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INTRODUCTION 

L’échec d’implantation embryonnaire est une situation fréquente en 

assistance médicale à la procréation (AMP).  À l’heure actuelle, la définition de 

l’échec d'implantation répété (EIR ou RIF Recurrent Implantation Failure) est 

toujours débattue. Récemment lors du consensus de Lugano en 2022, les 

experts internationaux de la médecine de la reproduction avaient défini l’échec 

d’implantation répété comme l’échec à au moins 3 transferts de blastocystes 

euploïdes, adapté en fonction de l’âge maternel1. La société Européenne de 

Reproduction Humaine et d’Embryologie (ESHRE) a défini le RIF après l’échec de 

deux ou trois transferts d’embryons de bonne qualité, en prenant en compte 

l’âge maternel2. La notion de chance cumulative de grossesse est également 

prise en compte ; avec un pourcentage de chance cumulative de grossesse 

supérieure à 60% devant faire suspecter un RIF.  La prise en charge du RIF est 

principalement axée autour de deux aspects : la qualité embryonnaire et la 

réceptivité endométriale.  

L’ESHRE préconise lors du bilan de RIF d’étudier les facteurs de risques 

environnementaux, l’épaisseur de l’endomètre et de rechercher un syndrome 

des anti-phospholipides (SAPL). Les bilans morphologique (hystéroscopie 

associée ou non à la recherche d’endométrite chronique), biologique (thyroïdien) 

et génétique (caryotypes des deux partenaires) sont à discuter en fonction du 

contexte. Le diagnostic pré-implantatoire des aneuploïdies (DPI-A) et l’analyse 

du microbiote endométriale ne sont pas recommandés à l’heure actuelle.  
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Les fausses couches spontanées à répétition (FCSR), sont définies selon l’ESHRE 

en 2022 à partir de 2 pertes fœtales avant 24 semaines d’aménorrhée (SA)3. Le 

Collège National des Gynécologues Obstétriciens Français (CNGOF) caractérise 

les FCSR à partir de 3 fausses couches précoces consécutives étant survenue 

avant 14 SA et pouvant inclure des fausses-couches non visualisées à 

l’échographie4. Les causes reconnues de FCS sont les anomalies 

chromosomiques, les malformations utérines, le SAPL et les désordres 

endocriniens5,6,7. On retrouve 50% de FCSR associées à une aneuploïdie de 

l’embryon avec le reste du bilan normal8,9. 

En cas de RIF, le DPI-A permet d’éliminer une éventuelle cause embryonnaire. 

Malgré cela 10 à 30% des femmes seront à risque d’être exposées à des échecs 

d’implantation répétés10.  En cas de FCSR, il n’est pas clairement démontré que 

le DPI-A augmente les chances de naissance vivante ; en revanche, il diminue 

le risque de récidives de FCS et donc le délai de naissance11. 

Pour résumer, que ce soit dans les RIF ou les FCSR, une bonne partie restent 

inexpliquées. Depuis quelques années, plusieurs travaux de recherche se sont 

intéressés au microbiote vaginal et/ou endométrial et ont pu évoquer le fait 

qu’un déséquilibre du microbiote (ou dysbiose) pourrait être à l’origine de RIF 

ou de FCSR12,13,14,15,16
 voire de diminution des chances de naissance vivante en 

fécondation in vitro (FIV)17. Cette étude a donc pour objectif de comparer la 

composition du microbiote endométrial chez des patientes aux antécédents 

d’EIR après FIV, des patientes aux antécédents de FCSR-I et des patientes prises 

en charge en Assistance Médicale à la Procréation (AMP) et dont l’infertilité était 

liée à une origine masculine (groupe contrôle). 
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MATERIEL ET METHODES 

Il s’agit d’une étude cas/témoins historico-prospective uni-centrique ayant 

comme objectif de comparer les profils microbiens endométriaux de trois 

groupes d’intérêt à partir de biopsies d’endomètre : des patientes (1) en échecs 

d’implantation répétés (EIR), (2) aux antécédents de fausses couches à 

répétition (FCSR-I), (3) supposées fertiles. Les patientes ont été incluses 

entre octobre 2017 et juin 2023 dans le cadre d’un projet de recherche de bio-

collection « Fertilité » pour les groupes cas et dans le cadre d’un projet de 

recherche impliquant la personne humaine (RIPH catégorie 2) «ENDOMETAB » 

pour les témoins (patientes supposées fertiles). Les deux projets ayant été 

soumis à des Comité de Protection des Personnes, en juin 2015 pour la 

biocollection « Fertilité » et le 9 novembre 2018 pour « ENDOMETAB ».  

 

1. Population d’étude 

Le groupe témoin est constitué de patientes prises en charge en AMP et dont 

l’infertilité est liée à une origine masculine, c’est-à-dire dont le conjoint est 

porteur d’une oligoasthénotératospermie sévère ou d’une azoospermie ou d’une 

anéjaculation ou patientes ayant une indication de FIV pour antécédent de 

ligature tubaire.  

Un des groupes cas est constitué de patientes en échecs d’implantation répétés 

(EIR), définis pour cette étude comme l’échec d’obtention d’une grossesse 

clinique (absence d’activité cardiaque constatée à l’échographie de datation vers 

6-7 SA) après au moins 3 transferts différents comportant au total au moins 4 

embryons de bonne qualité (frais ou congelés). 
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L’autre groupe cas est constitué de patientes avec antécédent de fausse couche 

à répétition (FCSR-I), défini pour cette étude comme un antécédent de 3 FCS 

consécutives étant survenues avant 14 SA et pouvant inclure des fausses-

couches non visualisées à l’échographie. 

 Toutes les participantes à l'étude étaient des femmes entre 18 et 40 ans, elles 

avaient signé un formulaire de consentement éclairé. Les critères de non-

inclusion étaient pour les groupes cas : un bilan d’échec d’implantation 

retrouvant une origine autre qu’endométriale aux antécédents d’infertilité. Pour 

le groupe contrôle, le bilan initial de prise en charge AMP devaient être sans 

anomalies. (Critères détaillés en Annexe) 

 

2. Protocole de prélèvement 

Les biopsies d’endomètre ont été prélevées par l’un des praticiens du service 

autour du jour 21 du cycle soit le moment définissant la «fenêtre 

d’implantation», J1 correspondant au 1er jour des règles. Il s’agit d’un 

prélèvement réalisé à l’aide d’une pipelle de Cornier (CDD Laboratoire) qui est 

introduite au niveau du col de l’utérus après rinçage de col au sérum 

physiologique stérile. Les échantillons ont été conservés dans du formol 4%. Les 

échantillons (biopsies d'endomètre) ont été conservés congelés à -80°C au 

Centre de Ressource Biologique du CHU d'Angers. 
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3. Analyse moléculaire du microbiote 

L’analyse par séquençage haut débit (Next Generation Sequencing ou NGS) a 

été conduite selon les mêmes procédures sur l’ensemble des échantillons 

pathologiques (cas) et contrôles (témoins). Cette analyse a été réalisée au sein 

du Centre Brestois d’Analyse du Microbiote (CBAM) du CHU de Brest en 

collaboration avec l’équipe Microbiota, Unité INSERM 1078 dirigée par la 

Professeur Héry-Arnaud. 

Les étapes sont 1° d’extraire l’ADN des échantillons cliniques, 2° de générer des 

librairies par amplification et indexation, 3° de séquencer sur un séquenceur à 

haut débit ces librairies et 4° procéder aux analyses bio-informatiques et 

biostatistiques. 

3.1. Extraction de l’ADN 

Le défi pour les prélèvements endométriaux est qu’ils sont considérés comme 

des sites à très faible colonisation bactérienne ce qui augmente les risques de 

contamination 23. L’extraction de l’ADN des bactéries a été réalisée à l’aide du 

kit Ultra Deep Microbiome Prep® (Molzyme, Bremen, Allemagne) 

spécifiquement dédié à l’extraction de très faible quantité d’ADN bactérien à 

partir de biopsies. Dans un premier temps, après broyage mécanique, les 

biopsies ont été soumises à différentes étapes de lyse chimique permettant de 

détruire les protéines, les cellules humaines et/ou animales ainsi que l’ADN extra 

cellulaire. L’extraction a ensuite été réalisée en phase solide sur des colonnes de 

centrifugation avec des membranes de silice et des sels chaotropes, utilisant les 

propriétés de liaison de l’ADN à la silice. Les sels chaotropes perturbant la liaison 

hydrogène entre les brins et facilitent la liaison de l’ADN à la silice en rendant 
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les acides nucléiques hydrophobes. L’ADN est ensuite réhydraté avec des 

solutions aqueuses à faible teneur en sel permettant l’élution de l’ADN.  A chaque 

étape d’extraction, des témoins négatifs ainsi qu’un témoin positif (« mock 

community ») ont été analysés afin respectivement de limiter un maximum le 

biais de contamination et de vérifier l’efficacité du protocole sur toutes les 

étapes. L’ADN total extrait a été quantifié à l’aide du Qubit® 2.0 Fluorometer en 

utilisant le kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA).  

3.2. Amplification et création des librairies 

Des régions d'intérêt, correspondant aux régions hypervariables V3-V4 du gène 

16S rRNA, ont été dans un premier temps amplifié par PCR avec des amorces 

spécifiques (polymérase KAPA HiFi HotStart). Des étiquettes ont été ajoutées 

aux extrémités des amplicons par ligations en utilisant le kit Nextera XT Index 

(Illumina). Les libraires ont été quantifiées de nouveau à l’aide du Qubit® 2.0 

Fluorometer en utilisant le kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). Les librairies de séquençage sont réalisées à 

l’aide du kit 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (Illumina).   

3.3. Traitement bio-informatique 

Le traitement bio-informatique a été réalisé via le pipeline d’analyse du CBAM. 

Les fichiers FATSQ bruts ont été démultiplexés et filtrés. Les séquences de 

mauvaise qualité (<QV20) ont d’abord été supprimées, puis les séquences 

restantes ont été traitées avec la pipeline informatique DADA2 pour la 

déréplication, la correction d’erreurs et la suppression des séquences chimères. 

Les séquences ont été regroupées en OTU (Unité Taxonomique Opérationnelle) 
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en utilisant dbOTU3, et l’affiliation taxonomique a été réalisée avec Silva (v.138) 

en utilisant un seuil de confiance à 70%.  

  

Figure 1: Pipeline analysis of the CBAM (Centre Brestois d’Analyse du Microbiote)  

 

Les analyses statistiques pour l’exploitation des données de NGS ont été 

réalisées au sein de l’Equipe Microbiota, Unité INSERM 1078. Les analyses 

statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (v4.0.3) et les packages Phyloseq 

et MixOmics. L’alpha-diversité a été quantifiée à l’aide des indices de richesse 

Chao-1, d’entropie de Shannon et d’uniformité de Simpson. L’analyse des 

composants principaux (Principal Component Analysis ou PCA, analyse 

multivariée non supervisée) et le Partial Least Squares-Discriminant Analysis 

(PLS-DA, analyse multivariée supervisée) avec une transformation dite centrée 

(centered log ratio, clr) ont été utilisés pour étudier la similitude de la structure 

des microbiotes des différents échantillons. 
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4. Analyses statistiques 

Pour les variables qualitatives, les résultats ont été rapportés en effectifs et 

pourcentages puis comparés en utilisant le test de Chi-deux de Pearson ou le 

test exact de Fisher. Pour les variables quantitatives, les résultats ont été 

rapportés en moyenne et écart-type (ou en médiane avec 25e et 75e centile) puis 

comparés en utilisant le test t de Student ou le test non paramétrique de Mann-

Whitney ou le test d’Anova. Le seuil de significativité était fixé à 0.05 et tous les 

tests étaient bilatéraux. 

 

5. Objectifs 

L’objectif principal était de comparer la composition du microbiote endométrial 

chez des patientes aux antécédents d’EIR après FIV, des patientes aux 

antécédents de FCSR-I ainsi que des patientes prise en charge en AMP et dont 

l’infertilité est liée à une origine masculine (groupe témoin). Les critères 

d’évaluation principaux étaient d’étudier les paramètres principaux du 

microbiote endométrial : composition et biodiversité. 

L’objectif secondaire est de mettre en évidence une dysbiose dans les groupes 

pathologiques. 
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RÉSULTATS 

1. Caractéristiques de la population 

Les trois groupes étaient composés de 30 patientes chacun. Les 

caractéristiques cliniques sont comparées dans le tableau 1. Il n’existe pas de 

différences significatives concernant l’âge, l’indice de masse corporelle (IMC), la 

parité, la consommation de tabac et l’antécédent d’endométrite chronique. En 

revanche, on retrouve des différences significatives concernant la gestité, le 

nombre de fausses couches spontanées et d’échecs d’implantation. 

Tableau 1: Characteristics of participants: The non-parametric Mann-Whitney test was used for quantitative 

variables and the Fisher's Exact Test for qualitative variables with GraphPad Prism, v.8.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Differences were considered significant at p-value <0.05. 

Data are expressed as n, percentage (%) or mean ± SD. 
Repeated implantation failures (RIF) and unexplained recurrent pregnancy loss (U-RPL). 

BMI = body mass index. 

p-value: test d’Anova.  

Control group 

n= 30 

U-RPL group 

n = 30 

RIF group 

n= 30 

 p-value 

Age (years) 29.8 ± 4.4 31.5 ± 5.6 31.6 ± 2.8  0.6 

BMI (kg/m2) 

 

25 ± 5 25.3 ± 5.2 23.8 ± 4.6  0.43 

Smoking status (no smoker)  23 20 19     0.24 

Gestity 

 

1 ± 1.5 4.8 ± 1.8 0.8 ± 0.8  <0.0001 

Parity (birth >22SA) 

 

0.7 ± 1.2 0.3 ± 0.6 0.4 ± 0.5  0.15  

Number of recurrent pregnancy 

loss (0-14SA) 

 

0.1 ± 0.3 4 ± 1.6 0.2 ± 0.4  <0.0001 

CE  9 8 6 

 

 0.65 
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2. Caractéristiques comparées des microbiotes endométriaux  

2.1. Comparaison taxonomique  

Au total, 90 librairies (84 échantillons, 5 kitomes et 1 « mock community ») ont 

été analysées. Une médiane de 50 996 reads par échantillons a été obtenue 

après séquençage. Après les différentes étapes bio-informatiques appliquées 

pour ne retenir que des séquences de qualités, la médiane est de 14 106 reads 

par échantillons.  

Les phyla les plus représentés dans les 3 groupes de patientes sont les 

Actinobacteriota (ex-Actinobacteria) dont fait partie Gardnerella vaginalis, les 

Bacillota (ex-Firmicutes) représenté par les lactobacilles et les Bacteroidota (ex- 

Bacteroidetes) avec Prevotella.  

 

Figure 2: Composition of the bacterial community. Bar chart of the relative abundancy of the most abundant species, groups 
according to the 3 populations of interest. 

 

La distribution microbienne représentée sur une « heatmap » (Figure 2) 

retrouve en moyenne 42% de Lactobacillus crispatus pour le groupe EIR, 25% 

pour le groupe FCSR et 39% pour le groupe contrôle (p = 0.30), entre le groupe 

FCSR et celui contrôle (p=0.24). Lactobacillus gasseri représentent 10% des 

espèces retrouvées dans les échantillons du groupe contrôle, 4% de celles du 

groupe EIR et 11% des échantillons du groupe FCSR (p=0.59).  
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Lactobacillus iners représentent 26% des espèces bactériennes du groupe 

contrôle, 32% de celles du groupe EIR et 35% de celles du groupe FCS (p=0.70). 

Lactobacillus jensenii représente 4% des espèces bactériennes dans le groupe 

contrôle, 0.4% dans le groupe EIR et 2.7% dans celui FCSR (p=0.43). Il est mis 

en évidence 11% de Gardnerella vaginalis dans les échantillons du groupe 

contrôle, 10% dans ceux du groupe EIR et 14.5% dans ceux du groupe FCSR 

(p=0.84), entre le groupe contrôle et le groupe FCSR (p=0.65). 

2.2. Comparaison de l’alpha diversité 

La diversité alpha est une mesure indiquant la diversité d’un échantillon unique. 

La comparaison entre les trois groupes a été effectuée en s’appuyant sur le calcul 

de 3 indices à partir des données raréfiées à 1000 séquences par échantillon : 

indices de richesse (Chao1), de diversité (Shannon) et de similarité (Simpson). 

Il a donc été exclu de l’analyse 6 échantillons sur les 90 initiaux qui présentaient 

moins de 1000 séquences analysables : 2 appartenant au groupe contrôle, 3 au 

groupes EIR et 1 à celui FCS-R. 

  L’indice de Chao1 est l’outil utilisé pour estimer le nombre d’espèces (richesse 

spécifique) d’une communauté à partir d’un échantillon. L'indice de Shannon 

quantifie les types de taxons distincts trouvés dans une communauté donnée. 

L'indice de Simpson exprime la probabilité que deux micro-organismes soient 

d'espèces différentes s'ils sont sélectionnés au hasard dans une communauté 

infiniment grande. 
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A    B    C 

Figure 3: Alpha diversity analysis in the study population. (A) Comparative analysis of the Chao 1 index (p=0.71) and (B) the 
Shannon diversity index (p = 0.63) and (C) the Simpson diversity index (p = 0.7) for the FCSR (RPL) and EIR (RIF) and 
control groups. Black round indicate each sample and horizontal black line the midpoint of the alpha-diversity indexes. 

 

Les tests de Kruskal-Wallis (Figure 3) n'ont révélé aucune différence significative 

entre les 3 groupes de patientes pour aucun des 3 indices d’alpha diversité avec 

des valeurs de p-value respectives de 0,71, 0,63 et 0,7. 

 

3. Comparaison de la bêta diversité  

La diversité bêta exprime la variation de la composition en différents taxons 

bactériens parmi les échantillons étudiés. L’étude de celle-ci s’est appuyée sur 

l’indice de Bray-Curtis qui permet de mesurer une dissimilarité entre 2 

communautés. Les valeurs sont situées entre 0 et 1 ; plus cette valeur est proche 

de 0, plus ces communautés se ressemblent. La comparaison de la diversité bêta 

entre les trois groupes a été représentée graphiquement par l’analyse en 

composante principale (PCA) calculée à partir de l’indice de Bray-Curtis (Figure 

4). La PCA est une méthode de représentation de données de dissimilarité selon 

2 axes, les points ainsi regroupés sont nommées « clusters ». 
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Figure 4: Bêta-diversity analysis using the Bray-Curtis distance. PCOA showing the clustering between the EIR (green), control 
(red) and FCS-R (blue) groups, in which each dot represents a sample. PC1 is the principal coordinate component that 

generates the largest difference in the samples, with a value of 13.06%. PC2, harbors a value of 7.4%.  

 

 

Ces analyses montrent une séparation en trois clusters, indépendant de notre 

cohorte. Les pourcentages de variances expliqués par chaque composante 

principale (PC) ont été affichés sur les axes, avec PC1 expliquant 13,06% de la 

variance totale et PC2 expliquant 7,41% (Figure 4).  

Le graphique (Figure 5A) retrouve les 3 principaux clusters indépendant des 

groupes formés dans notre cohorte. La figure 5B met en évidence une espèce 

représentative de chaque cluster : L. crispatus, L. iners et L. gasseri.  

G. vaginalis est aussi retrouvé dans un cluster de taille moins importante. 
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            A                                                                                           B  

 

 

 

Figure 5:Bêta diversity using PCA, (A) each point corresponding to a sample belonging to the 3 groups: EIR (orange), FCSR 
(green) and control (black), (B) representative species of the clusters.   

 

L’analyse supervisée en fonction des groupes de patientes (Partial Least 

Squares-discriminant analysis, PLS-DA) n’a pas permis de mettre en évidence 

un modèle robuste permettant de séparer significativement les trois groupes à 

partir de la structure de leur microbiote (Figure 6). 

 

Figure 6: Analysis in PLS-DA, (A) each point corresponding to a sample belonging to the 3 groups: EIR (orange), FCSR (green) 
and control (black), (B) metada based on characteristics of the population and species distribution. 
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DISCUSSION   

Dans cette étude historico-prospective, les analyses du microbiote de 

l’endomètre par séquençage de l’ADNr 16S ont été réalisées sur l’endomètre 

recueilli en milieu de phase lutéale chez les femmes avec des FCSR, les femmes 

avec des EIR et les femmes témoins. Il apparait que les microbiotes 

endométriaux sont essentiellement constitués par les lactobacilles. Sur les 

échantillons étudiés dans ce travail, il n’y avait pas de différences de profils 

taxonomiques des trois groupes cliniques étudiés (FCS-R, EIR et contrôle).  

Cependant, l’analyse non supervisée a révélé une séparation de la cohorte en 

trois clusters taxonomiques représentés par 3 espèces de lactobacilles : L. iners, 

L. crispatus, et L. gasseri.    

 

Ces résultats font écho aux travaux de Ravel en 2011 sur le microbiote vaginal, 

qui ont identifié cinq grands groupes de communautés bactériennes (nommées 

« community states types » ou CST) 18. Parmi ceux-ci, quatre groupes sont 

associés à une forte majorité de L. crispatus (type I), L. gasseri (type II),             

L. iners (type III) et L. jensenii (type V). Le dernier groupe (type IV) est composé 

d’une « flore » polymicrobienne comprenant diverses bactéries anaérobies.  

 

De nombreuses études se sont intéressées au microbiote de l’appareil 

reproducteur féminin en particulier vaginal qui serait un indicateur du succès de 

l’implantation. Des études ont montré que la présence majoritaire de 

lactobacilles serait fortement corrélée au succès de la reproduction tandis qu’une 

issue de reproduction défavorable serait associée à un environnement de 

lactobacilles non dominant, à une diversité et à une richesse microbienne plus 
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élevée13 19.  Cela pourrait s’expliquer par une activité pro-inflammatoire dans un 

contexte de dysbiose 12. 

Les études traitant de l’influence du microbiote de l’appareil reproducteur 

féminin sur la réceptivité endométriale dans le cadre de la fertilité se multiplient. 

L’étude de Moreno et al. en 2016, est l’une des premières à avoir évalué le 

microbiote endométrial dans l’infertilité en utilisant la technique de séquençage 

avec l’ARN 16S 17. Elle retrouvait qu’un taux de lactobacilles supérieur à 90% 

serait un facteur pronostique d’un meilleur taux d’implantation, de grossesse 

clinique et vivante en FIV par rapport aux patientes avec un microbiote 

endométrial non-lactobacilles dominant. 

Les études s’intéressant au microbiote endométrial dans un contexte de FCSR 

sont peu nombreuses, toutes rétrospectives et avec de faibles nombres de sujets 

dans les cohortes étudiées. Elles retrouvaient en général moins de lactobacilles 

et particulièrement de L.crispatus (17% vs 46%, p=0.04)6. Il était mis en 

évidence une diversité et une richesse bactérienne plus importante dans les 

échantillons d’endomètre des patientes avec FCS-R avec des espèces telles que 

G. vaginalis, Acinetobacter et Ureaplasma20 21. 

Concernant les EIR et le microbiote endométrial, les études sont de la même 

manière que celles sur les FCSR, soit peu importantes et réalisées sur de faibles 

effectifs. Une étude retrouvait dans les profils microbiotiques considérés comme 

anormaux par le EMMA test (test métagénomique du microbiote endométrial), 

une grande variété de bactéries et en particulier : Streptococcus, Gardnerella, 

Atopobium et Bifidobacterium 14. L’étude de Lozano et al de 2023, a identifié un 

profil de microbiote endométrial chez les patientes avec échec d’implantation 
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retrouvant significativement plus de Prevotella, Streptococcus, Bifidobacterium 

et Dialister et moins de lactobacilles 15.  

Une des dernières études publiées en août 2023 était une étude de cohorte 

prospective s’intéressant au microbiote endométrial et à l’endométrite chronique 

comparant trois groupes (FCSR, EIR et supposés fertiles) composés 

respectivement de 24, 27 et 29 patientes22. Les résultats suggéraient que 

l’endométrite chronique serait impliquée dans la physiopathologie des FCSR et 

EIR. Cependant, il n’avait pas été mis en évidence de différence de composition 

dans le microbiote endométrial entre les 3 groupes comparés :  FCSR, EIR et 

témoins fertiles, objectif initial de l’étude.  

Ces résultats semblent concordants avec ceux de notre étude, en effet nous 

n’avons pas mis en évidence de différence significative dans la composition du 

microbiote entre les groupes FCSR, EIR et contrôle.  En moyenne, il y avait une 

moins forte abondance de L. crispatus dans le groupe FCSR (25% vs 39% 

contrôle) et de G. vaginalis (14.5% FCSR vs 11% contrôle), mais sans que ce 

résultat soit statistiquement significatif. 

Il n’existe pas de consensus sur la définition d’un microbiote type de l’endomètre 

et son impact sur l’appareil reproducteur en termes de fertilité et d’issue de 

grossesse. Le défaut de consensus pourrait être due à l’absence de grandes 

cohortes dans les études sur le microbiome et aux difficultés d’extraction de 

cette biomasse bactérienne faible de l’endomètre.  

Cependant, il semble exister un continuum entre le microbiote vaginal et celui 

de l’endomètre par un mode ascendant de transmission par le canal 

cervical23.  Une étude retrouvait une très forte corrélation individuelle entre le 

prélèvement vaginal (PV) et la biopsie d’endomètre (BE) avec un RR=0.85 6.  
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Ce qui semble être confirmé en 2023 par une étude russe qui retrouvait une 

bonne concordance pour G. vaginalis, Mycoplasma, Bifidobacterium, 

Lactobacillus, Enterobacter et HPV24. Et encore très récemment, une étude 

présentée à l’ESHRE en juillet 2024 comparant les PV et les BE de 60 patientes 

prises en charge en PMA retrouvaient de fortes similitudes des compositions 

microbiennes des deux sites (L. crispatus r= 0.9, L. iners r= 0.9, L. gasseri r=1, 

L. jensenii r=0.9 et G. vaginalis r=0.7, r= coefficient de corrélation linéaire)25. 

Une autre étude a montré une grande similitude de distribution des bactéries 

dans des échantillons d'endomètre prélevés à travers l'orifice cervical avec celle 

prélevée pendant une chirurgie (laparoscopie ou laparotomie)16. Cela suggère 

l’idée que l'échantillonnage (minimum invasif) de la muqueuse cervicale ou 

vaginale pourrait être utilisé comme substitut pour étudier le microbiote utérin. 

Ainsi se pose la question de l'intérêt de la réalisation d’un geste invasif (biopsie 

d’endomètre) pour l’étude du microbiote utérin si un simple prélèvement vaginal 

apporterait des informations pertinentes sur l’environnement endométrial. La 

multiplication des offres (payantes et onéreuses) d’analyse du microbiote 

endométrial dans le contexte d’échec d’implantation et/ou fausses couches à 

répétitions, ne semble donc pas justifiée pour le moment au vu de la littérature 

et de nos résultats. 

L’absence de signature microbiotique conforte aussi la place de l’origine 

embryonnaire aux problèmes d’implantation ou de fausse couche à 

répétition.  En effet, selon Franasiak dans Fertil Steril en 2014 et Ata B en 2021, 

la cause la plus fréquente d’EIR serait l’aneuploïdie embryonnaire26 27. Ainsi, la 

définition de RIF est remise en question et sa prévalence probablement 

surestimée. Finalement, d’après l’étude de Pirtea et al, les véritables échecs 



34 

 

d’implantation répétés (si l’on transfert des embryons euploïdes) existeraient 

chez moins de 5% des couples infertiles28. En effet, à partir d’une cohorte de 

4449 patientes, les auteurs retrouvaient 95% de taux de naissance vivante 

cumulé après 3 SET (Single Embryo Transfer) de J5 euploïdes. L’aneuploïdie 

serait aussi la cause principale de FCSR-I avec 58% d’aneuploïdie retrouvé sur 

une cohorte de 458 fausses couches9. Le taux d’euploïdie des blastocystes d’une 

patiente de moins de 35 ans est évalué en moyenne à 60%26.  Dans notre étude, 

les patientes des groupes « cas » avaient toutes des bilans morphologiques et 

biologiques normaux, bilans conformes aux recommandations ESHRE 2023 2. 

Nous sommes donc dans le cadre d’EIR et FCSR considérés comme idiopathique. 

Ainsi devant l’absence de dysbiose mise en évidence et ne pouvant exclure les 

embryons aneuploïdes (DPI-A non autorisé en France), nous pouvons suspecter 

dans notre cohorte une origine embryonnaire majoritaire expliquant leurs 

pathologies. 

L’étude du microbiote endométrial amène à réfléchir sur d’autres problématiques 

que l’infertilité, notamment la manière dont les perturbations du microbiote 

vagino-utérin pourraient être à l’origine d’affections bénignes ou malignes : 

endométriose, cancer de l’endomètre29,30. 

Il existe d’autres perspectives sur l’étude du microbiote génital avec la 

publication récente d’un case report sur la transplantation de microbiote vaginal. 

Il s’agissait du cas d’une patiente avec de multiples antécédents de fausses 

couches tardive et de morts fœtales in utero dans un contexte de vaginose 

résistante, ponctué d’une naissance vivante après transplantation de microbiote 

vaginal31. 
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FORCES ET LIMITES 

Cette étude présente plusieurs points forts et limites. La population étudiée 

est répartie en trois groupes homogènes dans leurs caractéristiques. Le groupe 

contrôle est représenté par des patientes représentatives de la population 

générale supposée fertile, mais prises en charge dans le cadre de la PMA donc 

ayant effectuées les examens permettant d’éliminer des pathologies connues 

pour altérer l’environnement endométrial (SOPK, endométriose, polypes…)32. Le 

recueil des biopsies est effectué en milieu de cycle, ce qui permet d’avoir des 

résultats représentatifs de l’endomètre au moment de l’implantation. 

Concernant les limites, les échantillons à faible abondance bactérienne, tels que 

l’endomètre, sont susceptibles d’être contaminés. Bien que lors du prélèvement, 

le contact avec les parois vaginales a été évité, la contamination vaginale ne 

peut être exclue. La théorie du continuum vagin-endomètre et la mise en 

évidence de résultats très similaires entre la voie laparoscopique et 

transcervicale valide la voie transcervicale pour l’analyse du microbiote 

endométrial16. La contamination par de l’ADN bactérien exogène, notamment de 

l’environnement de ces échantillons à faible biomasse, est un élément majeur 

dans la méthodologie de cette étude. De multiples contrôles qualité (témoins 

négatifs lors de chaque étape d’extraction) ont été réalisés, ayant pour 

conséquence une perte de certaines données mais permettant de limiter un 

maximum ce biais. Afin de respecter au mieux les conditions pré-analytiques 

propres à l’analyse du microbiote de faible biomasse, il eût fallu introduire des 

témoins dès l’étape de prélèvement. 
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CONCLUSION 

L’étude démontre une richesse et une diversité globale du microbiote 

endométrial, principalement dominé par des lactobacilles. Il n’a pas été mis en 

évidence de dysbiose du microbiote endométrial dans le contexte de fausses 

couches à répétition et d’échecs d'implantation répétés. Néanmoins, l’analyse 

révèle trois clusters distincts de microbiotes endométriaux corrélés à des 

espèces spécifiques de lactobacilles (L. iners, L. crispatus, L. gasseri) comme 

cela a été décrit dans le microbiote vaginal18. Dans ce contexte de FCSR et d’EIR, 

la réalisation d’une biopsie d’endomètre ayant uniquement pour but l’analyse du 

microbiote utérin ne semble à ce jour pas justifiée. 
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ANNEXES 

Critères d’inclusion et de non-inclusion étude ENDOMETAB : 

Groupes « cas » : 

Critères d’inclusion : 

- Age > 18 ans et < 40 ans. 

- Patiente ayant signé un consentement éclairé pour participer à la biocollection. 

 

Critères de non-inclusion : 

- Bilan retrouvant une origine autre qu’endométriale aux antécédents d’infertilité. 

 

Le bilan réalisé dans le service pour les patientes en échec d’implantation comporte : 

- la recherche d’endométrite chronique par biopsie d’endomètre  

-  les caryotypes de la patiente et de son conjoint 

- une glycémie à jeun et des dosages sanguins de TSH, prolactine et vitamines B9 et B12 

- un complément morphologique par hystérosonographie/échographie3D/hystéroscopie 

- un bilan immunologique et de thrombophilie à la recherche d’anticoagulant circulant de 

type lupique, d’anticorps anti-cardiolipines, d’anticorps antiB2glycoprotein, d’anticorps anti-

TPO, d’anticorps anti thyroglobulines, d’une homocystéinémie 

Ce bilan est conforme aux recommandations de l’ESHRE publiée en 2023 (ESHRE good practice 

recommendations on recurrent implantation failure).  Tous ces examens étaient négatifs pour 

les patientes retenues pour l’étude. 
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Groupe « contrôle » : 

Critères d’inclusion : 

- Age > 18 ans et < 40 ans. 

- Patiente ayant signé un consentement éclairé pour participer à l’étude ENDOMETAB. 

- Patientes prises en charge en AMP et dont l’infertilité est liée à une origine masculine, c’est-

à-dire dont le conjoint est porteur d’une oligoasthénotératospermie sévère ou d’une 

azoospermie ou d’une anéjaculation ou patientes ayant une indication de FIV pour antécédent 

de ligature tubaire. 

- Patientes n’ayant pas d’antécédent particulier pouvant être à l’origine d’une infertilité. 

- Patientes dont les examens complémentaires avant la prise en charge en AMP sont normaux: 

bilan hormonal (FSH, LH, oestradiol et AMH), compte de follicules antraux et 

hystérosonographie ou hystérosalpingographie.  

 

Critères de non-inclusion :  

- Mauvaise compréhension de la langue française. 

- Majeures protégées par la loi : 

• Personnes privées de liberté par décision judiciaire ou administrative 

• Personnes faisant l’objet de soins psychiatriques 

• Personnes faisant l’objet d’une mesure de protection légale 

• Personnes hors d’état d’exprimer leur consentement 

- Patientes non affiliées ou non bénéficiaires d’un régime de sécurité sociale 

- Patientes en cours de participation à une autre recherche interventionnelle



 

BEYOU Sarah 

Évaluation du microbiote endométrial dans les fausses-couches spontanées à répétition et 

les échecs d’implantation répétés après fécondation in-vitro. 

 

  
Mots-clés : Microbiote endométrial, échecs d’implantation répétés, fausses-couches spontanées répétées idiopathiques, 
dysbiose, signature endométriale 

 

   Endometrial microbiota and recurrent pregnancy loss or recurrent implantation failure

 

Keywords : Endometrial microbiota, Repeated implantation failures, Idiopathic repeated spontaneous miscarriages, 
microbiotic signature. 
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       Le recours aux techniques d’assistance médicale à la procréation (AMP) est en hausse, mais la prise en charge des 
échecs d’implantation répétés (EIR) et les fausses-couches spontanées répétées idiopathiques (FCSR-I) restent des défis. 
L’implantation embryonnaire, influencée par divers médiateurs moléculaires, peut échouer en cas de dysbiose génitale. 
Des études montrent que la dysbiose vaginale réduit les taux de grossesse et que le microbiote endométrial joue un rôle 
dans la fertilité. L’endométrite chronique pourrait être impliquée dans les FCSR et EIR. Cette nouvelle étude vise à 
déterminer si une signature microbiotique endométriale affecte la réceptivité endométriale. 

Cette étude cas-témoins historico-prospective compare les profils microbiens endométriaux de trois groupes de 30 
patientes : contexte d’échecs d’implantation répétés (EIR), d’antécédents de fausses-couches à répétition (FCSR-I), et 
supposées fertiles. Des biopsies d’endomètre sont prélevées et analysées par séquençage haut débit (NGS) de la partie 
variable du gène 16S rRNA. Les analyses statistiques comparent la diversité alpha et bêta ainsi que l'abondance relative 
des phyla bactériens, avec un seuil de significativité à 0.05. 

Les trois groupes étudiés sont comparables. Il n’a pas été identifié de différences de composition dans les 3 groupes 
d’intérêts.  Mais ces analyses montrent une séparation en trois clusters, indépendant de notre cohorte, correspondant 
aux 3 espèces suivantes Lactobacillus crispatus, iners, et L.gasseri. L'absence de signature microbiotique spécifique 
renforce l'hypothèse d'une origine embryonnaire des échecs d'implantation et des fausses-couches répétées. Dans ce 
contexte de FCSR et d’EIR, la réalisation d’une biopsie d’endomètre ayant uniquement pour but l’analyse du microbiote 
utérin ne semble à ce jour pas justifiée. 
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      Repeated implantation failures (RIFs) and idiopathic repeated spontaneous miscarriages (RFSR-I) are challenges of 
reproductive medicine. Studies show that vaginal dysbiosis reduces pregnancy rates and that the endometrial microbiota 
plays a role in fertility. Chronic endometritis could be involved in FCSR and RIF. This new study aims to determine whether 
an endometrial microbiotic signature affects endometrial receptivity. We realize a historical-prospective case/control 
study comparing the endometrial microbial profiles of three groups of 30 patients: those with repeated implantation 
failure (RIE), with a history of recurrent miscarriage (FCSR-I) and presumed fertile.  

Endometrial biopsies are taken and analyzed by high-throughput sequencing (NGS) of the variable part of the 16S rRNA 
bacterial gene. Statistical analyzes compare alpha and bêta diversity as well as the relative abundance of bacterial phyla, 
with a significance threshold of 0.05. 

The three groups are comparable. Lactobacilli dominate the samples. There are no significative differences identified in 
the composition of the endometrial microbiota of the 3 groups of interest. But these analyses show a separation into 
three clusters, independent of our cohort, corresponding to the following 3 species Lactobacillus crispatus, iners, and 
L.gasseri. The lack of specific microbiotic signature reinforces the hypothesis of an embryonic origin of implantation 
failures and repeated miscarriages. In this context of RPL or RIF, performing an endometrial sample does not seem 
necessary.  

 
  

 


