~ La Lutte contre Zs Male}dies
~ Sexuellement Transmissibles

UN MANUEL POUR L'ELABORATION ET LA GESTION DES PROGRAMMES

Editeurs

Dr. Gina A. Dallabetta .

Directeur Associé, Unité MST

AIDS and Prevention (AIDSCAP Project)
Family Health International

US.A.

Dr. Marie Laga

Directeur, Section Epidémiologie et Intervention
Département de Microbiologie

Institut de Médecine Tropicale

Belgique

Peter R. Lamptey, M.D., Dr. M.H.
Vice Président et Directeur
AIDS Control and Prevention {AIDSCAP) Project

Family Health International
US.A.

Avec l'aide de:
James Cassell T

Kathleen Henry
Mary O'Grady

Traduit de I'Anglais par:
Arnaud Tarantola, M.D.
pour la TradCom International, Paris, France






b

Synopsis du ¢

Le Laboratoire anti-MST

INTRODUCTION

Ce chapitre aidera les responsables de programme de lutte contre les MST a déter-
miner le type d’aide dont ils auront besoin en termes d’examens de laboratoire. Il
leur fournit des critéres qui leur permeéttront de choisir les examens complémentaires
en montrant comment ces derniers peuvent venir compléter 'approche syndromique

4 la prise en charge des cas de MST.

LE ROLE DU LABORATOIRE

Le premier réle du laboratoire est d’apporter une aide au processus décisionnel:

B En pratique clinique quotidienne

B En termes de santé publique

PRATIQUE CLINIQUE QUOTIDIENNE

Un laboratoire peut participer aux trois types d’activité de lutte anti-MST

présentés ci-dessous:
® Diagnostic
B Dépistage systématique des patients

® Dépistage volontaire de la population générale

SANTE PUBLIQUE

Les examens de laboratoire peuvent étre utiles 4 la santé publique car ils peuvent:

® Aider 4 déterminer I'épidémiologie des MST
B Apporter des données opérationnelles

B Offrir un contrdle de qualité

CRITERES DE CHOIX D’UN EXAMEN DE LABORATOIRE

B Validité
®m Fiabilicé
® Fajsabilité

B Acceptabilité

L’ORGANISATION DU LABORATOIRE

Les examens de laboratoire suivants sont généralement disponibles 4 trois niveaux

successifs de I'infrastructure clinique:

® Niveau périphérique: examen direct en microscopie de prélévements frais ou aprés
coloration, test A la potasse et test de dépistage non-tréponémique de la syphilis.
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® Niveau intermédiaire: examen au microscope, mise en culture de Neisseria
gonorrhoeae, détection de I'antigéne pour Chlamydia trachomatis et divers
tests sérologiques, y compris le test pour le VIH.

B Niveau central: les examens peuvent étre les mémes que ceux disponibles au
niveau intermédiaire ou étre plus complets, selon le degré de décentralisation.

SURVEILLANCE DES RESISTANCES MICROBIENNES
DE N. GONORRHOEAE

colrs LIES

Les antibiotiques que I'on recommande dans le traitement de 'infection gonococci-
que ne sont pas disponibles ou sont financitrement inabordables dans de nombreux
pays en voie de développement. Il est donc particuli¢rement important de surveiller
la sensibilité de ces souches pathogenes aux antibiotiques moins onéreux dans ces
pays. On peut utiliser ces données de surveillance pour développer et mettre 4 jour
les recommandations thérapeutiques appropriées pour lutter contre les infections
gonococciques au niveau des soins primaires.

AUX EXAMENS DE LABORATOIRE

Les études détaillées de rentabilité des soins basées sur des examens et des diagnostics
effectués en laboratoire doivent inclure une évaluation des cofits directs et indirects
(se reporter 2 la section sur les cofits liés aux examens de laboratoire).

L’APPROCHE SYNDROMIQUE A LA PRISE

EN CHARGE

DES MST

Le recours & une approche syndromique (voir Chapitre 8) rend inutile les tests
diagnostiques ou simplifie les examens complémentaires nécessaires pour établir
un diagnostic. Cette approche a une bonne sensibilité et une bonne spécificité en
matitre d’uréthrite chez 'homme et d’ulcérations génitales chez la femme et chez
'homme. Cependant, cette méthode a tendance 2 avoir une sensibilité et une spéci-
ficité moins bonnes lorsqu’on l'utilise dans la prise en charge des pertes vaginales
chez la femme.

L"APPROCHE ETIOLOGIQUE EN LABORATOIRE

Cette section présente les avantages liés & une approche diagnostique 4 I'aide
d’examens de laboratoire pour quatre grands syndromes: (1) écoulement uréthral;
(2) pertes vaginales; (3) douleurs abdomino-pelviennes et (4) ulcérations génitales.

LES EXAMENS DE LABORATOIRE

CONCLUSION

Certte section décrit les examens complémentaires utilisés dans le cadre des principales
MST: uréthrite gonococcique, infection & Chlamydia trachomatis, syphilis, herpés
génital, chancre mou, donovanose, candidose, trichomonase et vaginose bactérienne.
Le Tableau 1 présente les examens complémentaires effectués & visée diagnostique
pour chaque maladie et dans divers types de laboratoire.

De nombreuses infections demeurent totalement asymptomatiques, notamment
chez les femmes. Lorsqu’elles sont symptomatiques, elles peuvent avoir plusieurs
causes. Il y a un besoin urgent d’examens complémentaires simples et peu cofiteux,
surtout lorsqu’il s'agit de dépister des infections & C. trachomatis et A N. gonorrhoeae
chez la femme.
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"approche syndromique aux MST (voir Chapitre 8) est congue
pour améliorer le diagnostic et leur traitement dans les centres
de soins qui ne disposent pas d’examens complémentaires.
Cependant, elle peut étre adaptée pour étre utilisée lorsque I'on a acces
4 un laboratoire. Il faut disposer d’examens complémentaires si 'on veut

dépister des infections chez des personnes asymptomatiques, identifier des

INTRODUCTION

ou de symptdmes spécifiques, surveiller la résistance aux antibiotiques et

. . . 3 A
lIlfCCthI‘lS graves qui nentrai-

nent pas de signes cliniques

valider des algorithmes thérapeutiques.

Ce chapitre a été congu pour aider les responsables de programme 4
déterminer la nature des examens complémentaires nécessaires pour apporter
une aide 4 leur programme anti-MST. Il décrit le r6le du laboratoire dans
la lutte contre les MST, les criteres permettant de choisir les examens com-
plémentaires et l'organisation des laboratoire anti-MST. 1l explique également
dans quels cas il est nécessaire de disposer d’examens complémentaires et
résume les méthodes utilisées pour ces examens qui permettent de détecter

les grandes causes des MST.
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LE ROLE DUV
LABORATOIRE
DANS LA LUTTE
CONTRE LES MST

Le laboratoire doit apporter une aide au processus
décisionnel en termes de lutte contre les MST aussi bien
au cours de la pratique clinique quotidienne quau niveau
de la santé publique. Le renforcement des structures de
laboratoire doit dans tous les cas dépendre des besoins
des activités de lutte contre les MST.

Le premier role du laboratoire est d’apporter
une aide au processus décisionnel:

® En pratique clinique quotidienne

® En termes de santé publique

PRATIQUE CLINIQUE QUOTIDIENNE

Les examens complémentaires améliorent la spécifi-
cité du diagnostic des MST symptomatiques. Ils aug-
mentent aussi la sensibilité du diagnostic des MST
asymptomatiques. Un laboratoire peut participer &
trois types d’activité dans Ja lutte contre les MST:

m Le diagnostic: aider 2 la prise en charge des patients
présentant des symptémes de MST;

m Le dépistage systématique: détection des patients
souffrant de MST qui viennent chercher des soins
pour d’autres raisons;

m Le dépistage volontaire: recherche volontaire des cas

de MST dans la population ou parmi des personnes
sélectionnées qui ne sont pas venues demander des soins.

Le diagnostic chez les patients symptomatiques

Les symptdmes et les signes cliniques d’infection des
voies génitales basses ne sont pas spécifiques, notamment
chez la femme. Les examens complémentaires de labo-
ratoire sont donc particulierement utiles lorsqu’ils s'agit
de distinguer entre des infections graves (par exemple,
une endocervicite) et des infections plus courantes mais
bénignes (par exemple, la vaginite). Des examens de
laboratoire simples intégrés 4 la prise en charge syndro-
mique de I'écoulement uréthral permettent également de
distinguer entre les infections & germe unique et celles
4 germes multiples, en diminuant 'administration de
traitement antibiotiques inutiles.

Le dépistage des cas parmi les personnes
asymptomatiques

Les examens de laboratoire augmentent la sensibilité
du diagnostic des MST en permettant de détecter des

infections par les MST chez les personnes asymptoma-
tiques. La détection des cas de MST asymptomatiques
est particulierement importante chez les femmes qui
portent le fardeau des complications et des séquelles des
MST. La détection des cas est encore plus nécessaire chez
les femmes enceintes car les examens complémentaires
aident & prévenir les conséquences néfastes de la syphilis,
de la gonococcie et de la chlamydiose chez le nouveau-né

(voir Chapitre 9).

SANTE PUBLIQUE

Les examens de laboratoire jouent un rdle essentiel
dans le processus décisionnel en santé publique. Ils aident
4 documenter I'épidémiologie des MST dans les popu-
lations-cibles, quels que soient les symptémes de ces
infections. Les résultats de ces analyses apportent des
arguments pour plaider en faveur des interventions de
lutte contre les MST et évaluer leur impact. Les examens
de laboratoire sont utiles en termes de recherche opéra-
tionnelle, par exemple lorsqu’il s'agit de valider les
recommandations pour la prise en charge syndromique
des MST symptomatiques ou 'élaboration de recom-
mandations thérapeutiques appropriées en matiere de
MST. Les laboratoires de référence servent également a
surveiller la qualité des résultats retrouvés par les labo-
ratoires cliniques et A former les équipes qui y travaillent.

CRITERES DE CHOIX
D’"UN EXAMEN DE
LABORATOIRE

Les critéres qui permettent de déterminer quel exa-
men de laboratoire utiliser sont semblables & ceux que
l'on utilise pour choisir n’importe quel indicateur
d’évaluation.

Les criteres de choix d’un examen de laboratoire
sont, entre autres:

m Sa validité;
Sa fiabilité;
Sa faisabilité (pour le laboratoire);

Son acceptabilité (y compris son codit, abordable
ou non) aux yeux du patient.
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La validité dépend de la sensibilité (pourcentage de
vrais positifs) et de la spécificité (pourcentage de vrais
négatifs) du test par rapport A celles d’'un «gold standard».
Le «gold standard» est le meilleur test disponible pour
le diagnostic d’'une maladie donnée. Dans certains cas,
il n’existe aucun test qui permette 2 lui seul de faire le
diagnostic, et il faut avoir recours 4 une batterie de tests.
Ceest par exemple le cas pour I «expanded gold standard»
(culture cellulaire positive ou technique d’amplification
d’ADN) que Pon utilise actuellement pour diagnostiquer
une infection & Chlamydia trachomatis.

La sensibilité d’un test de laboratoire dépend en partie
de la prévalence de la maladie. Si la prévalence de la
maladie augmente, alors la probabilité de rencontrer cette
maladie 2 la phase aigué avec une concentration plus
élevée de micro-organismes détectables augmente aussi.
En général, une meilleure validité du test saccompagne
d’un cofit accru.

La fiabilité est la capacité d’aboutir & des résultats
similaires en répétant I'examen sur le méme échantillon.
La fiabilité dépend de la validité de la technique, mis
aussi de sa facilité d’utilisation. Les techniques qui
comprennent la mesure automatisée d’une substance,
tels que les tests immunologiques enzymatiques ont une
meilleure fiabilité intrinséque que celles qui dépendent
d’une interprétation par le technicien, comme Cest le
cas pour 'examen microscopique direct. La mesure du
taux d’anticorps anti-chlamydia par fluorescence directe
peut étre extrémement sensible et fiable lorsqu’elle est
effectuée par une personne entrainée, tandis qu'un test
simple comme I'examen direct apres coloration de Gram
d’un prélevement d’écoulement uréthral peut avoir une
fiabilité et une validité médiocres lorsqu’il est effectué
par un technicien incompétent. Des techniques de plus
en plus fiables sont développées par les laboratoires
pharmaceutiques. Cependant, elles peuvent étre res-
ponsables d’un surcofit important. En outre, méme la
technique la plus fiable donne des résultats médiocres
lorsqu’elle est insuffisamment étalonnée ou que 'on ne
I'évalue pas régulierement a I'aide de procédures de
contrdle qualité.
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Au dela de sa facilité d’utilisation, la faisabilité
technique d’un test de laboratoire dépend des besoins
liés 4 la mise en oeuvre du test, tels que 'espace néces-
saire, une alimentation réguliére en électricité et en eau
propre et le stockage des réactifs en espace réfrigéré. 1l
est de plus en plus difficile de répondre 2 ces nécessités
au fur et 2 mesure que le centre de soins se situe plus
loin d’un centre urbain. Les techniques sophistiquées
ont également tendance 4 nécessiter plus de pieces de
rechange, ainsi que des réactifs spécifiques. Méme dans
les grands laboratoires du secteur public, lapprovision-
nement en pidces de rechange et en réactifs n'est pas prise
en compte. Une enquéte menée dans un pays d’Amérique
Latine a conclu que 70 pour cent de I'ensemble des
matériels de laboratoire du secteur public du pays était
hors d’usage en raison du manque de pitces de rechange
ou de réactifs.

Lacceptabilité d’'un test aux yeux des patients dépend
le plus souvent du type de prélevement qu’il faut effec-
tuer. Les prélévements d’échantillons d’urine ou de salive
sont indolores et plus simples & réaliser quun prélévement
sanguin. Dans certaines cultures, il peut étre extrémement
difficile de faire accepter une prise de sang. Il n’est pas
surprenant que le prélévement uréthral chez 'homme
a laide d’un écouvillon soit la méthode de prélévement
la moins acceptable. Les techniques douloureuses ou
invasives peuvent étre plus acceptables aux yeux des
patients symptomatiques, mais il est trés important
d’avoir recours 4 des examens indolores et simples pour
détecter des cas ou dépister des personnes asymptoma-
tiques. Lacceptabilité augmente également lorsque les
résultats peuvent étre obtenus rapidement, ce qui dépend
de I'organisation de l'activité du laboratoire. ,

Enfin, l'acceptabilité repose en partie sur accessibilité
financiére lorsque les patients doivent payer pour avoir
acces A des examens de laboratoire. De maniére générale,
les frais de laboratoire ne doivent pas dépasser le cotit du
traitement qui a pu étre évité grice a la réalisation des
tests. Uacceptabilité des cofits de laboratoire effectués
pour détecter des cas ou pour dépister les personnes
asymptomatiques (y compris les partenaires sexuels
asymptomatiques des patients souffrant de MST) est
la plus basse.
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Tableaun I

TesTs DiagNnosTics REcoMMANDES EN FoncTION
DE LA CAPACITE DU LABORATOIRE

Maladie

Examen complémentaire

Laboratoire a I’échelon

Périphérique Intermédiaire Central/Centre MST
Gonococcie Colorgfion sur lame (Gram, bleu + + +
e méthyléne, safranin

Mise en culture - + +

Blactamase - (+) +

Sensibilité aux antibiotiques - - +
Chlamydia Détection de I'antigéne
trachomatis

-IFD - (+) +
—ELISA - - +

PCR - - (+)

Mise en culture - - +

Sérologie - - +
Syphilis Microscopie & fond noir (Nelson) - (+) +

RPR (+) + + \

TPHA - (+) + "

FTA-Abs - - +

IgM - - +
Herpés génital Détection de I'antigéne - - +

Mise en culture - - +

Sérologie - - +
Chancre mou Mise en culture - - +

Sensibilité aux antibiotiques - - +
Donovanose Etalement (Leishman, Wright) - (+) +

Histopathologie - - +
Trichomonase Direct sur étalement + + +

Mise en culture - - +
Candidose Etalement (+ 10% KOH) + + +

Mise en culture - - +
Vaginose bactérienne Examen direct, coloration, + -+ +

pH, KOH

+ oui
(+) ovi, si possible
- non



ORGANISATION
DU LABORATOIRE

PRATIQUE CLINIQUE QUOTIDIENNE

Linfrastructure des soins cliniques du secteur public
est organisée sur trois échelons successifs. Tout d’abord,
les patients consultent dans des centres sanitaires péri-
phériques (centres de soins primaires ou de premier
contact). Les patients qui doivent étre adressés pour
avis sont dirigés vers les centres sanitaires intermédiaires
(régionaux) puis vers les structures sanitaires centrales
(nationales). En général, les laboratoires cliniques sont
également structurés en trois niveaux successifs (voir
Tableau 1).

Les laboratoires périphériques sont rattachés aux
dispensaires et aux hopitaux de district. Les examens de
laboratoire effectués & ce niveau comprennent générale-
ment 'examen microscopique direct de prélevements
frais ou apres coloration. Dans la prise en charge syn-
dromique de I'écoulement uréthral, 'examen direct au
microscope aide 2 individualiser les infections gonococ-
ciques. En mati¢re de pertes vaginales, 'examen direct
aide a différencier entre une trichomonase et une can-
didose ou une vaginose bactérienne. Des tests simples
comme le test 4 la potasse ou la mesure du pH vaginal
permettent également d’identifier les vaginoses bacté-
riennes. Les examens de laboratoire peuvent comporter
des tests simples non-tréponémiques de dépistage de
la syphilis: test Rapid Plasma Reagin (RPR test) ou
Venereal Disease Research Laboratory (VDRL) test.

Il est fortement recommandé que les examens de
laboratoire faisant partie du diagnostic des MST et des
recommandations de détection de cas au niveau de
soins santé primaires soient disponibles sur place afin
d’améliorer leur acceptabilité et leur mise en oeuvre. Le
RPR test chez la femme enceinte est un bon exemple
de test de laboratoire qui doit étre disponible dans les
centres périphériques. Lorientation systématique des
personnes asymptomatiques vers un autre centre pour
effectuer un test aussi simple entraine une dépense
inutile de temps et d’argent et diminuera la fréquence
de mise en oeuvre de ce test.

Les laboratoires de niveau intermédiaire sont souvent
situés dans un hopital régional ou de province. Leurs
besoins diagnostiques sont plus importants, et ils dis-
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posent d’une infrastructure plus développée et d’un
personnel compétent. Ces laboratoires peuvent effectuer
des cultures de Neisseria gonorrhoeae et I'identification
de souches productrices de pénicillinases. Ils peuvent
parfois réaliser une recherche d’antigéne Chlamydia
trachomatis, si la charge de travail de I'équipe et des
ressources disponibles le leur permettent. Les tests séro-
logiques peuvent rechercher une infection par le VIH,
(test Engyme-Linked Immunosorbent Assay ou ELISA, ou
test d’agglutination de particules) ainsi que des tests de
confirmation de la syphilis (test Fluorescent Treponemal
Antibody ou FTA-Abs) ou tests de microhémagglutina-
tion  la recherche d’anticorps dirigés contre Treponema
pallidum (MHA-TP).

Les laboratoires centraux sont le plus souvent situés
dans la capitale ou dans un hépital universitaire. Les
tests diagnostics effectués dans ce type de structure
varient en fonction des ressources humaines, matérielles
et financitres et de la charge de travail 4 laquelle I"équipe
est confrontée. Il n'existe aucune distinction nette entre
ce qui doit étre et ce qui peut étre réalisé dans un labo-
ratoire central par rapport 4 un laboratoire de niveau
intermédiaire. Ces décisions dépendent de I'organisation
des services sanitaires dans le pays. Un seul laboratoire
central peut suffire dans un petit pays. Dans les pays
étendus, la centralisation des cas nécessitant un avis plus
spécialisé peut se révéler irréalisable. Il est alors indis-
pensable de décentraliser les examens de laboratoire au
niveau régional.

Les contraintes qui viennent faire obstacle 4 la mise
en place de services de laboratoire dans les pays en voie
de développement sont, entre autres:

® Le manque de fournitures et de réactifs;

® Linsuffisance de I'approvisionnement en eau et en
électricité;

® Lentretien inadéquat des équipements de laboratoire;

B Les compétences techniques limitées des personnels;

® absence de supervision et de contrdle qualité;

m I’absence de formation continue;

® [absence d’éducation primaire et de formation
continue pour les soignants sur ['utilité des examens
de laboratoire.
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Tous ces facteurs contribuent A diminuer la motiva-
tion des techniciens de laboratoire et peuvent faire en
sorte que les locaux soient sales et mal entretenus, qu'il
y ait du retard dans la réalisation des examens, que des
réactifs périmés soient utilisés, que les échantillons soient
mal étiquetés, que les registres des examens soient mal
remplis et que le personnel soit souvent absent.

Quelques exemples de situations sur le terrain illus-
trent le type de probléme qui résultent de ces contraintes:

® Dans un centre ol consultent en moyenne chaque
jour 100 patients souffrant de MST, les femmes
devaient patienter plusieurs heures en attendant que
le praticien recoive les résultats de la coloration de
Gram sur les prélévement endocervicaux effectués
pour chacune des femmes avant de mettre en route
un traitement. Lorsqu’on leur a posé la question, les
praticiens ont déclaré qu’ils mettaient en ouvre un
traitement antigonococcique en se basant sur leur
impression clinique, méme si les résultats des examens
revenaient négatifs, ce qui démontrait le peu de
confiance qu’ils avaient dans la fiabilité du laboratoire.

® Dans un autre centre, les femmes enceintes étaient
régulierement envoyées vers un laboratoire ou les
techniciens leur demandaient d’effectuer elles-mémes
un préleévement vaginal 4 I'aide d’un écouvillon afin
de faire un étalement sur lame puis une coloration
de' Gram. Les écouvillons parvenaient souvent au
laboratoire une fois secs, et les résultats de coloration
de Gram qui mentionnaient la présence de diploco-
ques Gram-négatifs étaient souvent interprétés par
les praticiens comme venant confirmer une infection
gonococcique.

® Dans un centre de consultation en milieu urbain
traitant un grand nombre de patients chaque jour,
les examens complémentaires tels que les frottis vagi-
naux, les colorations de Gram et les mises en culture
du gonocoque étaient effectués a 'aide de méthodes
non-standardisées de mesure de la sensibilité utilisant
des disques chez tous les hommes présentant une
uréthrite et chez toutes les femmes présentant des
pertes vaginales. Etant donné le grand nombre d’exa-
mens effectués, le laboratoire ne pouvait plus assurer
la qualité requise. Le fait de revoir avec soin les indi-
cations des examens complémentaires et des techniques
de laboratoire a permis d’améliorer la qualité du travail
et le moral des techniciens de laboratoire, ainsi que
celui des cliniciens qui comptaient sur la fiabilité et
la rapidité des résultats.

La mise en place d’examens diagnostics en matiére
de MST est un processus difficile et onéreux. Lorsque
Pon planifie les activités de développement et de dia-
gnostic d’un laboratoire, il est indispensable de prendre
en compte les facteurs suivants:

® La prévalence des MST doit étre suffisamment
importante pour que ces efforts soient justifiés.

W Le laboratoire doit disposer d’une aide logistique,
d’un soutien financier et de ressources humaines suf-
fisantes pour pouvoir maintenir ses activités.

® Les technologies et les méthodes mises en oeuvre
doivent étre adaptées aux compétences techniques et
au niveau d’éducation du personnel du laboratoire.

B Les praticiens doivent choisir le traitement ou les
mesures préventives qu'ils mettront en oeuvre en se
basant sur les résultats des examens de laboratoire.

® Des examens supplémentaires ne doivent pas étre
introduits aux dépens d’autres besoins prioritaires;
approche la plus rentable 4 la prise en charge des
MST doit étre utilisée.

Le suivi, I'évaluation, la coordination et le contréle
de qualité doivent étre assurés.

SANTE PUBLIQUE

Les études de prévalence comptent parmi les besoins
essentiels en mati¢re de santé publique dans la lutte
contre les MST. Ces études permettent de valider les
recommandations thérapeutiques (voir Chapitre 8), la
surveillance des MST et la surveillance de la sensibilité
des souches de V. gonorrhoeae (voir Chapitre 15).
L'élément essentiel en termes de données épidémiologi-
ques est la fiabilité, qui dépend de la compétence de la
main d’oeuvre et les procédures de contréle qualité. 11
est essentiel pour les laboratoires périphériques d’étre
fiables car les échantillons prélevés lors des études épi-
démiologiques sont envoyés vers un centre de référence
dans le pays, qui est le plus souvent situé dans la capitale.
Cependant, lorsque cela est impossible techniquement,
il faut envisager de décentraliser les structures.
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Les cofits générés par les études de santé publique
doivent étre financés par le secteur public, car on ne
peut demander aux patients de payer pour des examens
qu’ils n’ont pas demandé. Clest également parce que
ces personnes n’ont pas demandé 2 étre testées qu'il
faut avoir recours aux méthodes les moins invasives de
prélevement afin de les rendre acceptables.

La séparation complete de la santé publique et des
examens pour la pratique clinique quotidienne ne
constitue pas une utilisation rentable des équipements
et des personnels de laboratoire. En fait, certains labo-
ratoires associent les deux activités car les revenus géné-
rés par les examens de laboratoire demandés en
pratique clinique aident 4 financer des recherches de
santé publique. Cependant, ces deux priorités ne doi-
vent en aucun cas étre associées au dépens des priorités
de santé publique.

SURVEILLANCE DE

LA SENSIBILITE DE

N. GONORRHOEAE
AUX ANTIMICROBIENS
RATIONNEL

La surveillance de la sensibilité des souches de
N. gonorrhoeae constitue un élément majeur de santé
publique. Dans de nombreux pays du monde en voie de
développement, les antibiotiques couramment recom-
mandés par TOMS ou le CDC dans le traitement de
I'infection gonococcique ne sont ni disponibles ni
financierement abordables pour les patients souffrant
de MST. Etant donné le profil variable de résistance aux
antibiotiques, il peut étre possible de recommander des
antibiotiques moins coliteux tels que le cotrimoxazole
ou la kanamycine, du moment que leur efficacité est
régulierement surveillée. Ainsi, les données de surveillance
de la sensibilité sont utilisées principalement pour aider
a élaborer et A mettre 4 jour les recommandations
thérapeutiques dans la prise en charge des infections
gonococciques au niveau de soins de santé primaire.
L’évaluation de la sensibilité pour chaque patient
n’est pas justifide.
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ANTIBIOTIQUES A TESTER

On teste la sensibilité 4 la pénicilline et aux tétracy-
clines pour des motifs liés 2 I'épidémiologie plutdt qu'a
la pratique clinique quotidienne, puisque la résistance du
gonocoque & ces antibiotiques est le plus souvent élevée
dans de nombreux pays. Il faut également tester des
médicaments moins coliteux, tels que triméthoprime-
sulfaméthoxazole et les aminosides. La résistance aux
fluoroquinolones augmente rapidement lorsque celles-ci
sont largement utilisées, ce qui rend la surveillance
indispensable..La spectinomycine et les céphalosporines
de deuxitme et de troisieme génération demeurent trés
efficaces, mais la surveillance peut permettre de détec-
ter émergence de souches résistantes.

METHODE DU LABORATOIRE

La résistance de V. gonorrhoeae aux antimicrobiens est
2 médiation 2 la fois chromosomique et plasmidique.
Les souches de N. gonorrhoeae productrices de pénicilli-
nases (NGPP), également appelées V. gonorrhoeae
béta-lactamase-positives, se rapporte 4 la résistance
plasmidique 2 la pénicilline, qui peut &tre décelée 2
I'aide d’examens simples et peu cofiteux. Les souches
de N. gonorrhoeae résistantes aux tétracyclines (NGRT)
ont aussi une résistance plasmidique 2 ces antibiotiques.
Il n’existe aucun test simple permettant de détecter les
NGRT. Le plasmide correspondant doit étre identifié
a laide de techniques biomoléculaires. A l'inverse, on
suppose que la résistance 2 la tétracycline est 3 médiation
plasmidique lorsqu’elle atteint des niveaux qui dépas-
sent de loin ceux qui sont observés en cas de résistance
chromosomique.

La technique de dilution sur gel d’agarose constitue
la méthode de référence pour 'évaluation quantitative
de la résistance A médiation chromosomique aux anti-
biotiques. La croissance bactérienne est évaluée sur un
milieu de mise en culture dans lequel on a incorporé
diverses concentrations d’antibiotiques. Les résultats
sont exprimés en termes de CMI (concentration mini-
male inhibitrice). Malheureusement, les impératifs
techniques de cette méthode la rendent inaccessible
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dans les pays en voie de développement, 4 'exception
de quelques laboratoires de référence expérimentés.

La technique de diffusion & disque consiste 2
mesurer la croissance bactérienne sur des milieux de
culture gélifiés autour de morceaux de papier buvard
calibrés et qui ont été imprégnés d’'une quantité précise
d’antibiotiques. Cette méthode est 2 la fois économique
et simple A utiliser. Malheureusement, en ce qui concerne
N. gonorrhoeae, cette méthode n'a été standardisée que
pour un nombre limité d’antibiotiques. 7

Le test le plus récent, appelé E test, a été développé
par AB Biodisk, une firme suédoise. Il associe les avan-
tages de la technique de dilution sur gel d’agarose avec
la simplicité d’utilisation des tests par diffusion. Des
languettes de plastique imprégnées d’antibiotiques 4 dose
croissante sont appliquées sur la surface de la gélose.
Cette technique permet donc de déterminer la CMI. Le
E test constitue une alternative fiable 4 la technique de
dilution sur gel d’agarose en ce qui concerne N. gonor-
rhoeae. Cependant, cette technique est coliteuse et elle
n'a pas encore été enti¢rement reconnue en tant que
méthode de référence.

FREQUENCE

Certains pays occidentaux tels que les Etats-Unis
et le Canada meénent une surveillance continue de la
sensibilité du gonocoque dans des centres MST senti-
nelles répartis a travers le pays. Dans les pays en voie de
développement, cependant, les données de surveillance
servent surtout A valider les recommandations théra-
peutiques. La validation de recommandations est un
processus discontinu. Il est donc possible d’effectuer une
surveillance de la sensibilité aux antibiotiques au cours
d’études spécifiques A intervalles réguliers, notamment
lorsque les ressources du laboratoire sont limitées.

TAILLE DE L’ECHANTILLON

On estime que 100 4 150 prélévements comportant
du gonocoque doivent étre recueillis afin de mesurer
une modification significative de la résistance aux anti-
biotiques entre deux enquétes.

EFFECTIF DE LA POPULATION

Les patients de sexe masculin consultant en centre
de soins primaires pour un écoulement uréthral visible
constituent le groupe de premier choix de population 4
étudier. En effet, cest chez ce type de patients que la
production de gonocoque est la plus élevée, et il est plus
facile d’obtenir des échantillons aupres des hommes
quaupres des femmes. Les patients inclus doivent étre
représentatifs des patients souffrant de MST rencontrés
au premier niveau de soins dans le secteur de soins formel.
Les patients inclus ne doivent pas avoir été adressés par
d’autres services sanitaires. Cautomédication, une prati-
que largement répandue dans de nombreux pays en voie
de développement, ne doit pas entrainer 'exclusion de
Iétude mais doit étre notée au cours du processus de
recueil des données.

Dans certains pays, les patients masculins sont tres
difficile 4 joindre car la stigmatisation sociale liée aux
MST entraine une automédication 2 grande échelle. Les
prostituées peuvent représenter une alternative intéres-
sante pour constituer une population d’étude. Cependant,
le recueil d’échantillons est plus difficile chez la femme,
la prévalence de la gonococcie peut étre plus faible, et on
peut douter de la représentativité de ce groupe lorsqu’il
s'agit de refléter la population générale.

CHOIX DES LIEUX D’ETUDE

Le nombre et la répartition géographique des sites 2
inclure dans 'enquéte dépend de la représentativité de
chacun des sites en termes de schéma de résistance dans
le pays ainsi que de contraintes logistiques.

COUTS LIES
AUX EXAMENS
DE LABORATOIRE

1l faut préter une grande attention a la rentabilité des
examens en laboratoire. Ce type d’examen est coiiteux et
ajoute 2 la difficulté d’apporter des soins A la population.
Dans de nombreux pays 2 faible niveau de revenus, les
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Tableauw 2

ColT DU DEPISTAGE PAR TEST RAPID PLAsMA REAGIN (RPR TEST) DANS UNE POPULATION
DE IO 000 PERSONNES ASYMPTOMATIQUES POUR TROIS TAUX DIFFERENTS DE PREVALENCE
DE LA MALADIE (SENSIBILITE DU RPR 85%, spéciFicITE 98%)

Prévalence 1%*
Valeur prédictive positive (VPP) 30%
Nombre de vrais positifs détectés 85
Nombre total de «cas» détectés 283
Co0t du dépistage® (Dollars US) $9 000
Cott lié & la prise en charge des «cas» défectés b

Examens de laboratoire {tests RPR) $170

Soins médicaux $849
Codt total $10019
Coit pour détecter un vrai positif $107,90
Codt total par vrai positif $117,90

L~

5% 25%
69,1% 93,4%
425 2125
615 2275
$9 000 $9 000
$369 $1 365
$1 845 $6 825
$11 214 $17 190
$22,00 $4,90
$26,40 $8,10

(@) prélevement sanguin: § 0,50; Examen de laboratoire: § 0,40
(6) Examen de laboratoire: § 0,60; soins médicaux: $ 3,00

* Pour une prévalence de syphilis de 1%, un examen ayant une sensibilité de 85% et une spécificié de 98% détectera 85 cas (vrais positifi) de syphilis
dans une population de 10 000 personnes ex 198 cas positifs pour le test qui ne seront pas porteurs de ln maladie (Faux positifi); 15 vrais cas de syphilis
ne seront pas désectés (faux négatifs) ex 9 702 personnes seront corvectement identifiées comme n'ésant pas porteurs de la maladie (vrais négatifs).

Syphilis
+ —
+ 85 198 283
RPR
- 15 9702 9717
100 9900 10000

Sensibilité: 85/100 = 85%
Spécificité: ¢ 702/9 900 = 98%
Valeur prédictive positive: 85/283 = 30%

Valeur prédictive négative: 9 702/9 717 = 99,8%

dépenses de santé sont inférieures 2 US$ 10 par habitant.
Par conséquent, il est peu probable que 'on pourra
réaliser un dépistage a grande échelle de la plupart des
MST 2 l'aide des examens actuellement disponibles. Des
érudes détaillées de rentabilité des soins basées sur les
examens et le diagnostic en laboratoire sont trés com-
plexes et demandent que 'on prenne également en
compte les colits indirects. Les cofits directs, dont ceux
liés & I'équipement, aux réactifs, aux médicaments et au
cotit de la main d’oeuvre sont plus faciles a calculer. Le
Tableau 2 montre comment il est possible de calculer le
cofit direct du dépistage et du traitement de la syphilis.

L’APPROCHE
SYNDROMIQUE
A LA PRISE EN

CHARGE DES MST

On appelle prise en charge syndromique le recours A
un faisceau de symptdémes et d’arguments cliniques pour
décider quel traitement utiliser sans pour cela faire un
diagnostic étiologique précis (voir Chapitre 8). Le recours
a cette méthode rend inutile les tests diagnostiques ou
simplifie les examens complémentaires nécessaires.

Bien qu'elle ait une sensibilité acceptable pour 'uré-
thrite chez ’homme et les ulcérations génitales chez
Phomme et chez la femme, 'approche syndromique
tend & avoir une sensibilité et une spécificité plus faibles
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dans la prise en charge de pertes vaginales chez la femme.
Récemment, on a tenté de compléter le faisceau de signes
cliniques et de symptémes en prenant en compte la
réponse a des questions d’évaluation du risque ou avec
des tests diagnostics simples, non-spécifiques, tels que la
mise en évidence de l'estérase leucocytaire, une enzyme
présente dans les globules blancs. D’un autre c6té, la
prise en charge de certaines pathologies lies aux MST,
telles que le syndrome inflammatoire pelvien (SIP),
requiert une prise en charge symptomatique, quelles
que soient les ressources dont I'on dispose.

L”"APPROCHE
DIAGNOSTIQUE
EN LABORATOIRE

ECOULEMENT URETHRAL

Les cas d’écoulement uréthral peuvent étre traités
en se basant seulement sur les conclusions de 'examen
clinique si 'on suit les recommandations de la prise en
charge syndromique. Cependant, il faut avoir recours
a des examens complémentaires si 'on veut distinguer
entre 'uréthrite gonococcique et non-gonococcique. On
peut détecter la présence de leucocytes et de diplocoques
intracellulaires typiques (uréthrite & gonocoque) ou
de leucocytes sans diplocoque intracellulaire (uréthrite
non-gonococcique) par 'examen microscopique d’un
prélevement de 'écoulement uréthral éralé sur une lame
et coloré A 'aide de bleu de méthyléne, de safranin ou
par une coloration de Gram. Cette méthode ne permettra
pas d’identifier I'infection mixte gonococcique et non-
gonococcique. Lexamen au microscope d’un étalement
sur lame apres coloration ayant une sensibilité de plus
de 95 pour cent, la mise en culture dans le but d’isoler
N. gonorrhoeae n'est pas indispensable au diagnostic et
A la prise en charge médicale." Cependant, l'isolement
de souches de gonocoque, associé a une surveillance
clinique de la réponse au traitement, peut avoir son
importance lorsqu’il sagit de surveiller les tendances
des résistances aux antibiotiques.

En matiere de dépistage ou de recherche des cas
d’uréthrite parmi les hommes asymptomatiques, le
recueil d’échantillons uréthraux constitue une méthode
invasive qui n’est pas tres appréciée par les personnes

concernées. Le prélevement du premier jet des urines et
la recherche de lestérase leucocytaire est une alternative
non-invasive. La détection de I'uréthrite infectieuse par
la recherche de l'estérase leucocytaire a une sensibilité
de 41 4 100 pour cent. Cependant, elle ne permet pas
de distinguer entre I'uréthrite gonococcique et non-
gonococcique. La spécificité de la méthode de I'estérase
leucocytaire varie entre 35 et 100 pour cent. Par consé-
quent, la valeur prédictive positive d’un test dont le
résultat est positif pourrait étre extrémement faible.””

PERTES VAGINALES/DOULEUR
ABDOMINO-PELVIENNE

Lexamen au microscope d’un étalement sur lame
est trés utile pour le diagnostic de la trichomonase, de
la candidose et de la vaginose bactérienne (VB). Une
mesure du pH, un test 4 la potasse et la coloration de
Gram sur un prélévement vaginal peut aider  rendre le
diagnostic de VB plus fiable. I est encore plus impot-
tant de pouvoir faire le diagnostic de la cervico-vaginite
gonococcique ou chlamydienne, des infections dont les
séquelles peuvent étre graves. Malheureusement, il n'existe
pour le moment aucun moyen simple de diagnostiquer
ces infections. LUexamen direct apres coloration de Gram
a une sensibilité tres faible lorsqu’il s'agit de diagnosti-
quer la gonococcie chez la femme, et la mise en culture
demeure la méthode de référence.® Les autres tests
sérologiques diagnostiques de I'infection & Chlamydia
trachomatis sont, entre autres, la recherche d’anticorps
par immunofluorescence directe, les techniques immu-
noenzymatiques, la culture cellulaire, et la mise en évi-
dence de ’ADN bactérien par hybridation moléculaire
ou apres amplification iz vitro par PCR (Polymerase
Chain Reaction) ou LCR (Ligase Chain Reaction).

ULCERATIONS GENITALES

Les ulcérations génitales peuvent étre dues 2 la
age Y > )Y p
syphilis, au chancre mou, 4 I'herpes, 4 la donovanose,
ou (rarement) a la lymphogranulomatose vénérienne.
La prise en charge des patients peut étre basées sur
I'examen clinique et la mise en oeuvre d’algorithmes
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thérapeutiques. Les principales procédures 4 mettre en
oeuvre pour le diagnostic étiologique certain d’une
ulcération génitale sont:

® L'examen en microscopie & fond noir;

® Coloration de Wright ou de Leishman pour
Calymatobacterium granulomatis;

Mise en culture pour Haemophilus ducreyi;

Mise en culture ou test immunoenzymatique direct
pour le virus Herpes simplex;

Sérologie pour la syphilis et la lymphogranulomatose
vénérienne.

LES EXAMENS DE
LABORATOIRE

GONOCOCCIE

La gonococcie provoque un écoulement uréthral
purulent. Cependant, les signes cliniques et les sympt6-
mes de la maladie peuvent étre absents ou difficile &
distinguer de ceux d’une infection 4 chlamydiae. Par
conséquent, il faut disposer de tests si 'on veut porter
un diagnostic, détecter les cas et évaluer le traitement.
Lexamen direct au microscope de I'étalement sur lame
d’un échantillon d’écoulement uréthral chez ’homme
et la mise en culture de tout autre type de prélévement
constituent des méthodes diagnostiques fiables.

Microscopie directe (chez I'homme)

La coloration simple d’un échantillon par le bleu de
méthylene ou le safranin peut étre un moyen rapide et
fiable de diagnostiquer une gonococcie chez ’homme.
Cependant, la coloration de Gram, qui donne des résul-
tats plus spécifiques lorsqu’il sagit d’échantillons conte-
nant une flore bactérienne mixte, demeure la méthode
de référence.

Techniques de détection de la gonococcie
autres que la mise en culture

On a comparé diverses méthodes de détection de
Ioxydase, 'endotoxine, I'antigene ou FADN gonococ-
cique qui ne comportent pas de mise en culture 4 une
technique standard de mise en culture. Toutes ces pro-
cédures se sont avérées plus coliteuses et moins efficaces
quune technique de mise en culture pour les préleve-
ments extragénitaux et pour les échantillons qui ne
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contiennent qu’un faible nombre de pathogenes (a
Pexception du test d’amplification de PADN).”"?

Plusieurs techniques reposant sur la recherche
d’anticorps ont été utilisées pour détecter les anticorps
anti-gonococciques dans le sérum des patients. Aucune
méthode actuellement disponible n’est utile pour le
diagnostic car elles ne permettent pas de distinguer
entre les traces immunologiques d’une infection en
cours et celles d’une infection ancienne.

Mise en culture

Le fait de retrouver des diplocoques Gram-négatifs
oxydase-positifs en amas semblables 4 ceux des gonoco-
ques dans un échantillon mis en culture permet une
identification suffisante et fiable de V. gonorrhoeae dans
les prélevements génitaux en pratique quotidienne. On
recommande d’approfondir les méthodes d’identification
lorsqu’il s’agit de prélévements extragénitaux ou a des
fins de recherche.” On a souvent recours aux tests de
dégradation des hydrates de carbone (glucose, maltose,
lactose et sucrose), parfois en association avec les tests

. 14-1 ..
enzymatiques. 7 Un test de confirmation immunoen-

zymatique utilisant des anticorps monoclonaux consti-

. : 16,1
tue une alternative trés fiable mais plus cotiteuse. '*'®

EVALUATION IN VITRO DE LA
SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

La conduite du traitement antigonococcique chez un
patient donné ne requiert pas 'évaluation de la sensibilité
du pathogeéne aux antimicrobiens car les recommanda-
tions thérapeutiques actuelles formulées par 'OMS
suffisent pour traiter efficacement les infections gono-
cocciques résistantes 2 la pénicilline, 4 'ampicilline et aux
tétracyclines. évaluation de la sensibilité microbienne
peut étre utile dans les cas suivants:

B Dans les laboratoires de référence, au cours d’études
épidémiologiques, afin de fournir une information
sur la sensibilité et surveiller les tendances de la résis-
tance aux antibiotiques;

® Dans les laboratoires anti-MST qui effectuent un
grand nombre d’examens afin de permettre de sur-
veiller 'efficacité des traitements recommandés;

® Lorsque I'on étudie de nouveaux antimicrobiens;

B Lorsqu'il s'agit d’apporter des renseignements aux
cliniciens en cas d’échec thérapeutique.
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Il est important de se rappeler que 'échec du traite-
ment peut étre du 4 la résistance d gonocoque aux
médicaments actuellement recommandés, mais qu’il est
plus souvent dfi & une mauvaise observance du traite-
ment, une récidive infectieuse ou une infection associée
4 Chlamydia trachomatis. Si on effectue une évaluation
in vitro de la sensibilité aux antibiotiques en I'absence
de standardisation rigoureuse, celle-ci peut donner des
résultats non fiables.

Recherche in vitro des résistances micro-
biennes a médiation plasmidique

N. gonorrhoeae productrices de pénicillinase
(NGPP): de nombreuses souches de V. gonorrhoeae
sont résistantes a la pénicilline et 4 'ampicilline car
elles produisent une enzyme, la f-lactamase, qui
entraine une hydrolyse de ces médicaments. 1l existes
plusieurs méthodes de détection rapide des {3-lactama-
ses; dont: la méthode acidométrique, qui utilise un
indicateur de pH pour détecter une acidité accrue due
a Ihydrolyse de 'anneau B-lactame de la pénicilline; la
méthode iodométrique qui détecte un changement de
couleur due 2 la réduction de I'iode par I'acide péni-
cilloique; et la méthode chromogene qui détecte le
changement de couleur d’une céphalosporine chromo-
géne apres hydrolyse de l'anneau f-lactame.'”?!

N. gonorrhoeae résistantes a la tétracycline
(NGRT): des souches de V. gonorrhoeae porteuses
d’une résistance plasmidique de haut niveau a la tétra-
cycline sont devenus endémiques dans diverses régions
du monde. On peut identifier une NGRT en testant sa
capacité a se multiplier sur un milieu de culture conte-
nant 10 mg de tétracycline par litre. La concentration

minimale inhibitrice de la tétracycline est 216 mg/1.*>

Infection a Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis est responsable d’un grand
nombre de cas d’uréthrite et de cervico-vaginite. Les
symptomes et les signes cliniques d’infection chlamy-
dienne peuvent étre extrémement discrets voire totale-
ment absents, ce qui rend le diagnostic et le traitement
précoce moins probable que dans le cas des autres MST.
Luréthrite 4 chlamydia non traitée chez ’homme peut
évoluer vers I'épididymite. Chez la femme, l'infection
touche le plus souvent le col et elle s'étend souvent vers
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Vuretre. Chlamydia trachomatis peut également envahir
I'endometre et les trompes de Fallope, entrainant une
endométrite ou une salpingite. La chlamydiose s’associe
souvent 2 une infection gonococcique.

Avec larrivée de nouvelles technologies, le test de
référence pour le diagnostic de Pinfection a C. zracho-
matis est soit la culture cellulaire soit 'amplification
d’ADN confirmée par un autre test effectué A l'aide d’une
technique différente, telle que la recherche d’anticorps
par immunofluorescence directe (IFD), ou par la méme
technique d’amplification ’ADN dirigée vers une autre
cible, telle que le geéne de la MOMP (Major Outer
Membrane Protein). Cependant, la mise en culture de ce
germe est une technique coliteuse en ressources finan-
citres et en main-d’oeuvre, lente, techniquement difficile
et elle dépasse les possibilités de la plupart des labora-
toires. Faite par une personne compétente, la spécificité
de la mise en culture est de 100 pour cent. Les difficul-
tés techniques pouvant interférer avec la fiabilité de la
culture dans un laboratoire et sans aucun doute d’un
laboratoire & un autre, on estime que sa sensibilité ne
dépasse pas 70 A 80 pour cent. > La mise en culture de
cellules du col a la recherche de C. trachomatis a une
sensibilité de 65 pour cent par rapport a la technique
LCR appliquée 4 un échantillon d’urine.”®

Des techniques différentes qui ne comportent
pas de mise en culture (immunofluorescence, dosage
immunoenzymatique, hybridation d’ADN) ont été
développées au cours des années 1980. Ces méthodes,
plus faciles & mettre en oeuvre et moins cofiteuses que
la mise en culture, sont désormais largement utilisées.
De nombreuses publications scientifiques comparent
les méthodes ne comportant pas de mise en culture
avec la culture cellulaire. Cependant, il est extréme-
ment difficile d’évaluer leur véritable sensibilité et
spécificité étant donné que la technique de référence
quest la mise en culture ne remplit pas les criteres
d’un «gold standard».

Microscopie directe (chez 'homme)

Lexamen direct d’un échantillon d’écoulement
uréthral par étalement sur lame avec coloration de Gram
mettant en évidence des polynucléaires polymorphes
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en I'absence de diplocoque Gram-négatif a une valeur
prédictive positive élevée pour linfection par Chlamydia
trachomatis chez un patient présentant un écoulement
uréthral d’apparition brutale et n’ayant pas regu
d’antibiothérapie.

Culture cellulaire

De nombreuses lignées cellulaires offrent un bon
support pour la mise en culture de Chlamydia tracho-
matis. Cependant, la méthode de choix dans la plupart
des laboratoires est de mettre en culture des échantillons
centrifugés sur des cellules monocouches McCoy syn-
chronisées par le cycloheximide, d’incuber le mélange 2
36°C pendant deux 2 trois jours suivie d’une révélation
par immunofluorescence.**”” Une phase de «blind pas-
sage» accroit la sensibilité de la méthode de culture cel-
lulaire, mais elle peut cependant retarder le diagnostic
de maniére inalcc:eptanble.zs’29

Test d’immunofluorescence directe

Les anticorps monoclonaux marqués 4 la fluorescéine
dirigés contre I'épitope spécifique A 'espece des princi-
pales protéines membranaires permet de détecter les corps
élémentaires de Chlamydia trachomatis dans les échan-
tillons prélevés.”® Cette méthode est rapide et simple 4
mettre en oeuvre, mais elle est laborieuse et sa lecture est
difficile. Par conséquent, elle n’est pas recommandée
lorsque I'on doit traiter un grand nombre d’échantillons.
La lecture des résultats au microscope est un processus
subjectif, et la fiabilité du test dépend de I'expérience de
la personne qui le réalise. ** Les auteurs n’utilisent pas
toujours la méme valeur-seuil ou le nombre de corps
élémentaires nécessaires pour qu'un spécimen soit consi-
déré comme positif, ce qui influence la sensibilité de la
méthode.?*** De maniére générale, 'TFD semble avoir
une précision acceptable pour permettre un diagnostic
chez les patients symptomatiques et pour le recherche de
cas dans les populations 4 forte prévalence. Cependant,
sa sensibilité n’est pas suffisante pour détecter le faible
nombre de micro-organismes souvent présents chez les
sujets asymptomatiques, notamment dans les popula-

tions 4 faible prévalence.*®
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Dosage immunoenzymatique

Les méthodes immunoenzymatiques sont mieux
adaptées que I'immunofluorescence directe lorsqu’il sagit
de traiter un grand nombre de spécimens 2 la fois. Cette
méthode est également plus objective que I'TFD car ses
résultats sont lus 4 aide d’'un photometre. La sensibilité
et la spécificité globales des méthodes immunoenzyma-
tiques et d'immunofluorescence sont comparables.”’

La plupart des tests immunoenzymatiques actuellement
disponibles comprennent également un test de confir-
mation (neutralisation ou blocage) effectué sur un
échantillon positif. Au cours du deuxiéme test immu-
noenzymatique, la présence ou I'absence d’antigéne
chlamydien dans un échantillon qui était initialement
positif lors du premier test peut étre confirmée par
Pinhibition sélective de 'antigéne par une immunoglo-
buline Chlamydia-spécifique.”®”

Les nouveaux tests immunoenzymatiques membra-
naires sont faciles 4 utiliser. Ils permettent un diagnostic
rapide de I'infection chlamydienne dans les conditions
qui sont celles de Iexercice sur le terrain.* Ces méthodes
ont une sensibilité moindre et sont par conséquent moins
précises que les tests immunoenzymatiques classiques.

Sondes a ADN, PCR et LCR

Les méthodes d’hybridation de TADN ont récemment
été appliquées au diagnostic de Pinfection chlamydienne.*"
Les tests disponibles dans le commerce sont faciles &
mettre en oeuvre et il a éeé montré qu’ils sont trés spé-
cifiques. Par contre, leur sensibilité semble étre compa-
rable & celle de immunofluorescence directe et de la
plupart des tests immunoenzymatiques. Lamplification
des séquences d’ADN par les méthodes de PCR ou de
LCR offre une sensibilité trés élevée. Cependant, le cotit
élevé des techniques PCR et LCR, I'équipement spécialisé
qui doit étre mis en place au niveau du laboratoire et la
facilité avec laquelle une contamination par d’autres son-
des I’ADN peut survenir limitent actuellement I'appli-
cation de cette méthode pour le diagnostic de routine.

Enchantillons d’urine

Lobtention d’échantillons uréthraux chez ’homme
par un écouvillonnage uréthral est une méthode invasive
qui provoque un certain degré d’inconfort. Le recueil
du premier jet des urines est une procédure non invasive
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qui est donc mieux acceptée. Plusieurs études ont
montré que les méthodes ne comprenant pas de mise
en culture (immunofluorescence directe ou test immu-
noenzymatique) avaient une sensibilité comparable
lorsqu’on les appliquaient 4 des échantillons prélevés
par écouvillonnage uréthral ou par recueil du premier
jet d’urine.”*® D’autres études ont montré que la mise
en culture de centrifugats d’urine était moins sensible
par rapport a I'écouvillonnage uréthral % Dintéréc du
recueil des urines chez la femme suivie d’une mise en
culture par rapport 2 un écouvillonnage cervical a fait
objet de controverses.”>*®% Les résultats obtenus par
technique d’amplification d’ADN sur des échantillons
d’urine chez ’homme et chez la femme et sur des pré-
lévements effectués en milieu médical (PCR et LCR)
semblent trés prometteurs.?*

Tests sérologiques

On a utilisé diverses méthodes sérologiques (fixation
du complément, microimmunofluorescence, dosage
immunoenzymatique) pour étudier les infections chla-
mydiennes dans des conditions particulieres. Cependant,
leur intérét diagnostique demeure limité. Comme Cest le
cas pour la confirmation sérologique d’autres infections,
on peut avoir la preuve sérologique d’une infection
chlamydienne en observant une augmentation des anti-
corps par un facteur de quatre ou plus & au moins deux
semaines d’intervalle. Le recours a un seul taux élevé
d’anticorps pour le diagnostic d’uréthrite ou de cervico-
vaginite chlamydienne ne constitue pas une méthode
fiable. Un tel cas de figure fait évoquer le diagnostic
de lymphogranulomatose vénérienne, d’arthrite réac-
tionnelle, d’épididymite et de syndrome inflammatoire
pelvien (SIP).”>*

En général, les infections lymphogranulomateuses
actives ont des taux de fixation du complément (FC)
de 1:64 voire plus. Cependant, on peut observer des
taux de FC élevés chez des personnes asymptomatiques
et chez ceux souffrant d’une infection chlamydienne en
absence de lymphogranulomatose. La microimmuno-
fluorescence est plus sensible que la fixation du com-
plément car il lui est possible de déterminer le type
antigénique de la souche chlamydienne qui est en cause.
La microimmunofluorescence n'est cependant pas dis-
ponible en routine et elle n'est utilisée que dans quelques
laboratoires spécialisés.
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LA SYPHILIS

La syphilis est contractée par contact sexuel avec
une personne infectée présentant une ulcération
ouverte. La transmission de Treponema pallidum
nécessite 'exposition de muqueuses ou de peau lésée
a des lésions infectantes.

On ne connalt aucune différence structurelle ou
métabolique qui permette de différencier les spirochétes
responsables de la syphilis vénérienne (Treponema palli-
dum), la syphilis endémique (Treponema endemicum), le
pian (Treponema pertenue) et la pinta (Treponema cora-
teum). Par conséquent, il est impossible de distinguer
entre ces micro-organismes 2 ['aide d’examens de labo-
ratoire. Cette distinction ne peut se faire qu'a 'aide de
signes cliniques et d’études épidémiologiques, y compris
des enquétes pour documenter le mode de transmission.

La syphilis est une infection chronique qui s'accom-
pagne de signes cliniques divers survenant & des phases
évolutives distinctes. Chacune de ces phases requiert une
approche diagnostique différente. Le tréponeme peut
étre identifié au cours des phases primaire et secondaire.
Dans la phase primaire, les tréponémes peuvent étre
retrouvés A 'examen microscopique dans les lésions
cutanées ou des muqueuses au niveau du point d’entrée
(chancre primaire). Au cours de la phase secondaire, ils
peuvent également étre détectés dans les Iésions papu-
laires ou dans les condylomes plats.

Les tests sérologiques sont négatifs au cours de la phase
primaire précoce. Les anticorps apparaissent une a quatre
semaines apres qu'une lésion soit apparue. Tous les tests
sérologiques sont positifs au cours de la phase secondaire,
et la quasi totalité des patients ont des taux élevés
d’anticorps (>1:8) aux tests non-tréponémiques. Les
tests sérologiques demeurent positifs au cours de la phase
de latence et de la phase tertiaire. Cependant, environ
20 pour cent des patients en phase latente tardive et
30 pour cent des patients en phase tertiaire peuvent
demeurer aréactifs aux tests non-tréponémiques.

La syphilis congénitale est due au passage transpla-
centaire de Treponema pallidum d’une femme enceinte
a son foetus (voir Chapitre 9). Le diagnostic de la
syphilis congénitale se base sur:
® La mise en évidence de Treponema pallidum au

microscope dans les sécrétions nasales ou les lésions
cutanées chez I'enfant, lorsqu’elles existent;
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® La détection d’anticorps IgM spécifiques dans le
sérum;

® La mise en évidence d’une apparition ou d’une mon-
tée des taux d’anticorps aux tests non-tréponémiques
successifs au cours des huit premiers mois de la vie.

Examen microscopique direct

La microscopie sur fond noir est la seule méthode qui
permette de faire un diagnostic immédiat de la syphilis &
la phase primaire ou secondaire. Cependant, la fiabilité
des résultats exige que cet examen soit réalisé dans des
conditions techniques appropriées qui ne sont réunies
que dans des laboratoires spécialisés, y compris de dis-
poser d’équipes bien formées 4 cette tiche, et du temps
et de 'équipement nécessaires.

Le test en immunofluorescence directe (IFD) peut
constituer une alternative plus pratique que 'examen
en microscopie sur fond noir car les échantillons sont
fixés sur une lame 4 I'aide de méthanol ou d’acétone.
Les examens de laboratoire peuvent donc étre réalisés
apres le transport des prélévements. Limmunofluores-
cence directe élimine également le risque de confondre
avec d’autres spirochetes. Sa sensibilité et sa spécificité
sont donc supérieures A celle de 'examen microscopi-
que sur fond noir.*® Uincapacité a observer le micro-
organisme, cependant, n’exclut en rien le diagnostic
de syphilis. Un résultat négatif peut signifier:
® Qu’un nombre insuffisant de tréponémes étaient

présents dans la lésion;
W Que le patient a récemment été traité ou traité de
maniére incomplete;

® Que la Iésion était en voie de guérison naturelle;

® Que la lésion n’était pas de nature syphilitique.

Tests non-tréponémiques

Toutes les méthodes non-tréponémiques actuellement
utilisées dans le diagnostic de la syphilis sont des tests de
floculation qui utilisent le cardiolipide, la lécithine et le
cholestérol comme antigene. Le test Venereal Disease
Research Laboratory (VDRL) a été le premier de la série
des tests de floculation® et la composition antigénique de
base de tous les tests plus récents est la méme que celle

du VDRL. LCantigeéne utilisé dans le VDRL n’est pas
stabilisé. Par conséquent, il faut préparer une nouvelle
solution chaque jour. Le VDRL doit étre effectué sur un
sérum chauffé 4 56°C avant d’étre testé, et les résultats
doivent étre lus 4 I'aide d’'un microscope sous un gros-
sissement de 100x. Ce test microscopique, le VDRL,
est le seul test adapté & I'examen du liquide céphalo-
rachidien. Une autre méthode microscopique, le test
Unheated Serum Reagin (USR) peut étre effectué a I'aide
d’un antigéne stabilis¢ ou un sérum non-chauffé.”

La réaction des autres tests de floculation est visible &
P'oeil nu. Le plus répandu de ces tests est le Rapid Plasma
Reagin (RPR) test qui utilise des cartes plastifiées 2 la
place de lames de verre et un antigéne stabilisé auquel
on a ajouté des particules de charbon. L'antigéne n’est
pas fixé sur ces particules. En fait, il est piégé dans le
filet tissé par les complexes anticorps-antigéne formés
dans les échantillons positifs, ce qui rend la réaction
visible & I'oeil nu. Ce test peut &tre fait sur du sérum
ou du plasma non chauffé.’' Les versions modifiées du
RPR sont, entre autres, le Reagin Screen Test (RST) qui
utilise une teinture noire liposoluble 4 la place du char-
bon,”” Pantigéne VDRL charbon, qui est comparable
au RPR test, et le Toluidine Red Unbeated Serum Test
(TRUST) qui utilise le rouge de toluidine au lieu du
charbon pour rendre la réaction visible.”?

Tests tréponémiques

Les test tréponémiques spécifiques détectent les
anticorps dirigés contre les composantes cellulaires
tréponémiques. Les trois tests différents sont: immu-
nofluorescence indirecte, 'hémagglutination, et
UEnzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Le
Fluorescent Treponemal Antibody-Absorption (FTA-Abs)
test est le plus sensible de tous les tests utilisés dans la
syphilis, mais il est techniquement le plus difficile 2
réaliser. La lecture standardisée, la dilution appropriée et
la bonne qualité du conjugué, et l'utilisation de lames
d’antigéne de bonne qualité sont tous des éléments
indispensables 4 la fiabilité du test.** Le dosage en
microhémagglutination des anticorps dirigés contre
Treponema pallidum (MHA-TP), le Treponema pallidum
Hemagglutination Assay (TPHA) ou le Hemagglutination
Treponemal Test for Syphilis (HATTS) sont plus facile &
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Tableau 3

SENSIBILITE ET SPECIFICITE DES TESTS SEROLOGIQUES POUR LA SYPHILIS

Sensibilité (%) selon la phase de I'infection syphilitique

Spécificité

Test Primaire Secondaire
VDRL 80 (74-87) 100
RPR 86 (81-100) 100
FTA-Abs 98 (93-100) 100
MHA-TP 82 (69-90) 100

Latente* Tardive* (%)
80 {71-100) 71 (37-94) 98
80 (53-100) 73 (36-96) 98
100 96 99
100 ' 94 99

* résultats accessibles & tous et rapportés dans la littérature

réaliser que le FTA-Abs, ont moins de variables, et sont
plus adaptés a la réalisation d’examens en série lorsqu’il
faut réaliser un grand nombre de tests.”>* Les tests
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) sont congus
pour étre effectués sur des prélevements groupés et sont
adaptés 4 Pautomatisation des sérologies.””*® Les diffé-
rents tests tréponémiques ont tous une sensibilité et une
spécificité comparables, A I'exception de la phase primaire
de la syphilis au cours de laquelle le FTA-Abs est plus
sensible que les autres.

Utilisation appropriée des tests sérologiques

Le Tableau 3 présente la sensibilité et la spécificité
des tests tréponémiques et non-tréponémiques dans la
syphilis en fonction des différentes phases de la maladie.
Un test non-tréponémique réactif peut indiquer une
infection en cours, une infection récente traitée ou une
infection récente non traitée, ou enfin un résultat faus-
sement positif. Les faux positifs surviennent dans un
A trois pour cent des cas dans la population générale.
Limmense majorité des sérums faussement positifs
montrent des taux d’anticorps <1:4. Cependant, des
taux plus faibles ne peuvent permettre d’exclure une
syphilis et sont souvent retrouvés aux cours des phases
primaire précoce, latente tardive et tertiaire. La mesure
des taux sériques a 'aide de méthodes non-tréponémiques
quantitatives peut aider A obtenir une interprétation
plus fiable des résultats et de surveiller les patients apres
qu'ils aient été traités. Si 'on veut exclure un résultat
faux-positif, il faut effectuer un test tréponémique
spécifique.

Un test tréponémique réactif peut indiquer une
infection primaire ou précoce, une infection récente
traitée ou non, ou enfin une infection dans le passé.
Une fois infectées par des tréponémes pathogenes, la
plupart des personnes demeurent positifs pour les tests
tréponémiques pendant des années—parfois leur vie
durant—tandis que les tests non-tréponémiques rede-
viennent négatifs au terme d’un traitement bien conduit.

En ce qui concerne les réactions douteuses (réactions
discordantes non-tréponémiques-positives et tréponé-
miques-négatives) ou en cas de discordance avec I'impres-
sion clinique, ces tests doivent étre répétés sur un nouveau
prélevement sanguin. Si la discordance persiste, on peut
effectuer un autre type de test tréponémique afin de
trancher définitivement. En cas de syphilis en phase
d’incubation, tous les tests recherchant les anticorps
sont négatifs. Au cours de la phase précoce de la syphi-
lis primaire, on peut obtenir des résultats discordants
(non-tréponémique-positif et microhémagglutination-
négatif, non-tréponémique-négatif et microhémag-
glutination-positif, ou non-tréponémique-négatif
microhémagglutination-négatif). Si 'on souhaite faire
le diagnostic ou exclure la syphilis, ces tests doivent
étre répétés au bout de deux ou trois semaines sur un
nouveau prélevement sanguin. Dans de tels cas, il peut
étre utile d’effectuer un FTA-Abs, puisque Cest le test le
plus sensible en cas de syphilis primaire. Enfin, Jorsqu’'un
traitement adapté a été initié au cours de la phase précoce
de la syphilis primaire, les patients peuvent demeurer
anticorps-négatifs.
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La séroréversion des tests non-tréponémiques qui
deviennent négatifs chez les patients convenablement
traités survient habituellement au bout de six mois 4
quelques années et elle est associée 4 la durée de I'infec-
tion, A ['existence d’une infection antérieure et au taux
des anticorps sériques au moment du début du traite-
ment. On peut également observer une séroréversion
des tests tréponémiques au bout de quelques années
chez une minorité de patients. Ce phénomeéne n'est
pas encore completement élucidé.

Lorsqu’on souhaite diagnostiquer ou identifier des
cas de syphilis, il faut dépister les patients 4 I'aide d’un
test non-tréponémique. Le test le plus couramment
utilisé & ce jour est le test RPR 18-mm circulaire sur
carte avec rotation mécanique. Dans les laboratoires ne
disposant pas du matériel nécessaire ou ayant un petit
nombre d’échantillons 2 traiter, il est possible de tourner
les cartes & la main. La sensibilité d'un RPR «tourné
a la main» est seulement un peu plus faible que celle
d’un RPR test avec rotation mécanique. Par consé-
quent certains prélévements ayant un taux d’anticorps
<1:2 peuvent apparaitre négatifs au test avec rotation
manuelle. On a recours aux tests spécifiques des anti-
corps tréponémiques afin de confirmer les résultats
positifs aux tests non-tréponémiques et dans le cadre
des études épidémiologiques. Le plus approprié de ces
tests pour la pratique quotidienne est le TPHA.

Les sérums non-dilués comportant des taux d’anti-
corps élevés apparaissent parfois négatifs aux tests non-
tréponémiques en raison du taux excessif d’anticorps.
Ce phénomene, connu sous le nom d’effet de zone, est
parfois retrouvé chez les patients qui présentent une
syphilis secondaire. Par conséquent, les échantillons
non-dilués aréactifs provenant de patients symptomati-
ques doivent étre dilués au 1:16 ou au 1:256 et testés
de nouveau A 'aide d’une méthode quantitative.

Mise en évidence d’IgM tréponémique
dans le sérum

La synthese d’anticorps IgM spécifiques est la pre-
miére réponse immunitaire & médiation humorale aprés
le début de linfection par la syphilis comme C’est le cas
pour les autres infections virales ou bactériennes. Dans
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la syphilis, les anticorps IgM tréponémiques sont présents
non seulement chez les patients qui présentent une
syphilis primaire en phase précoce, mais on peut égale-
ment les retrouver au cours de la période de syphilis
latente et chez les patients en phase de syphilis avancée.
Les IgM diminuent plus lentement apres guérison
spontanée de I'infection qu’apres traitement efficace.

La détection des anticorps IgM est également tres
utile lorsqu’il s'agit de faire le diagnostic de syphilis
congénitale. La présence d’anticorps IgM dans le sang
des nouveau-nés moigne de I'infection syphilitique
prénatale chez I'enfant. Cependant, chez la plupart des
enfants, les anticorps IgM n’apparaissent que quelques
semaines ou quelques mois aprés la naissance. La mon-
tée des IgM dans le liquide céphalo-rachidien des
patients ayant une barriere hémo-méningée intacte
(Cest 4 dire, ceux qui ont un rapport albumine séri-
que/albumine LCR normal) indiquent une neurosy-
philis active. En effet, le poids moléculaire des [gM les
empéche de traverser la barriere hémato-placentaire
ainsi que la barri¢re hémo-méningée si celles-ci sont
intactes.

La sensibilité des méthodes tréponémiques permet-
tant de détecter des IgM n’est pas optimale. Cependant,
de tels résultats peuvent contribuer 2 une interpréta-
tion plus fiable de la syphilis congénitale, de la syphilis
primaire, de la syphilis tardive et de réinfection chez les
patients ayant des antécédents d’infection par la syphi-
lis ou par une autre tréponématose. La disparition des
IgM peut constituer une méthode utile d’évaluation
du traitement chez des patients en phase précoce avant
que la séroconversion aux tests non-tréponémiques
ne survienne.

L’HERPES GENITAL

Le virus Herpes simplex (HSV) appartient au groupe
des alpha herpesviridae qui provoquent une infection
latente et entrainer une infection persistante. Lherpes
génital est provoqué par HSV-2 dans environ 85 pour
cent des cas. Les 15 pour cent restant sont causés par
HSV-1. Linfection primaire par HSV peut étre asymp-
tomatique ou caractérisée par la survenue de lésions
ulcérantes ou vésiculaires étendues associées a des adé-
nopathies inguinales, 4 une dysurie et 4 une fievre. Les
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épisodes récurrents d’herpes génital sont habituellement
plus bénins (sauf chez 'héte immunodéprimé) sont
presque toujours causés par HSV-2. Lherpes génital est
diagnostiqué essentiellement sur la constatation d’élé-
ments cliniques. Il n’est le plus souvent pas indispensable
d’avoir recours a4 des examens complémentaires.
LCherpes néonatal est la conséquence la plus grave de
Iinfection herpétique génitale. Le virus est transmis de
la mere infectée a I'enfant lors de son passage dans la
filiere génitale. Il faut donc disposer d’examens com-
plémentaires rapides et fiables permettant de détecter une
infection par HSV chez des femmes enceintes asymp-
tomatiques peu de temps avant 'accouchement, et de
surveiller les nouveau-nés exposés au HSV 2 la naissance.

La culture virale

Lisolement du HSV dans des cultures cellulaires en
laboratoire demeure la méthode diagnostique de réfé-
rence. Les cultures effectuées sur des 1ésions vésiculaires
récentes ont une sensibilité de plus de 90 pour cent. La
mise en culture des lésions pustuleuses est positive dans
70 4 80 pour cent des cas, tandis que seulement 25 pour
cent des lésions crofiteuses donnent un résultat positif
apres mise en culture. Les cultures des lésions d’infection
primaire produisent une quantité significativement
plus élevée de virus par rapport a celles des lésions
récurrentes.””*!

Leffet cytopathogene qui caractérise HSV peut étre
objectivé par le recensement des cellules épatrpillées et qui
sont visibles au bout de un 2 sept jours d’incubation, en
fonction de la concentration de virus dans Iéchantillon
prélevé. D’autres virus peuvent également provoquer une
effet cytopathogene comparable 4 celui ’HSV. 1l est
recommandé d’avoir recours A une méthode d’identifi-
cation formelle d’HSV lorsque I'on constate un type
inhabituel d’effet cytopathogene ou lorsque les échan-
tillons proviennent de personnes asymptomatiques.
Lidentification et le typage du HSV peut également
savérer utile A des fins épidémiologiques ou de recherche.
Les isolats de virus peuvent étre identifiés comme étant
du HSV puis classés en HSV-1 ou HSV-2 4 l'aide de
tests de neutralisation, de méthodes immunologiques
ou d’hybridation d’acides nucléiques.
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Méthodes de détection directe

Les méthodes ne comprenant pas de mise en culture
sont plus facilement utilisables pour le diagnostic de
Pinfection par HSV en pratique clinique quotidienne. En
effet, les structures nécessaires pour la mise en culture
cellulaire ne sont disponibles partout. Les méthodes de
détection rapide de l'antigéne HSV a 'aide de métho-
des immunologiques sont actuellement les plus répan-
dues. Les méthodes immunologiques sont, entre autres,
Pimmunofluorescence, I'immunoperoxydase et [ Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). La sensibilité de
ces méthodes de détection d’antigéne semble varier entre
70 et 95 pour cent.>%

Lapproche la plus nouvelle dans le diagnostic rapide
du HSV est 'hybridation ADN.* A terme, 'amplifi-
cation des séquences d’ADN 4 l'aide d’une Polymerase
Chain Reaction (PCR) pourrait constituer une méthode
extrémement sensible de détection du HSV chez les
femmes enceintes asymptomatiques.”

On ne considere plus les coloration de Papanicolaou
et de Tzanck comme des méthodes adaptées pour le
diagnostic de Iherpés génital.” Bien que ces méthodes
soient simples et peu coliteuses et qu'on peut les udliser
pour démontrer des modifications cytologiques, telles que
la présence de cellules géantes ou de cellules présentant
des inclusions nucléaires provenant de lésions ou de
prélevements cervicaux, elles ne sont pas spécifiques
pour HSV et ont une sensibilité faible par rapport a la
culture cellulaire.

La sérologie

Les tests sérologiques effectuées 2 la recherche
d’anticorps anti-HSV peuvent aider & diagnostiquer
la cause d’une lésion primaire si I'on constate une
augmentation par un facteur quatre ou plus du taux
d’anticorps entre un examen effectué au cours de la
phase aigué et un deuxieme, effectué dix a 14 jours
plus tard au cours de la phase de convalescence. Chez
les patients qui présentent une infection récurrente,
une augmentation significative des anticorps survient
dans moins de dix pour cent des cas.
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Les méthodes de recherche d’anticorps anti-HSV
sont, entre autres, la fixation du complément, I'immu-
nofluorescence indirecte, la technique de neutralisation,
l'agglutination sur latex, ’hémagglutination et le dosage
immunoenzymatique. Toutes ces méthodes ont une
bonne sensibilité pour la détection des anticorps IgG
mais elles ne peuvent pas distinguer entre une infection
HSV récente et une infection passée sur un seul préle-
vement sanguin. Aucun des tests disponibles sur le
marché ne peut effectivement différencier entre HSV-1
et HSV-2 en raison de 'importance des réactions croi-
sées. Les principales cibles des anticorps sériques sont
les glycoprotéines virales de surface, et la plupart des
épitopes immunogenes sont présents 2 la fois chez
HSV-1 et HSV-2.

On a récemment décrit plusieurs nouvelles protéines
spécifiques de HSV-1 et HSV-2, y compris la glycopro-
téine gG de HSV-1, qui differe significativement de la
protéine gG de HSV-2. Des tests ELISA en phase solide
utilisant des glycoprotéines gG purifiées et qui détectent
de maniere spécifique les anticorps anti-HSV-2 ont été
mis sur le marché. On peut avoir recouts & ces tests pour
déterminer les taux d’anticorps IgG présents chez les
patients exposés au HSV-2, y compris les personnes ayant
été infectés par HSV-1 ou d’autres herpesviridae dans
le passé.5

LE CHANCRE MOU

Le chancre mou est provoqué par Haemophilus ducreyi.
Cette maladie est transmise sexuellement lors de I'invasion
directe de 'organisme par une porte d’entrée telle que
la peau ou les muqueuses saines ou lésées. La maladie
débute par une papule douloureuse i 'endroit de I'infec-
tion, évoluant vers une ou plusieurs ulcérations. Des
adénopathies inguinales peuvent étre présentes chez prés
de 50 pour cent des patients. On peut voir des ulcéra-
tions génitales étendues ou persistantes sans adénopathie
inguinale chez des patients immunodéprimés lors d’'une
infection par le VIH. En raison de I'aspect atypique et de
la surinfection de I'ulcération, le diagnostic clinique est
exact dans 40 4 80 pour cent des cas.
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Isolement et identification de H. ducreyi

A ce jour, le diagnostic du chancre mou dépend de
la capacité A voir apparaitre H. ducreyi en milieu de
culture. Divers milieux de culture ont été utilisés pour
isoler ce micro-organisme, avec plus ou moins de succes.
On a montré que l'utilisation concomitante de milieux
de culture pour gonocoque et Mueller Hinton pourrait
accroftre le taux d’isolement de H. Ducreyi dans les
ulcérations qui peut alors atteindre 80 pour cent.

Lidentification probable de H. Ducreyi peut étre
basée sur les caractéristiques des colonies, sur I'aspect
de la coloration de Gram, sur la production de 3-lacta-
mases et sur la réaction 4 'oxydase. Les colonies sont
non-mucoides, surélevées, granulaires, de coloration
gris-jaune et peuvent étre déplacées sur la surface du
milieu de culture 4 'aide d’'un anneau d’inoculation
sans qu'elles se dilacerent. Elles peuvent étre soit trans-
lucides soit opaques, et cet aspect variable donne 'impres-
sion d’une culture mixte et impure. H. ducreyi est un
organisme fastidieux dont I'activité biochimique est
limitée. La présence d’hémine est nécessaire pour que
la croissance s'amorce. La réduction de nitrates et la
présence d’une phosphatase alcaline sont également
deux caractéristiques importantes. H. ducreyi est oxy-
dase-positive lorsqu’on la met en présence de tétramé-
thyle-p-phényléne-diamine, et prés de 100 pour cent
des isolats sont {3-lactamase-positifs.

Méthodes de détection directe

Lexamen direct des substances prélevées sur les
ulcérations sur des étalement sur Jame avec coloration
de Gram peuvent aider au diagnostic de chancre mou
si lon retrouve des bacilles Gram-négatifs typiques, de
petite taille, regroupés en chainettes ou en «bancs de
poisson». Cependant, on observe rarement ces aspects
typiques sur des étalements de prélévements provenant
de patients dont la mise en culture a permis de faire le
diagnostic de chancre mou. La sensibilité des colorations
de Gram est donc bien inférieure 3 50 pour cent.9%
En outre, la plupart des ulcérations génitales étant
infectées par une flore polymicrobienne en raison d’une
contamination secondaire, la présence de bacilles Gram-
négatifs peut étre source d’erreur et de faux-positifs.*”
Etant donné cette sensibilité et de cette spécificité faibles,
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on ne recommande pas de faire une coloration de Gram
apres éralement sur lame pour faire le diagnostic
de chancre mou.

Des méthodes de détection d’antigene et d’acides
nucléiques de H. ducreyi ne comprenant pas de mise
en culture ont été développées. Elles en sont encore
cependant au stade de 'expérimentation. Les anticorps
monoclonaux marqués 2 la fluorescéine ont été employés
pour détecter la présence de H. ducreyi dans des échan-
tillons prélevés en pratique clinique quotidienne. II
est possible de détecter des anticorps dirigés contre
une protéine de 62 kiloDaltons et une autre de 29
kiloDaltons, respectivement, dans 50 pour cent et 74
pour cent des cas suspects de chancre mou.””* Ces
résultats sont prometteurs, mais il faut encore évaluer
ces méthodes et mener des dépistages étendus sur des
prélevements effectués en clinique avant de pouvoir
se prononcer sur la fiabilité de ces méthodes. On a
montré que les sondes ADN avaient une sensibilité
de 100 pour cent et une spécificité de 100 pour cent
pour lidentification des souches bactériennes isolées.
Cependant, leur utilité dans le diagnostic direct du

chancre mou reste 4 définir.”>7

La sérologie

Lintérét des examens sérologiques pour le diagnostic
de l'infection active de H. ducreyi est trés limité, mais
les sérologies ont démontré leur utilité lorsqu'il s'agit

épidémiologie et de recherche.

Lélaboration de tests sérologiques fiables dépend de
Pinformation détaillée dont on dispose sur la réponse
immunitaire de I’h6te ainsi que de la présentation anti-
génique par 'organisme pathogene. Les données dispo-
nibles concernant ces mécanismes dans le chancre mou
et H. ducreyi sont trés limitées. Lexpérience clinique et
les études expérimentales d’inoculation chez ’lhomme
suggerent qu’il n’y a probablement pas d’ immunité
acquise vis-a-vis de H. ducreyi. Cependant, il faut
poursuivre les travaux de recherche afin de déterminer
sa composition antigénique, y compris les épitopes
immunogenes spécifiques, ainsi que la cinétique de la
réponse immunitaire 3 médiation humorale chez les
personnes traitées ou non traitées présentant un épi-
sode primaire ou récurrent de chancre mou.
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Les anticorps IgG ou IgM sériques circulants dirigés
contre H. ducreyi ont pu étre détectés 4 I'aide de tech-
niques de dot immunobinding et YELISA.”® On a obs-
ervé une variation qualitative et quantitative dans la
réponse des anticorps chez les patients ayant des anté-
cédents récents ou anciens de chancre mou. Cependant,
les facteurs qui influencent les variations des ces réponses
ne sont pas encore clairement élucidés.

Lévaluation de la sensibilité
aux antibiotiques

Au cours des deux derniéres décennies, on a cons-
taté une augmentation trés significative des résistances
chromosomiques et des résistances 4 médiation plasmi-
dique de haut niveau parmi les souches isolées de H.
ducreyi. Les schémas de résistance des souches isolées,
cependant, peuvent varier de maniere importante dans
les régions & variation géographique élevée. On a cons-
taté que les échecs thérapeutiques du traitement contre
le chancre mou sont beaucoup plus fréquents chez les
patients porteurs du VIH, mais on ignore encore si ces
échecs du traitement sont associés de maniére significa-
tive 4 I'infection par le VIH ou avec la résistance accrue
aux antimicrobiens des souches de H. ducreyi.

Il nexiste & ce jour aucune procédure standardisée
pour évaluer la sensibilité de H. ducreyi. La seule tech-
nique pratique et fiable est la méthode de dilution sur gel
d’agarose qui permet de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices d’antibiotiques. Les milieux de
culture les plus couramment utilisés sont le milieu de
Mueller Hinton ou le milieu pour gonocoque enrichi
avec de ’hémoglobine & un pour cent, du sérum de veau
foetal 4 cinq pour cent et d’IsoVitaleX & un pour cent.
Dévaluation de la sensibilité de H. ducreyi vis-a-vis des
antimicrobiens est difficile. Cet examen n'est réalisable en
pratique que dans des laboratoires de référence spécialisés.

LA DONOVANOSE

La donovanose est une infection chronique qui
intéresse la peau, les membranes muqueuses et les
glandes lymphatiques des zones génitales et périnéales.
La maladie débute avec I'apparition d’un nodule sous-
cutané A I'endroit de 'infection. Ce nodule érode la
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peau jusqu’a former une ulcération granulomateuse et
rouge. Linfection peut s'étendre aux ganglions lympha-
tiques. La maladie se transmet alors par voie sanguine
et peut méme s’accompagner de lésions cutanées a
distance de la région génitale.

La donovanose est provoquée par Calymatobacterium
granulomatosis, pathogene que I'on ne parvient pas
encore A faire pousser en milieu de culture. Le diagnostic
en laboratoire dépend de la capacité 4 observer des
corps de Donovan sur des prélévements de lésions étalés
sur lame.

La microscopie directe

La sensibilité de la microscopie directe pour I'exa-
men d’échantillons de tissus écrasés entre deux lames
est de moins de 40 pour cent chez les patients porteurs
de lésions cliniquement suspectes de donovanose. Les
aspects histologiques observés dans les coupes d’'une
biopsie peuvent aider & distinguer entre la donovanose
et d’autres maladies. Une ulcération accompagnée d’'un
infiltrat inflammatoire mixte de cellules plasmatiques,
de polynucléaires neutrophiles et d’histiocytes avec une
absence évidente de lymphocytes est fortement évocatrice
de donovanose. La mise en évidence de micro-organismes
intracellulaires caractéristiques (les corps de Donovan)
par I'imprégnation a Pargent de Warthin Starry permet
de faire le diagnostic.”®

La sérologie

On a pu mettre en évidence des anticorps dirigés
contre Calymatobacterium granulomatosis A I'aide d’une
méthode de fixation du complément dans le sérum de
patients dont les lésions avaient persisté pendant plus
de trois mois. Plus récemment, une technique d’'immu-
nofluorescence indirecte a été couronnée de succes. Les
coupes biopsiques contenant des corps de Donovan sont
mises en contact avec des sérums provenant de patients
puis traités par des IgG anti-humaines conjuguées a de
lisothiocyanate de fluorescéine. En I'absence de méthode
de culture fiable ou de méthode simple de détection ne
comprenant pas une mise en culture, cet examen séro-
logique peut savérer tres important pour le diagnostic
de la donovanose.”
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LA CANDIDOSE

La vulvovaginite candidosique est causée par Candida
albicans dans environ 85 pour cent des cas, les 15 pour
cent restants étant dus 4 d’autres espéces, notamment
Candida glabrata.”® Parmi les signes cliniques et les
symptomes classiques de candidose on retrouve une
sensation de prurit vaginal, d’irritation vulvaire, de
dysurie, une leucorrhée blanchitre dite «caillebottée»
(qui ressemble 4 du fromage blanc), non-malodorantes,
et un érythéme de la vulve et des levres. Cependant, les
signes cliniques et les symptomes sont souvent moins
spécifiques et les examens complémentaires sont alors
essentiels pour faire le diagnostic.

La microscopie directe

Le champignon est facilement reconnaissable sur un
étalement frais de sécrétions vaginales sur lame. Il sagit
de cellules rondes ou ovoides de 4 pm de diametre pré-
sentant un bourgeonnement typique. Ladjonction de
KOH 2 dix pour cent 4 la préparation peut faciliter la
détection des levures, et notamment de reconnaitre les
filaments mycéliens (pseudohyphae). Les levures sont
Gram-positives et sont faciles & mettre en évidence sur un
éralement apres coloration de Gram. Cependant, ['éta-
lement frais sur lame posséde une meilleure sensibilité.

La mise en culture

La mise en culture demeure la méthode la plus sen-
sible actuellement disponible permettant de détecter la
présence de Candida. Cependant, il faut souligner qu'une
culture positive n’indique pas nécessairement que Candida
est responsable de symptomes vaginaux, puisque ce germe
est présent chez plus de 20 pour cent des femmes en
bonne santé. La valeur diagnostique de 'examen en
microscopie directe est bien supérieure. Peu de patientes
présentant une candidose vaginale symptomatique sont
négatives en microscopie. Par conséquent, la mise en
culture peut n’étre utile que si 'on suspecte clinique-
ment une candidose vaginale en 'absence de germe a
Pexamen microscopique direct.””
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Les colonies de levures apparaissent au bout de un ou
deux jours d’incubation 4 36°C. Elles ont un aspect opa-
que ou laiteux. Le seul aspect important de l'identification
des isolats consiste 4 les différencier de colonies bactérien-
nes. Aucune confirmation supplémentaire n'est nécessaire
pour le diagnostic de candidose vaginale en routine.

LA TRICHOMONASE

On considere que la trichomonase se transmet essen-
tiellement par voie sexuelle. I est possible que les objets
inertes (si¢ge des toilettes...) puisse transmettre ce patho-
geéne par voie non-sexuelle, mais cela n'a pas encore été
documenté de maniere fiable. Trichomonas vaginalis
déclenche une réponse inflammatoire aigué qui entraine
des pertes vaginales contenant un grand nombre de
polynucléaires neutrophiles. Les symptdémes typiquement
associés 3 la trichomonase sont, entre autres, un prurit
ou une irritation du vagin, et une leucorrhée mousseuse
grise ou de couleur jaune-vert. Ces signes peuvent étre
accompagnés d’'une odeur fétide et d’une dysurie.

Cette maladie sexuellement transmissible est provo-
quée par Trichomonas vaginalis, un protozoaire flagellé
globulaire de forme de poire ou ovoide. Bien que certains
signes cliniques et symptomes soient de bons facteurs
prédictifs d’une trichomonase, il faut pouvoir observer
le parasite pour pouvoir établir le diagnostic.*

La microscopie directe

Sur un étalement frais de sécrétions vaginales sur
lame, on reconnait aisément Trichomonas vaginalis par
leurs mouvements rapides typiques. On retrouve géné-
ralement un grand nombre de polynucléaires neutro-
philes. Cependant, un petit nombre de polynucléaires
n'exclut pas Uinfection.

Autres méthodes diagnostiques

La mise en culture de Trichomonas vaginalis est
actuellement la méthode la plus sensible permettant de
faire le diagnostic de trichomonase. Elle peut étre indi-
quée lorsque I'on suspecte une infection vaginale alors
que 'examen direct d’un étalement frais sur lame est
négatif, lorsque 'on suspecte la maladie chez un homme
ou 4 des fins de recherche. On a décrit I'utilisation de
diverses méthodes de détection de Trichomonas vagina-
lis, y compris I'immunofluorescence, I'agglutination sur

latex, et I Engyme-Linked Immunosorbent Assay. Un test

ELISA récemment développé semble avoir une sensibi-

lité et une spécificité comparables 3 la mise en culture.”!
Plusieurs méthodes de détection d’anticorps dirigé contre
Trichomonas vaginalis dans le sérum et dans les sécrétions
vaginales ont été évaluées mais aucune n’a véritablement
permis d’améliorer les méthodes diagnostiques en matiére
de trichomonase.

LA VAGINOSE BACTERIENNE

La vaginose bactérienne est une entité clinique qui
se caractérise par des sécrétions vaginales malodorantes
en quantités faiblement augmentées. Elle s'associe & un
développement excessif de Gardnerella vaginalis, de
Mycoplasma hominis, de divers germes anaérobies tels
que Bacteroides et Mobiluncus aux dépends de la flore
bactérienne normale du vagin.

Méthodes diagnostiques
Le diagnostic de vaginose bactérienne se base sur la
présence d’au moins trois ou quatre des caractéristiques

H 82,8
sulvantes: 3

Sécrétions épaisses homogenes de couleur
gris-blanc: Uinterprétation de ce signe clinique
est subjective. Les écoulements observés chez

la femme souffrant de vaginose bactérienne ne
sont souvent pas augmentés de maniere nette
par rapport aux femmes en bonne santé. La
toilette intime peut diminuer les quantités de
sécrétions observées.

Augmentation du pH: Le pH normal du vagin
chez la femme adulte est environ de 4.0. En cas
de vaginose bactérienne, ce pH est généralement
augmenté A plus de 4,5. Le test pH vaginal pos-
sede la sensibilité la plus élevée mais la spécificité
la plus faible des quatre examens. On observe
également un pH élevé en cas de souillure des
sécrétions vaginales par les régles, par des muco-
sités cervicales ou du sperme et en cas d’infec-
tion par Trichomonas vaginalis.
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Odeur: Les femmes souffrant de vaginose bacté-
rienne signalent souvent que leur vagin émet une
odeur désagréable, due 2 la libération d’acides
aminés produits par des bactéries anaérobies qui
décarboxylent la lysine et la transforment en
caverdine et l'arginine en putrescine. Si on ajoute
une goutte de solution de KOH aux sécrétions
vaginales, les acides aminés s’évaporent en pro-
duisant une odeur typique «de poisson».

Présence de clue cells: Les «clue cells» sont des
cellules squameuses épithéliales recouvertes de
nombreux coccobacilles. Lexamen microscopi-
que d’un éralement frais sur lame montre des
cellules granulaires cloutées aux contours mal
définis en raison du grand nombre des bactéries
qui y adherent et la désintégration apparente de
ces cellules. Les bactéries sont surtout de type
Gardnerella vaginalis, parfois assocides a des
anaérobies.

Autre examens de laboratoire

Un étalement sur lame avec coloration de Gram a
une meilleure spécificité pour la détection des clue cells
par rapport 4 'examen direct d’'un prélévement frais.
En outre, une coloration de Gram permet d’évaluer de
maniére exacte la flore bactérienne vaginale. Les sécré-
tions vaginales normales contiennent essentiellement des
lactobacilles et de tres faibles pourcentages de strepto-
coques et de bactéries corynéformes. En cas de vaginose
bactérienne, les lactobacilles sont remplacés par une
flore mixte de morphotypes bactériens anaérobies et
de Gardnerella vaginalis. En pratique, le diagnostic de
vaginose bactérienne ne requiert pas I'identification
de bactéries apres mise en culture.

S BESOINS
METHODES
AGNOSTIQUES

Les programmes de lutte contre les MST font face
a de nombreuses difficultés en matiere de diagnostic
des MST. Nombre d’entre elles sont asymptomatiques,
notamment chez la femme. Lorsqu’elles saccompagnent
de symptdmes, elles sont souvent d’étiologie multiple.
Bien qu'on puisse avoir recours 2 des associations thé-

LE
EN
DI

rapeutiques, le besoin urgent d’examens complémentaires
simples et peu onéreux se fait sentir, notamment pour
diagnostiquer l'infection par Neisseria gonorrhoeae et par
Chlamydia trachomatis chez la femme. 11 faut également
disposer d’examens simples et peu colteux pour pouvoir
identifier les différentes causes d’ulcérations génitales.
Des microscopes solides et de bonne qualité, des cen-
trifugeuses, des rotateurs et autres équipements de
laboratoires essentiels doivent étre disponibles pour
des sommes modiques.

Le test diagnostique idéal doit étre:

Précis—extrémement sensible et spécifique;

Peu cofiteux—financi¢rement abordable pour les
pays en voie de développement;

Simple—nécessitant une formation minimale et peu
ou pas d’équipement;

® Rapide—les résultats devraient étre disponibles avant
que le patient ne quitte le centre de consultation (20
minutes au maximum);

® Commode—Iles échantillons doivent étre simples a
recueillir et acceptables sur le plan socioculturel (tel
qu'un recueil de salive, d’urine, qu'un écouvillonnage
vaginal ou un prélevement de sang capillaire et ne
nécessitant aucune prise de sang ou d’examen vaginal
au spéculum);

B Stable—utilisant des réactifs pouvant étre entreposés
pendant des périodes prolongées et ne nécessitant
pas de conservation au frais (35°C et 80 pour cent
d’humidité);

® Fonctionnel—sous un conditionnement simple
accompagné d’instructions simples.
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