first time in French women.
Five CSTs could be described in these 132 young women attending
a STI clinic in France, with the three main CSTs being divided into
two subgroups each according to community diversity. CSTs were
not significantly associated with C. trachomatis status but higher
proportions of CT-positive women were found in CST-III and
CST-IV than in CST-1.

In a previous study by Ravel et al,’ the five CSTs were
found at a frequency of 26.2%, 6.3%, 34.1%, 27.4% and
5.3% for CST-I, CST-II, CST-III, CST-IV and CST-V, respec-
tively, in healthy CT-negative women from Baltimore and
Atlanta in the USA. Similar to our findings in CT-negative
women, CST-1, CST-IIT and CST-IV were the most prevalent
vaginal microbiota types found in this population, though our
study showed a higher proportion of CST-I in non-infected
women. This over-representation of CST-I in non-infected
women could be explained with an increased protection to
STIs by a community dominated by L. crispatus as previously
hypothesised by van der Veer e al.® In their study of a high-
risk population for STIs in the Netherlands, proportions
of CST-I, CST-III and CST-IV in CT-negative women were
39.0%, 26.8% and 34.2%, respectively. Among CT-positive
women, the distribution of CSTs in our study was somewhat
similar to that found by van der Veer et al (online Supple-
mentary table 1), except for CST-IV. This CST represented
48.1% of CT-positive women, while in our study it accounted
for only 23.8%. Our results in French women are similar to
the study of van der Veer et al hypothesising a detrimental
role of CST-TIT and CST-IV. Altogether, these data point to
a protective role of CST-I, dominated by L. crispatus, and
a potential increased risk for CT infection for women with
CST-TIT and CST-1V, which might vary by population. One
can speculate that these microbiota types are associated with
increased susceptibility; however, it cannot be excluded that

the infection itself results in CST-III and CST-IV vaginal
microbiota. Epidemiological studies, using the Nugent score,
a Gram stain and microscopy-based evaluation of the micro-
biota, have shown that high Nugent score is a risk factor for
CT, Neisseria gonorrhoeae and HIV infection.”’

The cross-sectional study design of the current study and the
relatively small sample size are a limitation. Further studies with
prospective longitudinal study design would afford determining
whether the vaginal microbiota predisposes to CT infection, or
whether CT infection modifies the composition of the vaginal
microbiota and would allow to account for the dynamics structure
of the vaginal microbiota over time previously reported.'® Finally,
analysis of the vaginal microbiota would strongly benefit from
information on sexual practices, personal hygiene, gynaecological
history or concurrent treatment, in particular oral contraceptive
and antibiotic use, information we did not have access to in this
study. Nonetheless, this study is a first necessary step to inform the
design of larger prospective longitudinal studies.

Handling editor Jackie A Cassell

Acknowledgements We would like to thank all the participants of this study, the
Centre Gratuit d'Information, de Dépistage et de Diagnostic (CeGIDD) of Bordeaux,
France, and all the staff who were involved in this study. The National Reference
Center for bacterial sexually transmitted infections is gratefully acknowledged.

Contributors JT was a major contributor in data analysis, with support from AT, JR
and ED-A. JT wrote the manuscript. BdB, ILH, CB and ED-A were major contributors
in the conception of the study. BdB and JR were major contributors in biological and
bioinformatics analyses. All authors read and approved the final manuscript.

Funding This study was funded by the 2013 Institut National du Cancer, Institut de
Recherche en Santé Publique (INCa-IReSP) call for projects 'Recherche Prévention
Primaire” (Reference number: A15012LS).

Competing interests None declared.
Ethics approval CNIL registration number: 1928790.
Provenance and peer review Not commissioned; externally peer reviewed.

© Article author(s) (or their employer(s) unless otherwise stated in the text of the
article) 2018. All rights reserved. No commercial use is permitted unless otherwise
expressly granted.

REFERENCES

1 Sobel JD. Is there a protective role for vaginal flora? Curr Infect Dis Rep
1999;1:379-83.

2 Wiesenfeld HC, Hillier SL, Krohn MA, et a/. Bacterial vaginosis is a strong predictor
of Neisseria gonorrhoeae and Chlamydia trachomatis infection. Clin Infect Dis
2003;36:663-8.

3 Ravel J, Gajer P, Abdo Z, et al. Vaginal microbiome of reproductive-age women. Proc
Nat/ Acad Sci U SA 2011;108(Suppl 1):4680-7.

4 Newman L, Rowley J, Vander Hoorn S, et al. Global estimates of the prevalence and
incidence of four curable sexually transmitted infections in 2012 based on systematic
review and global reporting. PLoS One 2015;10:e0143304.

5 Carey A, Beagley KW. Chlamydia trachomatis, a hidden epidemic: effects on female
reproduction and options for treatment. Am J Reprod Immunol 2010;63:576-86.

6 Barbeyrac Bde, Rahib D, Diego Sde, de Diego S, et al. P3.025 Internet testing for
Chlamydia in France in 2012. Sex Transm Infect 2013;89(Suppl 1):A155-6.

7 Kozich JJ, Westcott SL, Baxter NT, et al. Development of a dual-index sequencing
strategy and curation pipeline for analyzing amplicon sequence data on the MiSeq
lllumina sequencing platform. App/ Environ Microbiol 2013;79:5112-20.

8 van der Veer C, Bruisten SM, van der Helm JJ, et al. The cervicovaginal microbiota
in women notified for Chlamydia trachomatis infection: a case-control study at the
sexually transmitted infection outpatient clinic in Amsterdam, The Netherlands. Clin
Infect Dis 2017;64:24-31.

9 TahaTE, Hoover DR, Dallabetta GA, et al. Bacterial vaginosis and disturbances of
vaginal flora: association with increased acquisition of HIV. AIDS 1998;12:1699-706.

10 Gajer P, Brotman RM, Bai G, et al. Temporal dynamics of the human vaginal
microbiota. Sci Trans/ Med 2012;4;132ra52.

618 Tamarelle J, et al. Sex Transm Infect 2018;94:616—618. doi:10.1136/sextrans-2017-053346

1y61Adoo Aq pa1oalold (S39Y) Jnauadns juswaubliasug
| 8p anbiydeiBoliqig sousby 18 6T0Z ‘6 Joquia1das uo /wod fwg ns//:dny wol papeojumoqd ‘8T0Z Arenuer zZz Uo 97££G0-2T0Z-SURNXSS/9ETT 0T Se paysiignd 1sii) :108ju| Wisuel] Xas



Annexe

C

Ayant trait a la partie I

C.1 Article

Annexes 189



The Journal of Infectious Diseases

MAJOR ARTICLE

)SA

Infectious Diseases Society of America hiv medicine association

Nonoptimal Vaginal Microbiota After Azithromycin
Treatment for Chlamydia trachomatis Infection

Jeanne Tamarelle,' Bing Ma,>* Pawel Gajer,>* Mike S. Humphrys,” Mishka Terplan,*® Katrina S. Mark,* Anne C. M. Thiébaut,' Larry J. Forney,’
Rebecca M. Brotman,2® Elisabeth Delarocque-Astagneau,' Patrik M. Bavoil,” and Jacques Ravel>*

'Unité Mixte de Recherche 1181, Université Versailles-Saint-Quentin-en-Yvelines, Institut Pasteur, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Paris, France, “Institute for Genome
Sciences, University of Maryland School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA, *Department of Microbiology and Immunology, University of Maryland School of Medicine, Baltimore, Maryland,
USA, “Department of Obstetrics and Gynecology, University of Maryland School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA, “Department of Obstetrics and Gynecology, University of Maryland School
of Medicine, Baltimore, Maryland, USA, 5Department of Biological Sciences, University of Idaho, Moscow, Idaho, USA, aDepar‘[mem of Epidemiology and Public Health, University of Maryland
School of Medicine, Baltimore, Maryland, USA, and ’Department of Microbial Pathogenesis, University of Maryland School of Dentistry, Baltimore, Maryland, USA

We characterized the composition and structure of the vaginal microbiota in a cohort of 149 women with genital Chlamydia
trachomatis infection at baseline who were followed quarterly for 9 months after antibiotic treatment. At time of diagnosis, the vaginal
microbiota was dominated by Lactobacillus iners or a diverse array of bacterial vaginosis—associated bacteria including Gardnerella
vaginalis. Interestingly, L. iners-dominated communities were most common after azithromycin treatment (1 g monodose), con-
sistent with the observed relative resistance of L. iners to azithromycin. Lactobacillus iners—dominated communities have been asso-
ciated with increased risk of C. trachomatis infection, suggesting that the impact of antibiotic treatment on the vaginal microbiota
could favor reinfections. These results provide support for the dual need to account for the potential perturbing effect(s) of antibiotic

treatment on the vaginal microbiota, and to develop strategies to protect and restore optimal vaginal microbiota.

Keywords.
longitudinal.

vaginal microbiome; sexually transmitted infection; Chlamydia trachomatis; antibiotics; 16S rRNA gene sequencing;

In the United States, >1.7 million Chlamydia trachomatis
(CT) genital infections were reported in 2017 (528.8 cases
per 100 000), representing a 6.9% increase since 2016 [1].
However, this rate is considered an underestimate, as most
CT-positive cases are asymptomatic [2]. CT infection is par-
ticularly prevalent in females between the ages of 15 and
24 years, with a reported infection rate 4 times higher than
the general population [3]. Without appropriate treatment,
approximately 10%-20% of infected women develop pelvic
inflammatory disease [4, 5], which is associated with tubal
infertility and ectopic pregnancy [6].

The vaginal microbiota provides the first line of defense
against sexually transmitted infections (STIs). Lactobacillus
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spp produce lactic acid and other antimicrobial compounds
that maintain a protective environment [7]. The absence of
Lactobacillus spp, as in the clinical diagnosis of bacterial vag-
inosis (BV), is associated with increased risk of STIs [8-12].
CT transmission rates after exposure to an infected partner
are estimated at between 25% and 40% [13-15], indicating
that not all exposures result in successful infection and that
other factors, such as the vaginal microbiota, could be impor-
tant cofactors in susceptibility to infection. Recent large-scale
molecular surveys of the vaginal microbiota have revealed 5
broad vaginal bacterial community-state types (CSTs) [16,
17]. Four CSTs are dominated by Lactobacillus spp, while a
fifth is deficient in Lactobacillus but comprised of a diverse
set of strict and facultative anaerobes as often seen in BV. It
has been hypothesized that different CSTs respond differently
to disturbance events such as menstruation and medication
[16-20] and display different resilience, that is, the ability to
respond to, withstand, and recover from disturbance [21].
We sought to evaluate if the vaginal microbiota returns to a
more optimal state following antibiotic treatment for genital
CT infection. If the vaginal microbiota is not fully restored
in the months and years following CT treatment, it may help
to explain observed high rates of CT reinfection [22, 23].
We aimed to characterize the vaginal microbiota compo-
sition and structure of a cohort of 149 women with genital
CT infection who were followed quarterly for 9 months after
azithromycin treatment.
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METHODS

Study Design

Adolescents and young adults with positive tests for CT in-
fection were screened at clinic point-of-care centers and
community-based outreach sites by clinical staff at the
University of Maryland School of Medicine’s Adolescent and
Young Adult Center. Participants in the Chlamydia Adolescent/
Adult Reproductive Management (CHARM) research study
were invited upon notice of positive CT infection. The study
was approved by the institutional review board of the University
of Maryland, Baltimore (protocol number HP-00042350).
Included in this report are eligible females who were 12-40 years
old and self reported a history of sexual activity. The CHARM
cohort is described in detail elsewhere [24]. In addition, 99
CT-negative African American women, 19-44 years old, en-
rolled in the Vaginal Microbiota 400 Women Study (VM400)
[17], a cross-sectional study at the University of Maryland
School of Medicine, served as controls.

Study Procedure

At each CHARM enrollment visit (enrollment, 3 months,
6 months, and 9 months), an audio computer-assisted self-
interview was administered. Clinicians conducted a physical ex-
amination and specimen collection, and provided treatment for
CT using azithromycin 1 g orally in a single dose. When women
were CT positive at visit 2, 3, or 4, azithromycin treatment was
prescribed as needed and women remained in the study. Vaginal
specimens for microbiota analysis (ESwabs, Copan) were col-
lected from the mid-vaginal wall prior to antibiotic treatment,
stored in 1 mL liquid Amies, and archived at -80°C. CT was
determined by BD ProbeTec on urine specimens.

Sample Processing, 16S Ribosomal RNA Gene Amplification, and
Sequencing

Whole genomic DNA was extracted from 300-pL aliquots of Amies
solution as previously reported [17]. High-throughput amplification
and sequencing of the V3-V4 hypervariable regions of the 168 ribo-
somal RNA gene were performed using a validated and improved
dual-indexing approach [25]. Further bioinformatic processing fol-
lowed the DADA2 Workflow for Big Data and dada2 (version 1.5.2)
(https://benjjneb.github.io/dada2/bigdata.html [26]) as previously
reported [27]. Taxonomy was assigned to each amplicon sequence
variant generated by dada2 using Speciatelt (version 1.0, http://ravel-
lab.org/Speciatelt). Read counts for amplicon sequence variants as-
signed to the same taxonomy were summed for each sample. Data
analyses include hierarchical clustering of each community profiles
using Euclidian distance and assignment to one of the CSTs described
previously [16, 17], and community diversity estimation using the
Shannon diversity index [28].

Statistical Analyses
Analyses were carried out on samples with a total read count of
at least 1000, and on phylotypes present in at least 2 samples.

Baseline characteristics between CHARM participants who
were lost to follow-up after the first visit and those who did
not were compared using Fisher tests. To compare vaginal mi-
crobiota composition and structure among different groups,
we conducted analyses at the CST and at the phylotype levels.
At the phylotype level, we fitted negative binomial regression
models for each phylotype present in at least 20% of all sam-
ples, using the DESeq2 package in R [29]. At the CST level, we
fitted logistic regression models to compare vaginal microbiota
of CHARM visit 1 (CT positive) or CHARM visit 2 to those of
the VM400 controls. We applied a mixed-effect logistic regres-
sion model to compare CHARM visit 1 and visit 2 taking into
account intrawoman correlation between samples, using the
Ime4 package in R. To describe vaginal microbiota at all visits
and in the VM400 cohort controls, we used the Shannon di-
versity index, which accounts for both the number of different
taxa and their evenness. Values of the Shannon diversity index
were compared across CHARM visits and with the VM400 con-
trols using the Wilcoxon matched-pairs signed-rank test and
the Wilcoxon-Mann-Whitney rank-sum test, respectively. For
all these analyses, CT-positive samples at visits 2, 3, and 4 were
excluded because of the difficulty to distinguish between rein-
fections and treatment failures (see Results).

RESULTS

We enrolled 149 women with confirmed CT infection, mostly
African American (86%) and 13-33 years old who provided 141
baseline samples (visit 1), prior to treatment with 1 g single-
dose azithromycin. Additional samples were collected at each
subsequent visit and tested for CT (92, 85, and 77 samples, re-
spectively; Supplementary Figure 1). CT positivity was 18%
(n=17),14% (n = 12), and 18% (n = 14), respectively.

Participants’ demographic, behavioral, and medical history is
summarized in Supplementary Table 1. Women lost to follow-up
after visit 1 (n = 49) were less likely to have pelvic inflammatory
disease at baseline (data not shown); no other baseline character-
istics were significantly associated with cohort retention (n = 100),
including age, race, marital status, education, sexual orientation,
number of partners (lifetime and in the last 3 months), smoking
status, Nugent score, hormonal contraception, or CST.

For the CHARM cohort, we obtained 7 396 180 high-quality
sequences with an average of 18 725 (standard deviation [SD],
18 325) sequences per sample. For the VM400 controls, we gen-
erated 3 349 907 sequences with an average of 33 837 (SD, 17 024)
sequences per sample. A total of 319 phylotypes was identified
in the combined CHARM and VM400 datasets. The relative
abundance of each phylotype is illustrated in Figure 1 (data
available at https://github.com/ravel-lab/charm_longitudinal).

Vaginal Microbiota Composition Association With Prevalent CT Infection
To lower the dimensionality of the dataset, samples were assigned
to CSTs. CST I and III are often dominated by Lactobacillus
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crispatus and Lactobacillus iners, respectively, whereas CST IV
lacks Lactobacillus spp and includes a diverse array of facultative
and strict anaerobes. Further refinement revealed subtypes CST
1II-A/B and IV-A/B (Figure 1). Broadly, in CST III-A, L. iners
is dominating the vaginal community at a relative abundance
higher than approximately 80%, whereas in CST III-B, L. iners
remains the dominant species but at lower abundance while
anaerobes are also present. Within CST IV, CST IV-B is repre-
sented by a higher abundance of Gardnerella vaginalis.

Using a logistic regression model, we found that the frequen-
cies of each CST in CHARM visit 1 and VM400 cohort control
samples were significantly different (Supplementary Table 2).
We observed that CST III-A, CST III-B, CST IV-A, and CST
IV-B were significantly overrepresented in CHARM samples
compared to controls (odds ratios [ORs], 4.51 [95% confidence
interval {CI}, 1.41-16.42], 5.20 [95% CI, 1.66-18.72], 8.98 [95%
CI, 3.38-28.59], and 26.52 [95% CI, 8.84-94.91], respectively;

P values .015, .007, < .001, and < .001, respectively) (Figure 2).
The majority of CST IV samples (91%) were confirmed to have
Nugent scores >7, which is indicative of BV [31].

We fitted a negative binomial regression model to evaluate
specific phylotypes associated with CT infection (visit 1) com-
pared to the control group. We compared the relative abun-
dance of 40 phylotypes present in at least 20% of controls and
CHARM visit 1 samples (240 observations). Phylotypes signif-
icantly associated with either CHARM visit 1 or VM400 co-
hort controls are listed in Supplementary Table 3. Overall, 25
phylotypes had relative abundance that significantly differed
between the 2 groups (Supplementary Figure 2), among which
11 phylotypes were overrepresented in CT-positive vaginal mi-
crobiota, including G. vaginalis, Atopobium vaginae, bacterial
vaginosis—associated bacterium (BVAB) 2, and Mobiluncus
curtisii, whereas Lactobacillus spp were overrepresented in
VM400 CT-negative samples.
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Figure 1.

Heatmap representing the relative abundance of the 20 most abundant phylotypes found in the vaginal microbiota of 395 samples collected every 3 months for

9 months after azithromycin treatment for Chlamydia trachomatis by 149 young females in the Chlamydia Adolescent/Adult Reproductive Management prospective cohort,
Baltimore, Maryland, and 99 samples from 99 women enrolled in the VM400 cross-sectional control study, Baltimore, Maryland [30]. Ward linkage clustering was used
to cluster samples based on their Euclidian distance calculated in the “vegan” package in R. The 4 bars on top indicate community state types, according to the previous
naming convention [30], Nugent Score, vaginal pH, and visit number. Abbreviations: BVAB, bacterial vaginosis—associated bacteria; CHARM, Chlamydia Adolescent/Adult

Reproductive Management; CST, community state types.

Vaginal Microbiota After Azithromycin « JID 2019:XX (XX XXXX) « 3

6102 J8qWOAON O UO Josn unajsed IMisu| Aq 2666.55/662ZI/SIPIUIEE0L 0 |/10PAOBLISGR-0]ILIE-80UBADE/PI/L0D dNO"0IWSPEDE//SARY WO PEPEOUMO(



0.5
-~ VM400
oal * CHARM V1 (CT+)
*1 - CHARM V2 (CT-)

o 0.3 4 q
.8
=
e
=]
(=N
o
-
Ay

0.2 4

0.1 4

0.0 4

1 III-A 1II-B IV-A 1V-B
CST

Figure 2.  Proportions of community state types (CSTs) in Chlamydia Adolescent/
Adult Reproductive Management (CHARM) samples from visit 1 (Chlamydia
trachomatis [CT] positive) and visit 2 (CT negative, 3 months posttreatment) and
in VM400 controls.

CT Infection and Antibiotic Treatment Footprint on the Vaginal Microbiota
All women from the CHARM study were treated with
azithromycin after a CT-positive diagnosis at baseline.
Interestingly, 18% (n = 17) of women were CT positive at visit
2 (either because of treatment failure, reinfection with the same
untreated partner, or reinfection with another partner). The
frequency of each CST at visit 2 in CT-negative women (n = 74)
were compared to that of the VM400 cohort (cleared infection
vs noninfected). We observed that CST III-A, CST III-B CST
IV-A, and CST IV-B were again overrepresented in CHARM
CT-negative samples (ORs, 5.89 [95% CI, 1.91-21.01], 3.81
[95% CI, 1.16-14.13], 3.47 [95% CI, 1.23-11.47], and 9.88 [95%
CI, 3.09-36.88]), respectively; P values .003, .033, .027, and <
.001, respectively) (Supplementary Table 4 and Figure 2). At
the phylotype level, among 49 phylotypes present in at least
20% of CHARM visit 2 CT-negative and VM400 control sam-
ples (173 observations), 24 were statistically significant with 6
overrepresented in CHARM CT-negative samples compared
to controls, including A. vaginae, Gemella haemolysans, or
Peptoniphilus gorbachii. However, G. vaginalis, BVAB1, BVAB2,
and, interestingly, L. iners, were not statistically significant but
trended toward overrepresentation in CHARM CT-negative
samples (Supplementary Table 5 and Supplementary Figure 3).

Additionally, the frequency of CSTs in CHARM visit 2
CT-negative samples was compared to that of CHARM visit 1

(CT-positive). CST III-A was overrepresented in CT-negative
samples compared to CT-positive samples (Supplementary
Table 6 and Figure 2) (OR, 3.51 [95% CI, 1.45-8.75], using CST
IV-B as reference). In addition, among 33 phylotypes present in
at least 20% of CHARM visit 1 and visit 2 CT-negative samples
(215 observations), only L. iners appeared to be significantly
overrepresented in CT-negative samples at visit 2 compared to
visit 1 samples (negative log, fold change), this after correcting
for multiple testing (Supplementary Table 7 and Supplementary
Figure 4).

Long-Lasting Effect of CT Infection and Azithromycin Treatment on the
Vaginal Microbiota

The composition and structure of the vaginal microbiota
in CT-negative samples at visit 3 and visit 4 (6 months and
9 months after azithromycin treatment: n = 73 and n = 63,
respectively) were analyzed to evaluate whether CT infec-
tion and azithromycin treatment had a long-term effect on
the vaginal microbiota. While a major shift in CST was ob-
served between visit 1 and visit 2 (probably due to CT in-
fection and azithromycin treatment as suggested above), the
proportions of CST III and CST IV remained stable from visit
2 to visit 4 while women remained CT negative (Figure 3).
Interestingly, L. iners relative abundance increased greatly after
azithromycin treatment (visit 1 to visit 2; Figure 4A) whereas
Sneathia sanguinegens decreased, but the relative abundance
of no phylotype was statistically significantly different be-
tween visit 2 and visit 4 (Figure 4B and 4C). Shannon diversity
was significantly higher in CHARM visit 1 samples compared
to other CHARM samples and VM400 samples, and no dif-
ference was found between visits 2, 3, and 4 (Supplementary
Table 8 and Supplementary Figure 5).

L. iners and G. vaginalis Strain Resistance to Azithromycin

To evaluate whether the patterns we observed were associated
with antibiotic resistance of phylotypes associated with CST IV
(G. vaginalis) and CST III (L. iners), we performed antimicro-
bial susceptibility tests of 2 front-line antibiotic treatments for
CT genital infection, azithromycin and doxycycline, on several
strains of these 2 species (Figure 5 and Supplementary Table 9).
We observed low resistance to azithromycin (0.094-1.5 pug/mL)
for L. crispatus, Lactobacillus jensenii, and Lactobacillus gasseri;
however, some L. iners (5/10) and G. vaginalis (1/8) strains were
resistant to the highest concentration of azithromycin tested
(256 ug/mL). In contrast, doxycycline sensitivity was similar for
all inspected vaginal species (0.016-12 pg/mL), and no doxycy-
cline resistance was observed.

Community-State Types Transition Patterns From One Visit to Another
According to CT Infection Status

For each CHARM participant with follow-up samples (n = 100),
we generated CST transition patterns over the course of the
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Figure 3. Community state type (CST) proportions in Chlamydia Adolescent/Adult Reproductive Management (CHARM) samples from visit 1 (Chlamydia trachomatis
[CT] positive, pretreatment), visit 2 (CT negative only, 3 months posttreatment), visit 3 (CT negative only, 6 months posttreatment), and visit 4 (CT negative only, 9 months

posttreatment) and in VM400 controls.

study (Figure 6A). Analysis of individual trajectories confirmed
our findings that women commonly transitioned to L. iners—
dominated CST III-A after azithromycin treatment. However,
over time, women who were CST IV-A and CST IV-B before
treatment and transitioned to CST III at visit 2 then transitioned
back to CST IV or CST III-B, which both contain significant
levels of strict and facultative anaerobes. We further stratified
these CST transition patterns by restricting the analysis to (1)
participants who shifted from CT positive at visit 1, 2, or 3 to
CT negative at the following visit (Figure 6B); (2) participants

A Visit 1 - Visit 2 B Visit 2 - Visit 3

who remained CT negative for 2 consecutive visits (Figure 6C);
and (3) participants who tested CT negative at visit 2 or 3 but
CT positive at the following visit (Figure 6D).

Transitions from CT positive to CT negative (Figure 6B) at
any time during the study period (after azithromycin treatment)
were mostly associated with a transition to CST III-A (+75%),
supporting the findings obtained when comparing CHARM visit
1 (CT positive) to CHARM visit 2 (CT negative). These transi-
tions were observed in women who were either CST III-B or CST
IV-A/B when CT positive. Surprisingly, CST I was observed after
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Figure 4. Volcano plots displaying results of negative binomial regression model using the DESeq2 package on R [29], comparing phylotypes differentially expressed be-
tween Chlamydia Adolescent/Adult Reproductive Management (CHARM) samples: visit 1 (Chlamydia trachomatis [CT] positive) to visit 2 (CT negative) (A), visit 2 (CT negative)
to visit 3 (CT negative) (B), visit 3 (CT negative) to visit 4 (CT negative) (C), for phylotypes present in at least 20% of samples for each analysis (33, 32, and 34 phylotypes,
respectively). The log, fold change is plotted against the —log,, of the @ value, which is the P value corrected for multiple testing using Benjamini—Hochberg correction
(BH). Positive values of the log, fold change indicate phylotypes overrepresented in the first visit of the 2 visits considered, whereas negative values indicate phylotypes

overrepresented in the second visit.
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Figure 5. Antimicrobial susceptibility test of 5 major vaginal bacterial spe-
cies for azithromycin and doxycycline. Minimum inhibitory concentration (MIC)
was determined by broth microdilution protocol [32] with concentrations ranging
from 0.016 pg/mL to 256 pg/mL. Number of strains tested: Gardnerella vaginalis:
8; Lactobacillus crispatus: 6; Lactobacillus gasseri. 5; Lactobacillus iners: 10;
Lactobacillus jensenii: 3.

azithromycin treatment, despite the fact that in vitro L. crispatus
was shown to be sensitive to azithromycin. As expected, in the
absence of azithromycin treatment (CT negative at 2 consecutive

visits; Figure 6C), we observed limited CST transitions that did
not affect the overall CST proportions (Figure 3). Transitions
between CST III-B and CST IV-A were rare, whereas subgroup
transitions within CST IV and within CST III were more fre-
quent. We also observed very few transitions between CST I and
CST IV-B (n = 1 of 61 transitions overall) or CST IV-A (n =1 of
61) (Supplementary Figure 6 and Supplementary Table 10). In
cases of transitions from CT negative to CT positive, there was
an increase of CST III-B (+150%) and CST IV-B (+33%), though
numbers were too small to draw any conclusions. As expected,
no transition to CST I was observed (Figure 6D).

DISCUSSION

By evaluating the vaginal microbiota composition and structure
at time of CT infection and every 3 months for 9 months after
azithromycin treatment, our study identified specific character-
istics of the vaginal microbiota associated with CT infection and
resolution. Unsurprisingly, the vaginal microbiota of women
infected with CT in CHARM encompassed bacterial taxa com-
monly associated with BV or CST 1V, including G. vaginalis,
A. vaginae, or M. curtisii [33-37]. It is important to note that
studies of the vaginal microbiota during prevalent CT infection
do not resolve whether the observed microbiota is causal to the
increased risk of CT infection, or if it is a consequence of CT
infection. To potentially establish causality, prospective longitu-
dinal studies must be performed and focused on incident cases
of infection. Such a study undertaken in the Netherlands has
indicated that women presenting an L. iners—dominated CST
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Figure 6. Transitions between community state types (CSTs) from one visit to another in Chlamydia Adolescent/Adult Reproductive Management (CHARM) samples.
A, Individual trajectories of women included in the study. B, CST transitions from Chlamydia trachomatis (CT)-positive samples pretreatment to CT-negative samples
posttreatment at 2 consecutive visits. C, CST transitions among CT-negative samples at 2 consecutive visits. D, CST transitions from CT-negative samples to CT-positive
samples at 2 consecutive visits. The number next to a line represents the number of women transitioning from one CST to another. Looped arrows represent the number of
women staying in the same CST between 2 visits and are colored green. In B, C, and D, circle size is proportional to total frequency of CSTs.
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III were at increased risk of CT infection compared to women
with L. crispatus—dominated CST I [38]. While L. iners often
dominates CST ITI, it can share the ecological niche with other
bacterial taxa, such as G. vaginalis, A. vaginae, and other strict
and facultative anaerobes, whose presence could limit the po-
tential benefit of having a Lactobacillus spp-dominated vag-
inal microbiota. When that is the case, CST III is thought to
transition more frequently to CST IV, as previously observed in
longitudinal studies of the vaginal microbiota [16, 18], particu-
larly following antibiotic treatment for BV [20]. Importantly, it
is well established that CST IV is associated with an increased
risk for CT infection [12, 39].

The longitudinal study design of CHARM gave us the
unique opportunity to observationally study the vaginal mi-
crobiota following azithromycin treatment. Interestingly, we
found that 3 months after azithromycin treatment for CT in-
fection, most women had vaginal microbiota that were either
CST IV or CST III-A. The relative frequency of each CST in
CT-negative women at visit 2 was significantly different from
that observed in our control CT-negative cohort drawn from
the same clinic. Modeling the transitions from visit 1 to visit 2
demonstrated that after azithromycin treatment, L. iners rela-
tive abundance (and CST III) increases substantially. Because of
the observational and interval censored study design, we cannot
differentiate azithromycin’s direct effects (observed 3 months
later) vs the community changes resulting from CT clearance.
However, we hypothesize that the observed microbiota could
be explained by either the effect of antibiotic exposure or by a
return to a preinfection vaginal microbiota or a combination
of both. We observed that strains of L. iners and G. vaginalis
displayed a higher level of resistance to azithromycin, and thus
could be selected posttreatment, whereas sensitive Lactobacillus
spp were diminished. Nonetheless, because L. iners is a poten-
tial risk factor for CT infection [40], this finding is important
as it suggests that after antibiotic treatment, a woman’s risk of
STI is not reduced. This result could contribute significantly
to the high rate of reinfections observed in CHARM and in
other studies (20-30 cases per 100 person-years [22, 23]). In
our cohort, 74.2% of women reported at baseline having been
CT positive in the last 3 months. Though this could be due to
(re-)exposure to infected partners, it is likely that they received
antibiotic treatment, thus maintaining their susceptibility to re-
infection. Another study evaluating the effect of metronidazole
treatment for BV showed that L. iners was often increased after
antibiotic treatment, sometimes replacing G. vaginalis [20].
Thus metronidazole treatment can also result in nonoptimal
vaginal microbiota. More importantly, we provide evidence
that a posttreatment vaginal microbiota remains stable for
up to 9 months with high relative abundances of L. iners and
G. vaginalis, resulting in persistently increased CT infection risk.

Interestingly, doxycycline, another recommended anti-
biotic for CT infection, efficiently killed all strains tested in

our minimum inhibitory concentration studies. Though both
antibiotics are reported to be 95% effective to treat CT infec-
tion, a meta-analysis reported doxycycline as more effective
than azithromycin [41]. If, in vivo, azithromycin eliminates
L. crispatus, L. jensenii, and L. gasseri, which are considered
beneficial [42-47], the treatment would favor the proliferation
of L. iners or G. vaginalis, thus increasing the risk of CT infec-
tion. This result is novel since only one previous study reported
no effect of azithromycin on 4 strains of G. vaginalis and 2 of
L. iners [48]. This finding supports the use of live biotherapeutic
products to restore a protective vaginal microbiota after anti-
biotic treatment for CT and potentially for other health condi-
tions treated by antibiotics. Unfortunately, very little is known
about the effect of frequently used antibiotics on the vaginal
microbiota.

Our study presents some limitations. Owing to our inclu-
sion criteria focusing on CT-positive women at baseline, we
are unable to determine whether bacterial phylotypes and
CSTs overrepresented in CHARM visit 1 CT-positive samples
were present before infection. Similarly, we are unable to dis-
tinguish between CT clearance or antibiotic treatment as the
causal determinant in microbiota composition. However, we
found that some strains of L. iners and G. vaginalis are resistant
to azithromycin, which could explain the observed patterns.
Unfortunately, the study was not sufficiently powered to de-
tect a statistically significant impact of reinfection at visits 3
or 4. Finally, we used a cohort of 99 healthy African American
women from the same geographical area and clinic for recruit-
ment as a control population in our analyses. However, the
CHARM cohort is not entirely African American (87.4%), and
we cannot exclude that they differ for other characteristics.

This study has potentially important consequences for the
management and control of CT infections. It confirms the as-
sociation between CT infection and not only non-Lactobacillus
spp microbiota, but also microbiota dominated by L. iners.
Furthermore, the study shows that high risk for infection may
be maintained in part by antibiotic treatment. Our results stress
the importance of taking into account the potential perturbing
effects of antibiotic treatment on the vaginal microbiota,
whether it is for the treatment of CT infections or other indi-
cations. Studies of the effect of antibiotic therapy on the com-
position of the vaginal microbiota are urgently needed. Such
studies will provide the necessary guidance in the development
of strategies to protect and restore optimal vaginal microbiota
composition prior to and after antibiotic treatment.
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C.2 Distribution des phylotypes de I'étude CHARM et
de I'étude VM400

L'application de modeles de régression binomiale négative comme dans le package DESeq2
et de régression binomiale négative a excés de zéros pour chaque phylotype suppose une
sur-représentation des zéros dans la distribution de chaque phylotype. Le tableau C.1, le ta-
bleau C.2 et le tableau C.3 présentent la distribution des phylotypes pour les analyses de la
visite 1 versus VM400, de la visite 2 versus VM400 et de la visite 1 versus la visite 2.
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TABLE C.1 — Distribution des phylotypes présents dans au moins 20% des 99 échantillons
VM400 et 141 échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs), exprimée par le nombre de zéros,
la proportion de zéros par rapport au nombre total d'échantillons et le nombre maximal de

séquences dans un échantillon.

Phylotypes Nombre de Proportions Nombre maximal de
zéros (n) de zéros (%) | séquences
Lactobacillus gasseri 186 77.5 15840
Genre Lactobacillus 177 73.8 904
Howardella ureilytica 186 77.5 674
Lactobacillus crispatus 136 56.7 15986
Ureaplasma urealyticum 165 68.8 113
Lactobacillus jensenii 172 71.7 10673
Lactobacillus iners 20 8.3 16000
Dialister succinatiphilus 106 442 2296
Prevotella colorans 155 64.6 1408
Famille Clostridiales Xl 176 73.3 683
Prevotella amnii 133 55.4 3657
Prevotella bivia 164 68.3 2856
Prevotella buccalis 185 77.1 702
Prevotella timonensis 122 50.8 3252
Dialister micraerophilus 117 48.8 250
Genre Prevotella 115 47.9 3762
Streptococcus anginosus 186 77.5 1038
Genre Bacteroidales 183 76.3 160
Famille Coriobacteriaceae 91 37.9 990
Genre Megasphaera 84 35.0 3187
Mycoplasma hominis 165 68.8 863
Genre Peptoniphilus 174 72.5 419
Sneathia sanguinegens 91 37.9 13424
Phylum Proteobacteria 160 66.7 3165
Anaerococcus prevotii 92 38.3 2700
Finegoldia magna 37 15.4 2479
Peptoniphilus lacrimalis 139 57.9 806
Arcanobacterium hippocoleae 168 7.0 255
BVAB2 105 43.8 2624
Peptoniphilus gorbachii 89 37.1 1464
Gardnerella vaginalis 31 12.9 14458
BVAB1 152 63.3 13159
Aerococcus christensenii 38 36.7 2245
Actinomyces hongkongensis 161 67.1 129
Famille Erysipelotrichaceae 164 68.3 123
Famille Ruminococcaceae 136 56.7 2749
Atopobium vaginae 63 26.3 7566
Gemella haemolysans/asaccharolytica 95 39.6 2946
Mobiluncus curtisii 170 70.8 3098
Peptostreptococcus anaerobius 172 71.7 2945

Le nombre de séquences par échantillon pour chaque phylotype a d'abord été rapporté au nombre total de

séquences de cet échantillon puis multiplié par la médiane du nombre de séquences dans les études VM400 et

CHARM.
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TABLE C.2 — Distribution des phylotypes présents dans au moins 20% des 99 échantillons
VM400 et 74 échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs), exprimée par le nombre de zéros,
la proportion de zéros par rapport au nombre total d'échantillons et le nombre maximal de
séquences dans un échantillon.

Phylotypes Nombre de Proportions Nombre maximal de
zéros (n) de zéros (%) | séquences
Lactobacillus gasseri 126 72.8 15840
Exiguobacterium acetylicum 135 78.0 114
Famille Aerococcaceae 138 79.8 134
Famille Bifidobacteriaceae 130 75.1 132
Famille Clostridiaceae 1 136 78.6 126
Ordre Clostridiales 136 78.6 51
Famille Clostridiales X/ 121 69.9 387
Howardella ureilytica 134 77.5 674
Streptococcus anginosus 136 78.6 1038
Staphylococcus hominis 138 79.8 61
Prevotella disiens 137 79.2 2961
Dialister succinatiphilus 91 52.6 2296
Lactobacillus jensenii 113 65.3 10673
Prevotella amnii 122 70.5 3221
Prevotella colorans 118 68.2 1422
Prevotella timonensis 90 52.0 3252
Prevotella buccalis 128 74.0 702
Lactobacillus reuteri 137 79.2 427
Genre Lactobacillus 109 63.0 4902
Sneathia sanguinegens 90 52.0 8533
Porphyromonas asaccharolytica 136 78.6 519
Genre Peptoniphilus 130 75.1 135
Genre Megasphaera 81 47.4 3187
Famille Coriobacteriaceae 87 50.3 990
Dialister micraerophilus 80 46.2 250
Ureaplasma urealyticum 105 60.7 199
Prevotella bivia 107 61.8 2900
Genre Prevotella 100 57.7 4350
Peptoniphilus coxii 137 79.2 800
Mobiluncus curtisii 129 74.6 296
Lactobacillus coleohominis 136 78.6 262
Mycoplasma hominis 120 69.4 863
Lactobacillus iners 13 7.5 16000
Peptoniphilus lacrimalis 109 63.0 1044
Phylum Proteobacteria 125 72.3 3314
BVAB1 127 73.4 9667
Famille Ruminococcaceae 123 71.1 1123
Gardnerella vaginalis 32 18.5 13754
BVAB2 99 57.2 1451
Aerococcus christensenii 73 422 1256
Finegoldia magna 40 23.1 7799
Actinomyces hongkongensis 131 75.7 84
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(Suite)

Phylotypes Nombre de Proportions Nombre maximal de
zéros (n) de zéros (%) | séquences

Anaerococcus prevotii 70 40.5 4980

Peptoniphilus gorbachii 74 42.8 3493

Gemella haemolysans/asaccharolytica 95 54.9 1488

Famille Erysipelotrichaceae 132 76.3 171

Atopobium vaginae 66 57.2 1451

Peptostreptococcus anaerobius 132 76.3 1432

Lactobacillus crispatus 91 52.6 15986

Le nombre de séquences par échantillon pour chaque phylotype a d'abord été rapporté au nombre total de
séquences de cet échantillon puis multiplié par la médiane du nombre de séquences dans les études VM400 et
CHARM.

Le modele de régression binomiale négative a excés de zéros n'a pas convergé pour Lactobacillus crispatus. ||
est présenté ici séparément.
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TABLE C.3 — Distribution des phylotypes présents dans au moins 20% des 141échantillons
CHARM Visite 1 (CT-positifs) et 74 échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs), exprimée
par le nombre de zéros, la proportion de zéros par rapport au nombre total d'échantillons et
le nombre maximal de séquences dans un échantillon.

Phylotypes Nombre de Proportions Nombre maximal de
zéros (n) de zéros (%) | séquences
Lactobacillus crispatus 163 75.8 15759
Lactobacillus iners 13 7.4 16000
Anaerococcus prevotii 90 41.9 4980
Prevotella bivia 162 75.8 2900
Ureaplasma urealyticum 162 75.3 199
Peptoniphilus gorbatchii 89 59.5 1044
Finegoldia magna 47 21.9 7799
Mycoplasma hominis 137 63.7 360
Genre Prevotella 113 52.6 4350
Dialister micraerophilus 113 52.6 114
Famille Erysipelotrichaceae 138 64.2 171
Prevotella colorans 147 68.4 1422
Peptostreptococcus anaerobius 156 72.6 2945
Atopobium vaginae 45 20.9 7611
BVAB2 84 39.1 2624
Gemella haemolysans/asaccharolytica 72 335 2946
Phylum Proteobacteria 155 72.1 3314
Peptoniphilus lacrimalis 128 59.5 1044
Howardella ureilytica 170 79.1 59
Prevotella timonensis 132 61.4 2895
Famille Coriobacteriaceae 76 35.3 455
Dialister succinatiphilus 101 47.0 652
Aerococcus christensenii 73 34.0 2245
Actinomyces hongkongensis 134 62.3 129
Gardnerella vaginalis 25 11.6 14458
Genre Megasphaera 64 29.8 2886
Prevotella amnii 117 54.4 3657
Famille Ruminococcaceae 125 58.1 2749
Lactobacillus jensenii 159 74.0 9927
BVAB1 127 59.1 13159
Arcanobacterium hippocoleae 156 72.6 255
Sneathia sanguinegens 71 33.0 13424
Mobiluncus curtisii 155 72.1 3098

Le nombre de séquences par échantillon pour chaque phylotype a d'abord été rapporté au nombre total de
séquences de cet échantillon puis multiplié par la médiane du nombre de séquences dans les études VM400 et
CHARM.
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C.3 Tests de Student appariés sur I’abondance des phy-
lotypes entre les visites 1 et 2 dans I'étude CHARM

L'utilisation d'un modele de régression binoiale négative dans le package DESeq2 ne permet
pas de prendre en compte la corrélation entre les échantillons de la visite 1 et ceux de la visite
2. Nous avons donc appliqué des tests de Student appariés sur I'abondance des phylotypes a
ces visites (tableau C.4), en ne sélectionnant que les femmes avec un échantillon a chaque
visite. Seule L. iners est a la limite de la significativité aprés correction pour tests multiples.

TABLE C.4 — Tests de Student appariés sur 74 échantillons CHARM Visite 1 (CT-positifs) et

74 échantillons CHARM Visite 2 (CT-négatifs).

Phylotypes Moyenne du  Moyenne du | Différence | P-value Q-value*

nombre de nombre de

séquences - séquences -

Visite 1 (n)  Visite 2
Lactobacillus iners 3176 5678 2502 0.00210 0.06931
Gardnerella vaginalis 4993 3273 -1719 0.00493 0.08130
Lactobacillus crispatus 221 1112 891 0.02472 0.21713
Atopobium vaginae 1309 1282 -27 0.90327 0.94649
Lactobacillus jensenii 144 481 337 0.04738 0.21885
BVAB1 1176 862 -314 0.34158 0.66306
Anaerococcus prevotii 197 347 151 0.22477 0.46358
Genre Megasphaera 603 427 -176 0.09541 0.26499
Finegoldia magna 380 250 -131 0.05305 0.21885
Sneathia sanguinegens 852 306 -546 0.02632 0.21713
Gemella haemolysans/asaccharolytica | 115 104 -12 0.73654 0.94436
BVAB2 275 225 -50 0.45064 0.71960
Famille Coriobacteriaceae 66 56 -10 0.47971 0.71960
Peptoniphilus gorbachii 175 102 -72 0.09636 0.26499
Genre Prevotella 125 132 7 0.91781 0.94649
Aerococcus christensenii 115 95 -20 0.65801 0.90476
Peptostreptococcus anaerobius 142 102 -40 0.53949 0.77405
Peptoniphilus lacrimalis 47 51 5 0.78727 0.94649
Mobiluncus curtisii 133 20 -113 0.04933 0.21885
Phylum Proteobacteria 142 128 -15 0.82924 0.94649
Prevotella amnii 181 65 -116 0.07831 0.25842
Prevotella colorans 23 48 25 0.38706 0.70960
Arcanobacterium hippocoleae 17 6 -11 0.05203 0.21885
Famille Ruminococcaceae 112 52 -60 0.21008 0.46217
Dialister succinatiphilus 52 31 -21 0.19367 0.45651
Mycoplasma hominis 25 24 -1 0.90169 0.94649
Prevotella timonensis 165 107 -58 0.43180 0.71960
Actinomyces hongkongensis 13 8 -5 0.12749 0.32363
Dialister micraerophilus 17 17 0 0.96918 0.96918
Prevotella bivia 49 87 38 0.47973 0.71960
Howardella ureilytica 3 3 0 0.91297 0.94649
Ureaplasma urealyticum 5 6 1 0.74404 0.94436
Famille Erysipelotrichaceae 12 6 -6 0.06034 0.22126

Le nombre de séquences par échantillon pour chaque phylotype a d'abord été rapporté au nombre total de

séquences de cet échantillon puis multiplié par la médiane du nombre de séquences dans les études VM400 et

CHARM.

*La Q-value est la P-value corrigée pour les tests multiples par la correction de Benjamini-Hochberg.
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C.4 Test de sensibilité de souches de cinq espéces bac-
tériennes vaginales pour I'azithromycine et la doxy-
cycline

TABLE C.5 — Test de sensibilité antibactérienne sur des souches de cinq especes bactériennes
vaginales pour I'azithromycine et la doxycycline.

Espéce Souche Concentration Concentration de
d'azithromycine | doxycycline

G. vaginalis 1 12 6

2 0,125 0,19

3 16 0,5

4 3 0,19

5 0,125 0,25

6 256 0,38

7 6 0,19

8 0,032 0,125
L. crispatus 1 1 0,25

2 1 0,25

3 1 0,38

4 0,25 4

5 1 0,5

6 0,5 0,5
L. gasseri 1 1,5 1

2 1,5 1

3 0,25 1,5

4 0,19 0,38

5 5 0,125
L. iners 1 0,064 8

2 0,016 12

3 0,016 0,016

4 0,023 0,064

5 256 4

6 256 3

7 256 0,016

8 256 0,032

9 0,016 0,023

10 256 0,5
L. jensenii 1 0,38 3

2 0,25 1,5

3 0,094 0,25

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été déterminée par un protocole de microdilution en milieu
liquide [154] avec des concentrations allant de 0,016 a 256 pg/mL.
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D

Ayant trait a la partie IV

D.1 Notification des menstruations dans les deux études

Dans I'étude HMP-UMB, les menstruations rapportées dans les journaux intimes des partici-
pantes étaient beaucoup moins réguliéres que celles rapportées dans I'étude DC, d'ou des HR
plus faibles dans I'étude HMP-UMB par rapport a I'étude DC (figure D.1 et figure D.2).

D.2 Analyse non stratifiée des facteurs associés a l'inci-
dence et a la rémission d’'un état non dominé par
des Lactobacillus

Dans les deux études, les menstruations étaient associées a un risque accru de transition vers
un LL-VMB le jour méme (HR 3,18 IC 95% 1,86-5,43 et 2,09 IC 95% 1,51-2,89) ou dans les
jours suivants (tableau D.1 et tableau D.2). Dans I'étude DC seule, I'usage du préservatif était
également associé a un risque accru de transition vers un LL-VMB avec un hazard ratio de
6,43 (1C 95% 1,80-22,92), méme si le nombre d'évenements de ce type rapporté est limité.

En termes de transition vers un HL-VMB, les menstruations diminuent la probabilité de re-
venir 3 un HL-VMB dans I'étude DC (0,41 IC 95% 0,18-0,95 le jour méme). Le fait d'étre
d’origine hispanique diminue aussi cette probabilité, avec un hazard ratio de 0,15 (IC 95%
0,03-0,74). Enfin, des résultats contradictoires apparaissent dans les deux études sur le port
de sous-vétement string, le string étant associé a une moindre probabilité de transition vers un
HL-VMB dans I'étude DC (0,22 IC 95% 0,06-0,84) le jour méme) et a une plus forte probabilité
dans I'étude HMP (1,72 1C 95% 1,13-2,61 dans les 48h et 1,69 IC 95% 1,09-2,63 dans les 72h).
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CST

75

50
Nombre de jours dans I'étude

25

17

F1GURE D.1 — Dynamique des types d'état communautaire (CST) et notification des mens-
truations au cours du temps par femme, dans I'étude "Douching Cessation" (DC - N=32).
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Résumé : Chlamydia trachomatis (CT) est une bactérie sexuel-
lement transmissible responsable d’infections génitales hautes
pouvant conduire a une infertilité tubaire ou a des grossesses
extra-utérines. C’est l'infection sexuellement transmissible la plus
fréquente dans le monde, y compris en France. Les données
épidémiologiques indiquent que l'incidence de cette infection est en
augmentation malgré les mesures de contréle mises en place, ce
qui motive la révision des recommandations actuelles de dépistage
de l'infection a CT. Le microbiote vaginal pourrait jouer un réle ma-
jeur dans la prévention des IST via la compétition écologique et
la production de métabolites, dont I'acide lactique. Le microbiote
vaginal correspond a un équilibre dynamique fragile et susceptible
d’étre modifié par un ensemble d’expositions, parmi lesquelles les
pratiques sexuelles et d’hygiene intime, I'exposition aux antibio-
tigues mais aussi la présence de pathogénes. Lobjectif général
de cette thése est d’étudier ce triangle d’associations entre ex-
positions, microbiote vaginal et infection par CT, a travers 'étude
de la composition et de la dynamique du microbiote vaginal. Nous
avons cherché a répondre aux questions suivantes : existe-t-il des
marqueurs de linfection par CT au niveau du microbiote vaginal
? La composition et la structure du microbiote vaginal sont-elles
modifiées par l'infection par CT et la prise d’antibiotiques ? Quels
sont les expositions associées a des perturbations du microbiote
vaginal ? Pour répondre a ces questions, une premiere étape a
consisté a réaliser un état de I'art et d’estimer I'association entre
microbiote vaginal et infection par CT dans la littérature, ainsi que
pour trois autres IST d'importance clinique, et a évaluer le réle de
plusieurs facteurs dans I'hétérogénéité des mesures d’association
observées. Dans un second temps, nous avons estimé cette asso-
ciation en s’appuyant sur la caractérisation moléculaire du micro-
biote vaginal, dans deux études en France et aux Etats-Unis. Nous

avons montré qu'il y avait une surreprésentation des communautés
bactériennes dominées par Lactobacillus iners (CST Ill) et de celles
dépourvues de Lactobacillus spp. (CST IV) chez les femmes in-
fectées par CT. En étudiant I'évolution du microbiote vaginal dans
I'étude américaine, apres traitement par azithromycine et clairance
de CT, nous avons montré que le microbiote vaginal ne parvenait
pas a évoluer vers un état optimal. Ce résultat laisse supposer qu'’il
persiste apres traitement un risque vis-a-vis des réinfections. Enfin,
dans deux études longitudinales a échantillonnage fréquent aux
Etats-Unis, nous avons étudié les expositions associées a l'inci-
dence et a la clairance d’'un CST IV. Nous avons montré que lorsque
le microbiote vaginal n’était pas dominé par L. iners, les facteurs
associés a lincidence d’un CST IV et a sa clairance étaient es-
sentiellement les menstruations, tandis que chez les femmes dont
le microbiote vaginal est dominé par L. iners, les menstruations
mais aussi 'usage de lubrifiant, les douches vaginales, 'origine
ethnique, I'age et les rapports sexuels non protégés étaient as-
sociés a l'incidence d’'un CST IV ou a sa clairance. Ainsi, ce travail
de thése a permis d’'une part de confirmer I'association entre mi-
crobiote vaginal dépourvu de Lactobacillus et infection par CT en
population en s’appuyant sur le séquengage génomique, et d’autre
part de distinguer I'espéce L. iners des autres especes de Lactoba-
cillus et d’évaluer le risque associé au CST lll. En permettant une
meilleure compréhension de I'histoire naturelle de CT et des dyna-
miques du microbiote vaginal, nous espérons proposer des pistes
pour améliorer les stratégies de contréle de l'infection par CT et
d’autres IST. Le potentiel innovant du projet réside dans I'usage de
méthodes moléculaires nous permettant d’affiner notre approche
de la santé en intégrant la prédisposition individuelle aux infections
sexuellement transmissibles, ouvrant ainsi la voie vers la médecine
personnalisée.

Title : Composition and dynamics of the vaginal microbiota: associated factors and role in Chlamydia trachomatis infection

Keywords : microbiome, Chlamydia trachomatis, sexually transmitted infection, vaginal, sequencing

Abstract : Chlamydia trachomatis (CT) is a sexually transmitted
bacteria responsible for cervicitis, urethritis, and pelvic inflamma-
tory diseases leading to subsequent tubal infertility and ectopic
pregnancies. It is the most frequent sexually transmitted bacte-
ria worldwide, including in France. Epidemiological data indicate
that the incidence rate is increasing despite the implementation of
control measures, which motivates the revision of current screening
strategies. The vaginal microbiota could play a major role in preven-
ting sexually transmitted infections through ecological competition
and metabolites, such as lactic acid production. The vaginal micro-
biota corresponds to a fine-tuned equilibrium likely to be modified by
exposures such as sexual practices, hygiene practices, antibiotics
but also presence of pathogens. The overall objective of this the-
sis is to study the association in this triangle composed of external
exposures, vaginal microbiota and CT infection, through the study
of the vaginal microbiota composition and dynamics. We aimed at
answering these questions: are there biomarkers of CT infection
in the vaginal microbiota? Are the vaginal microbiota composition
and structure modified by CT infection and antibiotic consumption?
What are the exposures associated with perturbations of the vagi-
nal microbiota? To answer these questions, the first step consis-
ted of a state of the art to estimate the association between vagi-
nal microbiota and CT infection in the literature, as well as three
other clinically relevant sexually transmitted infections, and to eva-
luate the role of several factors in the observed heterogeneity bet-
ween studies. In a second step, we estimated this association using
molecular characterization of the vaginal microbiota in two studies

in France and in the United States. We showed that Lactobacillus
iners-dominated communities (CST Ill) and Lactobacillus-deprived
communities (CST V) were over-represented among CT-positive
women. By studying the vaginal microbiota after azithromycin treat-
ment and CT clearance in the American study, we showed that the
vaginal microbiota did not evolve towards an optimal state, sug-
gesting that women may stay at risk of CT reinfections. Finally,
in two longitudinal studies using frequent sampling in the United
States, we studied exposures associated with incidence and clea-
rance of a CST IV. We showed that when the vaginal microbiota
was not dominated by L. iners, menses was the main factor asso-
ciated with incidence and clearance of a CST IV, while for women
whose vaginal microbiota is dominated by L. iners, menses but also
lubricant use, douching, ethnic origins, age and condomless vagi-
nal sex were associated with CST IV incidence and/or clearance.
Therefore, this thesis allowed on the one hand to confirm the asso-
ciation between Lactobacillus-deprived vaginal microbiota and CT
infection using genome sequencing, and on the other hand to single
out L. iners from other Lactobacillus spp. and to evaluated the risk
associated with CST IIl. By enabling a better understanding of the
natural history of CT and of the vaginal microbiota dynamics, we
hope to contribute to improving strategies for the control of CT in-
fection and other STls. The innovative potential of the project lies
in the use of molecular methods, which allows refining of our ap-
proach of health management by integrating individual predisposi-
tion to sexually transmitted infections, thus paving the way for per-
sonalized medicine.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery
Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France
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