relativement circonscrite a I'lle-de-France. La
diffusion des informations concernant cette épidé-
mie a été faite auprés des praticiens concernés
(proctologues, dermato-vénérologues, infectiolo-
gues, Ciddist, biologistes) via notamment leurs
sociétés savantes. La diffusion de recommandations
préconisant des prélévements anorectaux chez
les personnes a risque aurait dd entrainer, si
I'épidémie de LGV se propageait en France, une
augmentation du nombre de diagnostics d'infection
ano-rectale dans d‘autres régions que I'lle-de-France.
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Résumé /Abstract

Introduction — En 2006, une souche de Chlamydia trachomatis présen-
tant une délétion sur son plasmide cryptique a été identifiée en Suede.
Cette souche n’est pas détectée par les tests de biologie moléculaire
couramment utilisés en France ciblant cette séquence plasmidique.
Méthodes - Dans le cadre de leur mission de surveillance, le Centre
national de référence des infections a chlamydiae (CNR) et I'Institut de veille
sanitaire (InVS) ont mis en place une étude avec la participation de labo-
ratoires. Cette souche a été recherchée sur 3 082 échantillons urogénitaux
d’origines géographiques variées, dont 1 645 positifs a C. trachomatis.
Résultats — Le nouveau variant a été détecté dans un cas, celui d’'une
femme de 1'Union européenne, non francaise, consultant un centre de
dépistage anonyme de Bordeaux.

Conclusion - Le nouveau variant ne semble pas pour l'instant s’étre
implanté en France, mais la surveillance basée sur I'analyse d’échantillons
testés positifs par une méthode détectant le variant doit continuer.

Mots clés/Key words

Investigation on the presence of the Swedish
Chlamydia trachomatis variant in France in 2007

Introduction - In 2006, a plasmid deletion mutant of Chlamydiae
trachomatis was identified in Sweden that can not be detected with the
commercial tests usually used to target the deleted area.

Methods — In order to study the spread of this strain in France, a laboratory-
based surveillance system was set-up by the National Reference Centre for
Chlamydiae and the French Institute for Public Health Surveillance - InVS
on 3,082 clinical samples from different geographical areas, of which
1,645 were positive for C. trachomatis.

Results — The new variant was detected in only one case, who was a non-
French resident, originating from the European Union, and had consulted a
sexually transmitted infections (STI) clinic in Bordeaux.

Conclusion — Although the new variant does not seem to be established in
France as yet, surveillance based on the testing of C. trachomatis-positive
samples from all over France should continue.

C. trachomatis, variant suédois, surveillance / C. trachomatis, Swedish variant, surveillance

Introduction

Un variant de C. trachomatis, délété de 377 paires
de bases (pb) sur son plasmide cryptique, a été
identifié en Suéde [1]. Cette délétion est située dans
une séquence plasmidique ciblée par des trousses
de biologie moléculaire commercialisées trés large-
ment utilisées en Europe, comme celles de Roche
(Cobas Amplicor®, Cobas TagMan®) et Abbott
(Real Time PCR CT® et CT/NG®). La figure montre
I'emplacement des amorces de PCR de la trousse
Roche sur la séquence plasmidique des souches,
sauvage et mutée. En conséquence, ces trousses
générent des résultats faussement négatifs chez
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des patients infectés par ce nouveau variant. La
Suéde a donné I'alerte fin 2006 en informant I'Union
européenne par |'intermédiaire du systéme d'alerte
EWRS (Early Warning Response System) et du
réseau ESSTI (European Surveillance of Sexually
Transmitted Infections). En décembre 2006, en
réponse a |'alerte européenne, les deux industriels
concernés, Roche et Abbott, ont informé leurs clients
du défaut de leur trousse et I'Afssaps (Agence
francaise de sécurité sanitaire des produits de santé)
a émis un bulletin d'alerte [2]. La recommandation
proposée était d'utiliser un autre test détectant le
variant en cas de suspicion d'infection a C. tracho-

matis chez un sujet présentant un résultat négatif
avec leur test.

La plupart des pays européens ont recherché cette
souche sur des prélevements réalisés chez eux. A
I'heure actuelle, la dissémination de cette souche
en Europe semble étre trés limitée. Moins de
10 souches ont été détectées en Norvege, et
trés récemment au Danemark et en Irlande [3-5].
Ce nouveau variant n'a pas été détecté dans
515 échantillons de patients consultant dans un
centre IST & Amsterdam, ni dans 1 066 échantillons
positifs a CTen Angleterre, ni méme dans une étude
antérieure irlandaise portant sur 8 797 échantillons



[6-8]. Dans d'autres parties du monde, aucun variant
n'a été trouvé aux USA (Midwest) nia Melbourne,
Australie [9,10].

Afin d'évaluer la présence de cette souche sur le

territoire francais, un systeme de surveillance a été MUTEE
mis au point par le Centre national de référence i
(CNR), et I'Institut de veille sanitaire (InVs). En

Figure Séquences plasmidiques des souches sauvage (WT, wild type) et mutée et position des amorces
CP24 et CP27 de la trousse Roche (surlignées) / Figure Plasmidic sequence of strains, wild-type strain

(WT) and mutant strain, and CP24 AND CP27 primers posiion of the Roche kit (underlined)

TTAAACCCGCTATTCCATTGAAAGATTTTGGAAACACTACATTTTTTAAAATCCGAGACA

TTAAACCCGCTATTCCATTGAAAGATTTTGGAAACACTACATTTTTTAAAATCCGAGACA
B T T T s

H H MUTEE AAATCAAAACAGAATCGATTTCTAAGCAGGAATGGACAGTTTTTTTTGAAGCGCTCCGGA
France' environ 1500 |aborat0|res eﬁECtuent Ia WT AAATCAAAACAGAATCGATTTCTAAGCAGGAATGGACAGTTTTTTTTGAAGCGCTCCGGA
détection de C. trachomatis sur des échantillons e e ok e ok ok ok ok ek ok ok ok ok ok ok ok ek ok ok ok ok ek ok ek ok ek
UrOgenItaUX. Plus des trois quart de ces dlagnOStlcs MUTEE TAGTGAATTATAGAGACTATTTAATCGGTAAATTGATTGTACAAGGGATCCGT-----——

TAGTGAATTATAGAGACTATTTAATCGGTAAATTGATTGTACAAGGGATCCGTAAGTTAG
Kkkkkkkhkkhkkkkkhhkhhhhhhhhhkhhhkhhkhhhhkhkhhhkkhkhhhhkhkk

sont faits par des techniques de biologie molécu- WT
laire dont environ 70 % sont des tests PCR Roche

inaptes a détecter ce variant. e
WT ACGAAATTTTGTCTTTGCGCACAGACGATCTATTTTTTGCATCCAATCAGATTTCCTTTC

Au-dela de la nécessité d'identifier tous les cas

infectés, de maniére a les traiter, il importe MUTEE ~  moomoo oo

également de connaitre I'extension de cette WT
souche pour en étudier les caractéristiques de

virulence et de sensibilité aux antibiotiques. g
WT TGGAGGAGTTGCAAAAATACACTTGT GAAAT GAGTATTTGTTTCTAAAATAG
Matériel et méthodes
MUTEE =~ =mmemm e e e e e e e e e
Le CNR des Chlamydiae a fait une étude rétros- WT GCATTCCTCTARCARCAAGTCAGETTGCGCATAATTTTAGGCTTGCAGAGTTCTATAGTG
pective sur des échantillons conservés dans son Amorce CP24
laboratoire ou transmis par d'autres laboratoires. Il R
. . WT CTATGAAAATAAAAATTACTCCTAGAGTACTTCGTGCAAGCGCTTTGATTCATTTAAAGC
s'agissait :
- de prélévements urogénitaux consécutifs de patients MUTEE ~ ooommo oo e e e
WT AAATAGGATTAAAAGATGAGGAAATCATGCGTATTTCCTGTCTTTCATCGAGACAAAGTG

consultant dans quatre Centres d'information et de
dépistage des IST (Ciddist) a Paris et Bordeaux en v

; . ‘ MUTEE =~ ————mmmm e TTGTTCTGGGGAAGAGGTAATTCCTCTAGTACAAACACCCACAATATTGT
novembre 2006. Ces échantillons testés dans leur WT o TAAGTCOTOTACTACAAACACCOCCAATATTGT
laboratoire d'oﬁgine par une PCR Roche ont été dkkkkkhkkkhkkhkkkhkkhhhk khkkkhkhhkkhhhkkhhkhhdh Kkkkkkhkkhk
analysés au CNR par une technique d'amplification RmorcsiCE27

: \ . . MUTEE GATATAATTAAAATTATATTCATATTCTGTTGCCAGAAAAAACACCTTTAGGCTATATTA
ciblant le géne chromosomique omp1 [11]; WT GATATAATTAAAATTATATTCATATTCTGTTGCCAGAAAAAACACTTTTAGGCTATATTA
_ d’échantl”ons détectés pOSItIfS par |e |ab0rat0|l'e Khkhkkhkhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkdx dhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkkk
Pasteur Cerba, entre juillet 2006 et septembre 2007, MUTEE GAGCCAG-CTTCTTTGAAGCGTTGTCTTCTCGAGAAGATTTATCGTACGCAAATATCATC

WT GAGCCAATCTTCTTTGAAGCGTTGTCTTCTCGAGAAGATTTATCGTACGCAAATATCATC

par une technique (Abbott Artus Real Time CT®)
capable de détecter le variant suédois. Le labora-

toire Pasteur Cerba centralise des prélévements e
envoyés par des laboratoires situés en France métro-
politaine et Outre-Mer. Il traite environ 3 500 pré-
lévements par mois dont la proportion de positifs
est d'environ 3,9 %. Ces échantillons ont été testés

*okkokk ok Khkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkk

TTTGCGGTTGCGTGTCCTGTGACCTTCATTATGTCGGAGTCTGAGCACCCTAGGCGTTTG
TTTGCGGTTGCGTGTCCTGTGACCTTCATTATGTCGGAGTCTGAGCACCCTAGGCGTTTG
dkhkkhkhkhkhkhhkhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhkhkhkk

Les deux fleches marquent le début et la fin de la délétion de 377pb

par le CNR par une technique de détection spécifi-
que de ce variant, technique par sondes de FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfert) décrite
par Ripa et coll. ou par une technique d'ampli-
fication ciblant la région delétée du plasmide,
développée au CNR [11,12].

De plus, tous les prélévements endocervicaux et
urétraux masculins, transmis en routine au CNR de
Bordeaux, ont été testés par deux techniques simul-
tanément, culture cellulaire et test PCR Roche.

Résultats

Un total de 1 645 échantillons positifs a C. tracho-
matis parmi 3 082 ont été analysés. L'ensemble des
résultats est montré dans le tableau.

Le variant suédois n'a pas été identifié dans les
prélévements et les échantillons positifs étudiés
rétrospectivement, que ce soit dans les 62 positifs
parmi les 784 échantillons consécutifs des centres
IST de Paris (n = 332) et Bordeaux (n = 452) en
novembre 2006, et dans les 1548 échantillons

Tableau Résultat des recherches de la souche mutée en France

Table Results of the investigation on the mutant strain in France

Origine Période Nombre Nombre Nombre
d'échantillons de positifs de souche mutée
n =3 082 n=1645 n=1

Ciddist (Paris, Bordeaux) | Novembre 2006 62 0

Pasteur Cerba Juillet 2006- 1548 1548 0

(Métropole, Outre-mer) septembre 2007

Bordeaux Juillet 2006- 35 1
septembre 2007

positifs de 1 539 patients (908 femmes et 631 hom-
mes) du laboratoire Pasteur Cerba.

Parmi les 35 cultures positives des 750 échantillons
cultivés a Bordeaux depuis juillet 2006, le nouveau
variant a été détecté dans un prélevement d'une
femme consultant le centre IST en mars 2007. Cet
échantillon était positif en culture et négatif en PCR
Roche. La souche appartient au sérovar E, déter-
miné par PCR-RFLP [13], comme le variant suédois
décrit par Ripa et coll. La délétion sur le plasmide
a été vérifiée par séquencage et par la technique
de sondes de FRET [12]. Malheureusement, le dépis-
tage étant anonyme dans les centres de dépistage
en France, aucune information n'est disponible pour
cette patiente, concernant en particulier son ou ses
partenaires. La seule information est qu'elle habite
I'Union européenne, vraisemblablement un pays
nordique. Ce cas a fait I'objet d'une notification a
I'Afssaps en avril 2007.

Discussion

Nos résultats montrent qu'a ce jour, le variant
suédois n'est pas implanté en France ol une seule
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souche a été trouvée parmi 1645 échantillons
positifs a C. trachomatis provenant de toute la
France. Cette souche a été isolée chez une femme
consultant un Ciddist ou I'anonymat est de régle. Il
n'a donc pas été possible d'informer la patiente et
d'assurer une prise en charge adaptée de ses
partenaires. Pour limiter de telles situations qui
peuvent entraver des actions de santé publique, il
serait souhaitable de restreindre I'anonymat aux
patients qui le souhaitent. C'est la démarche adop-
tée dans les cliniques IST de Londres ou moins
de 10 % des consultants choisissent de garder
I'anonymat.

Il est beaucoup plus efficace d'axer la surveillance
sur des échantillons positifs susceptibles de conte-
nir le variant que de tester un grand nombre
d'échantillons négatifs. Collaborer avec des labora-
toires qui utilisent la PCR Roche oblige a tester
tous les prélévements trouvés négatifs par le labo-
ratoire d'origine. Faire reposer la surveillance sur
des laboratoires utilisant des techniques capables
de détecter le variant suédois est plus performant.
La collaboration avec le laboratoire Pasteur Cerba
qui utilise ces techniques et qui regoit un grand
nombre d'échantillons biologiques de toute la
France métropolitaine et d'Outre-Mer a permis de
mettre en place rapidement une surveillance sur
I'ensemble du territoire.

En Suéde, c'est la décroissance de 25 % de la
détection de C. trachomatis au début 2006 qui
a donné l'alerte. En France, les données de sur-
veillance du réseau Rénachla montrent que I'aug-
mentation du nombre de diagnostics d'infection a
C. trachomatis observée de 1998 a 2005 [14], a
continué en 2006 et 2007, alors que les méthodes
de détection n'ont pas changé.

La raison de |'apparition de ce variant est incon-
nue. Il est avancé I'hypothése que le dépistage
intensif effectué en Suede a I'aide d'un test ciblant
le plasmide ait favorisé la sélection de cette
souche et permis sa dissémination (Ripa, commu-
nication 1USTI, Dubrovnick, octobre 2007).

Nos connaissances actuelles sur la présence de ce
variant en France ne permettent pas de recomman-
der |'utilisation exclusive de techniques capables
de détecter le nouveau variant.

Roche [15] et Abbott sont en train de développer
un nouveau test capable de détecter les souches
sauvages et les souches mutées en ajoutant dans
leur milieu réactionnel de PCR des amorces ciblant
soit le géne chromosomique omp1 (Roche), soit
une autre région du plasmide non affectée par la
délétion (Abbott). Ces PCR multiplex détectent les
souches connues (sauvages ou mutées) mais ne
permettent pas de reconnaitre spécifiquement le

nouveau variant. Ces tests permettront de faire le
diagnostic d'infection a C. trachomatis et donc
de traiter le patient mais pas de déterminer la
présence du variant dans un échantillon positif.
Pour étudier la dissémination du variant il faudra
donc utiliser, en plus de ce test, un test capable de
différencier la souche sauvage de la souche mutée.
La technique de sondes de FRET décrites par Ripa
et coll,, détecte uniquement le mutant puisque ces
sondes ciblent des séquences situées de part et
d'autre de la délétion. Il n'y a un signal positif que
si les deux sondes sont adjacentes, c'est-a-dire
quand le plasmide est delété. Un résultat positif
permet donc d'affirmer la présence d’une souche
mutée. Par contre, un résultat négatif peut signifier
I'absence de souche mutée mais aussi I'absence de
souche ou encore I'absence d'amplification en
raison d'un probléme technique.

Une nouvelle méthode, High Resolution Melting
(HRM), basée sur I'incorporation d'un intercalant
pendant I'amplification et qui caractérise I'ampli-
fiat en fonction de sa courbe de dissociation
semble étre trés prometteuse [16]. Le profil HRM
permet de différencier la souche sauvage de la
souche mutée dans I'échantillon testé. Les premiers
essais réalisés dans le laboratoire du CNR sont tres
encourageants.

Le CNR continue sa surveillance active sur tous les
échantillons positifs du laboratoire Pasteur Cerba
et sur tous les échantillons recus dans son
laboratoire, en espérant que le variant suédois ne
s'implante pas en France avant que les tests capa-
bles de détecter ce variant soient disponibles auprés
des laboratoires utilisant les PCR Roche et Abbott.
Cette souche étant implantée en Suéde, il parait
important que les médecins recherchent lors de
I'interrogatoire la notion d’un séjour en Suéde ou
d'un partenaire originaire de cette région afin de
communiquer cette information aux biologistes en
charge de la détection de C. trachomatis. Les
préléevements pourront, le cas échéant, étre trans-
mis au CNR. En effet, le variant suédois a été
identifié en Irlande grace a un médecin qui a signalé
au biologiste qu'il s'agissait d'un sujet suédois et
de ses deux contacts.

En conclusion, les résultats de la surveillance
montrent qu'il n'est pas nécessaire de retirer du
commerce les trousses ne détectant pas le variant
a condition que cette surveillance biologique,
épidémiologique et clinique se poursuive tant que
les nouvelles trousses ne sont pas disponibles.
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