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Introduction

« On a souvent dit qu'un étre humain a I'dge, non de son acte de naissance, mais de ses
arteres, de ses articulations. » écrivait André Maurois alias Emile Herzog (1885-1967),
biographe littéraire, dans son livre « Un Art de vivre » (1939). Si I'on reléve aujourd’hui en
France entre 2000 et 2500 cas d’infections ostéo-articulaires, celles-ci sont considérées
comme un probléme majeur de Santé Publique par le Ministére de la Santé (1). En effet, leur
morbi-mortalité et leur importante tendance a la chronicité engendre un retentissement
social conséquent, puisque pres de la moitié des personnes qui en souffrent subissent une
incapacité de travail de 2 ans en moyenne.

Ces infections, difficiles a traiter en raison de leur localisation et des pathogénes mis en
cause, font I'objet de Réunions de Concertation Pluridisciplinaires (RCP) au sein des 10
Centres de Référence régionaux mis en place en France en 2008. Le Centre Hospitalo-
Universitaire de Rennes est inscrit dans cette démarche de par son appartenance au Centre

de Référence des Infections Ostéo-articulaires du Grand Ouest (CRIOGO).

Le travail du laboratoire de Bactériologie occupe une place centrale dans le diagnostic des
infections ostéo-articulaires, par la détermination des espéces bactériennes en cause et de
leur sensibilité aux antibiotiques. Parmi les techniques utilisées, la spectrométrie de masse
(SM) de type MALDI-TOF (« Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight »)
est une méthode d’identification bactérienne rapide, simple d’utilisation et performante en
comparaison des méthodes phénotypiques traditionnellement utilisées en microbiologie
clinique. Elle permet d’identifier en quelques minutes et a moindre colt des colonies de
bactéries, levures ou encore dermatophytes. Derniérement, cette technologie a été
employée directement sur des flacons d’hémoculture et sur des échantillons urinaires dans
le but de réduire encore les délais d’identification bactérienne.

Dans le cadre des infections ostéo-articulaires (IOA), en particulier les infections chroniques,
les bactéries impliquées peuvent avoir une croissance longue ou difficile sur les milieux
gélosés usuels et les repiquages successifs, souvent nécessaires, retardent l'identification

bactériologique.

15


http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=souvent
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=dit
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=etre
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=humain
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=age
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=non
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=son
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=acte
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=naissance
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=mais
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=ses
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=arteres
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=ses
http://www.dicocitations.com/citation.php?mot=articulations
http://www.dicocitations.com/reference_citation/95338/Un_Art_de_vivre_1939_.php

L’objectif de I'’étude « Spectro-LA » est de déterminer 'intérét de la spectrométrie de masse
dans le diagnostic des infections ostéo-articulaires, afin de proposer une identification
bactérienne dans les plus brefs délais pour permettre d’adapter au mieux la thérapeutique.
Pour cela, des patients ont été inclus dans I'étude de fagon prospective sur une durée de 10
mois, de janvier a octobre 2013, au CHU de Rennes. Des échantillons de leurs prélevements
ostéo-articulaires ont ensuite été analysés au laboratoire de Bactériologie et Hygiéne
Hospitaliere.

L’étude se découpe en 2 axes : I'analyse de la faisabilité de I'identification bactérienne par
spectrométrie de masse apres extraction directement sur le prélevement ostéo-articulaire et
a partir des cultures de ces mémes préléevements dans des flacons a hémocultures. La
performance de l'identification par MALDI-TOF est ensuite comparée a celle des méthodes
usuellement employées. D’une part, la sensibilité et spécificité de I'identification par SM sur
le prélévement sont comparées a celles de la PCR ARN 16S sur le prélevement, de I'examen
direct et des cultures bactériennes. D’autre part, la proportion d’identifications correctes en
SM sur le flacon d’enrichissement contenant un échantillon ostéo-articulaire est comparée a
celle obtenue par la spectrométrie de masse sur des colonies bactériennes et a celle

retrouvée dans les travaux sur flacons d’hémoculture.

La premiére partie de ce mémoire est une revue de la littérature qui décrit les différents
types d’infections ostéo-articulaires et les techniques utilisées pour le diagnostic en
Bactériologie Médicale, dont la PCR ARN 16S et la spectrométrie de masse type MALDI-TOF.
La seconde partie présentera I'étude « Spectro-LA »: la méthodologie et le matériel
employés, ainsi que les principaux résultats qui seront discutés en lien avec les données de la

littérature.
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Revue de la littérature

1. Les infections ostéo-articulaires

1.1.L’articulation

Une articulation est formée par les extrémités d’au moins deux os, fixées entre elles par les
ligaments et la capsule articulaire. Les extrémités osseuses en contact sont recouvertes
d'une couche de cartilage qui permet un mouvement dénué de douleur ou de résistance. Si
celui-ci est endommagé, les articulations deviennent algiques et perdent leur mobilité.
Chaque articulation est entourée d'une capsule dense de tissu fibreux, constituée dans sa
partie externe de ligaments qui maintiennent les os entre eux et recouverte dans sa partie
interne par la membrane synoviale constituée de synoviocytes. Celle-ci sécrete le liquide
synovial dont le réle principal est de réduire le frottement et l'usure de l'articulation ; on

parle d’épanchement de synovie lorsque qu’il est présent en quantité excessive.

Tendon

Membrane synobial

Rotule

Os
sous-chondral

Liquide articulaire

Cartilage articulaire Loge graisseuse

Ménisque

sous-chondral
Tendon

Figure 1 : Représentation schématique d'une articulation (exemple du genou) (Source : Société Frangaise de
Rhumatologie (2))
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Le liquide synovial est un dialysat du plasma sanguin enrichi en protéines variées. Il possede
des propriétés viscoélastiques propres, liées a la présence d’acide hyaluronique polymérisé

associé sans liaisons covalentes a des immunoglobulines.

Constituants du LS Composition par rapport au plasma sanguin
lons minéraux Méme composition
Glucose 2/3 du taux plasmatique
Protéines 25 g/L, de méme composition mais en concentration inférieure :

- Moins d’albumine

- Majoritairement des immunoglobulines, enzymes (phosphatases,
aldolase, amino-transférases, inhibiteurs de métallo protéinases),
mucopolysaccharides et grosses protéines (fibrinogene, a2-
macroglobuline, collagéne)

- Acide hyaluronique : 3 g/L (<1 mg/L dans le plasma)

Tableau | : Comparaison entre les différents constituants du plasma sanguin et du liquide synovial (LS) (3)

1.2.Les arthropathies

Les arthralgies sont un motif fréquent de consultation en médecine générale. Elles peuvent
étre d’origine extrémement variée et révéler une arthropathie sous-jacente. En ce qui
concerne les étiologies infectieuses, I'arthrite septique est une urgence diagnostique et

thérapeutique car elle met en jeu le pronostic fonctionnel et vital du patient.

1.2.1. Etiologie

On différencie les arthropathies inflammatoires, dites arthrites, des arthropathies dites
mécaniques, I'arthralgie désignant quant a elle la plainte douloureuse du patient. Comme de
nombreuses affections peuvent se révéler par des signes articulaires, une arthropathie peut

avoir diverses origines :

Infectieuse (arthrite septique bactérienne, virale, parasitaire, mycosique) ou post-

infectieuse (rhumatisme post-streptococcique)

- Microcristalline (goutte, chondrocalcinose, rhumatisme a cristaux d’hydroxyapathite,
cholestérol...)

- Rhumatismale inflammatoire (Polyarthrite Rhumatoide (PAR), spondylarthropathie,

maladies auto-immunes telles que le lupus, la sclérodermie ou le syndrome de

Gougerot-Sjorgen, certaines connectivites et vascularites, la sarcoidose...)

- Mécanique (arthrose, chondropathie...)
18



Métabolique (hémochromatose)

Etiologies rares: rhumatisme paranéoplasique (cancer solide, syndrome

lymphoprolifératif), iatrogene...

1.2.2. Clinique

Les principaux signes d’arthropathie consistent en une douleur localisée, une limitation de la

mobilité de I'articulation, un épanchement possiblement accompagné par une rougeur et

une chaleur cutanée, voire une déformation ostéo-articulaire. L'épanchement, qui traduit

une souffrance intra-articulaire, n’est jamais visible dans une articulation saine. Il s’agit d’'un

gonflement liquidien de la cavité articulaire, lié a différents phénoménes agressant la

membrane synoviale, qui peut étre associé a un épaississement de celle-ci voire a des signes

inflammatoires locaux, ce qui permet de distinguer des épanchements dits « chauds »

d’épanchements dits « froids ».

La douleur est le symptome le plus fréguent et sa caractérisation est importante pour le

diagnostic :

Délai d’apparition

Intensité : douleur intense (arthrite inflammatoire septique ou microcristalline),

intermittente ou faible (atteintes mécaniques et/ou chroniques)
Topographie de |'atteinte, caractere fixe ou migrateur

Nature : inflammatoire, mécanique ou mixte

Douleur Mécanique Inflammatoire
Lors de I'activité Recrudescence en Amélioration partielle
fonction de l'intensité
Au repos Amélioration complete Recrudescence en fin de
ou partielle nuit
Enraidissement matinal Absent Présent (>15 minutes)

Tableau Il : Caractéristiques des douleurs articulaires inflammatoires et mécaniques

Selon le nombre d’articulations touchées par I'inflammation, on distingue :

Monoarthrite (1 articulation)
Oligoarthrite (2 a 3 articulations)

Polyarthrite (> 4 articulations)
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Devant un ou plusieurs de ces signes, I'interrogatoire clinique recherche les antécédents
personnels et familiaux (dans le cadre de formes héréditaires de goutte, de
spondylarthrite...), les caractéres individuels tels que I'age, le sexe et la profession (qui
conditionnent la prise en charge), les circonstances déclenchantes (traumatisme, geste local
tel qu’une infiltration, infection récente, vaccin, traitement, voyage récent) et les signes
associés généraux ou extra-articulaires (hyperthermie, signes cutanés, digestifs, cardiaques,
pulmonaires, uro-génitaux, oculaires ou bien neurologiques) qui peuvent guider vers

certaines étiologies.

1.2.3. Stratégie diagnostique

Epanchement
articulaire
= ponction

Linuide mécam Liquide iflarrratosre
ajuide rrécanique -
<3000 OB, 2000 GB/rm3
FAMEN Chgue | Exarren microbiologique ‘
Rad ingraphique / \
. ) Positif Mégatif
Anomabes Pas d'anomrakbies &
Arthrit i l
. " l . & septique - —
i . . - . Exarren ricrocristallm
e Ostéonécrose évoluée Semtigraphie
«  Algodystrophie évobate IRM / \
+ Chondrorratose évohiée Arthroscanner Présence de Absence de
cristaux cristaux
*  Lésions mérascales
s Lésions chondrales
o Ogtéochondrite *  Goutte . Exarren cfin'r.lue
«  Ostéonécrose débutate *  Chondrocakinose Bislogie spécifique
o Algodystrophie débutante ¢ Hydroxy-apatite (FR, arti-filagrine,
¢ Chondromatose débutante Ac artmcléarres)
R
*  polyarthrite thurmato iide
* spondylarthropathie
*  connectivites
*  vasculartes
*  autres affections mflarrmatofres

Figure 2 : Orientation diagnostique devant un épanchement articulaire (extrait de (4))
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1.3. Différentes infections ostéo-articulaires

Le terme d’infection ostéo-articulaire désigne plusieurs pathologies :

Arthrite septique

- Infection sur matériel ostéo-articulaire (protheése...)
- Infection sur pied diabétique

- Ostéite et ostéomyélite infectieuse

- Spondylodiscite infectieuse...

Une infection ostéo-articulaire est considérée comme complexe (IOAC) a partir du moment
ou elle génere des difficultés de prise en charge (1):
- Chirurgicales : infection sur prothese ostéo-articulaire, certaines infections sur
matériel d'ostéosynthese ou liées a un traumatisme ouvert
et/ou
- Meédicales: présence de micro-organismes résistants aux antibiotiques, infection
chez un patient a risque (immunodéprimé, diabétique...)
Les IOAC nécessitent des traitements longs et co(iteux et sont responsables de lourdes
séquelles. Leur prise en charge peut donc faire appel a plusieurs disciplines : chirurgie
(orthopédique et plastique), rhumatologie, infectiologie, bactériologie, radiologie et autres

spécialités d’imagerie médicale, anesthésie et rééducation fonctionnelle.

De nombreuses classifications des infections sur matériel existent en fonction de leur
étiologie, leur localisation, leur durée d’évolution et du terrain du patient. La plus utilisée est
celle de Tsukayama qui concerne les prothéses infectées de hanche et de genou (5) ou plus
récemment celle de Mac Pherson (6). En I'absence de classification unique, la prise en
charge thérapeutique dépend des données suivantes d’apres les recommandations de 2008
de la Société de Pathologie Infectieuse de Langue Francaise (SPILF) (7) :

- mode de contamination suspecté (direct, hématogéne, par contiguité)

- intervalle libre entre la pose de prothése et I'apparition de symptémes, permettant

de différencier I'infection postopératoire de I'infection hématogene
- état infectieux (connaissance des micro-organismes, gravité du retentissement de

I'infection)
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- état mécanique du foyer infecté (prothése descellée ou non, fracture consolidée ou
non, matériel explantable ou non)
- localisation de I'infection (os périphérique, articulation, rachis)
- état des parties molles et de la couverture cutanée
- statut du malade (fonctionnel et général, état immunitaire, terrain sous-jacent et
contexte environnemental)
Les infections peuvent étre distinguées en fonction de leur délai de survenue aprés la pose

chirurgicale du matériel (classification de Coventry (1975) et Fitzgerald et al. (1977) (8)) :

Infection précoce : < 1 mois
- Infection tardive : > 1 mois
- Infection hématogene : elle peut survenir aprés un intervalle de temps libre apres la
chirurgie
- La SPILF ajoute une catégorie intermédiaire : les infections retardées, entre 1 et 6
mois apres la chirurgie.
En ce qui concerne les infections sur site opératoires, elles sont considérées comme des
infections associées aux soins lorsqu’elles surviennent dans un délai de 30 jours apres la
chirurgie ou 1 an en cas de pose de matériel. Le terme matériel peut désigner du matériel
d’ostéosynthese interne (plaques, broches, vis, tiges...) ou externe (fixateurs externes), une

prothése ou encore des substituts osseux et allogreffes.
1.3.1. Epidémiologie

e Arthrite septique :
L'arthrite septique désigne une arthrite infectieuse d’origine bactérienne, aussi appelée
arthrite suppurative. C'est une pathologie peu fréquente ; son incidence a I'année est de 2 a
10 cas /100 000 personnes mais elle augmente chez certaines catégories de population : 28
a 38 cas /100 000 personnes/an chez les personnes atteintes de polyarthrite rhumatoide
(PAR) et 40 a 68 cas /100 000 personnes/an chez les porteurs de prothése articulaire (9).

Il existe donc des facteurs favorisant sa survenue (10-12) :
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Comorbidités Processus invasifs Facteurs personnels

- Pathologies articulaires telles que  -Chirurgie, prothese articulaire -Sexe masculin (sauf aprés 80 ans)
la PAR, la chondrocalcinose... -Traumatisme y compris injection -Age> 65 ans

- Immunodépression (VIH, intra articulaire (corticoides...) -Alcoolisme

traitements immunosuppresseurs,  -Cathéters centraux -Toxicomanie intraveineuse

hypogammaglobulinémie)
-Diabete, insuffisance hépatique
ou rénale, drépanocytose,
pathologie maligne

-Infections cutanées

-Maladies sexuellement
transmissibles (gonococcie...)

Tableau lll : Facteurs favorisant dans I'arthrite septique

La mortalité est proche de 0,7% en dessous de 60 ans et augmente avec I'age : 4,8% de 60 a
79 ans et 9,5% au dessus de 80 ans (13). Certaines études mentionnent néanmoins jusque

11,5% a 30% de mortalité globale avec une morbidité allant de 31,6% a 50% (9,14).

¢ Infection sur matériel :

C’est un phénomene rare mais grave (3500 cas/an en France en 2008), dont le risque en
postopératoire est variable en fonction de la localisation du matériel ostéo-articulaire : 0,9 a
1,6% pour les protheses de hanche, 0,6% pour les protheses de genou et 1% pour les autres
prothéses articulaires, d’aprés les données du Réseau d’Alerte, d’Investigation et de
Surveillance des Infections Nosocomiales (RAISIN) de 1995 a 2005 (15). En ce qui concerne le
matériel non prothétique (matériel d’ostéosynthese), ce risque varie de 0,5% a 3,7%.

Les facteurs de risque sont (16—18) :

- Ceux de toute infection postopératoire (hospitalisation > 4 jours...)

- Infectieux : antécédent d’infection du site opératoire ou bien de la prothese,
présence d’un foyer infectieux distal (digestif, urinaire, dentaire)

- Liés au patient : 4ge > 65 ans, dénutrition, obésité, tabagisme, insuffisance hépatique
ou rénale, immunodépression (traitement, HIV...), diabete, pathologie inflammatoire
systémique (PAR, Lupus Erythemateux Disséminé (LED)...) ...

- Liés a I'état de la plaie (6)

Il est possible de relier le risque de survenue d’une infection sur prothese a I'index de risque

chirurgical NNISS (National Nosocomial Infection Surveillance Score), calculé en fonction de
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la durée d’intervention, de la classe de contamination de lintervention d’Altemeier

(chirurgie propre ou contaminée) et du score de risque anesthésique (score ASA) :

Score NNIS Incidence annuelle (%)
0 0,7
1 1,4
2-3 2,3

Tableau IV : Incidence annuelle des infections sur prothése en fonction du score NNIS
(données du RAISIN, 1999-2005)

e Infection de pied diabétique :
Celle-ci concerne principalement les personnes atteintes de diabéte insulinodépendant, avec
une fréquence d’amputation en conséquence de 5 a 10% (de I'orteil, du pied, de la jambe
voire de la cuisse) (19). En effet, 15 a 25% des diabétiques souffrent de plaies chroniques ou
de mal perforant plantaire qui s’infectent dans 40 a 80% des cas (20,21). Plusieurs facteurs
favorisent la survenue d’une infection chez ces patients (22) :

- le mauvais contréle glycémique

- la neuropathie périphérique sensitive (perte de sensibilité)

- I'artériopathie des membres inférieurs avec ischémie distale

- les facteurs mécaniques (zones d’hyperpression, chaussures traumatiques...)

e Ostéomyélite infectieuse :
Sa fréquence a diminué en France en raison de 'amélioration des conditions d’hygiene. Elle
est plus fréquente chez lI'enfant et I'adolescent ainsi que dans les pays en voie de

développement, avec un risque accru en cas de drépanocytose homozygote (23).

e Ostéite infectieuse :
Elle est principalement d’origine postopératoire ou traumatique (tibia, fibula), avec un risque
d’infection lié a la nature de I'opération (23) :

- 1a3%en cas de traumatisme fermé

- 1a>50% en cas de fracture ouverte, suivant I'importance des lésions vasculaires et

des tissus mous, ainsi que le risque de contamination tellurique. Le risque d’infection
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peut étre évalué par le stade de gravité estimé via la classification de Gustilo fondée

sur l'importance de I'ouverture cutanée lors d'une fracture ouverte (24,25) :

Grade / I H(AacC)
Atteinte Ouverture punctiforme de  Quverture linéaire >1 cm Lésions associées a des
I'intérieur vers fractures pluri
I'extérieur fragmentaires et perte de

Décollement cutané Absence Absence substance osseuse
Lésion des parties Absence ou petite Absence ou petite Etendues, délabrement
molles cutanéo-musculaire,

Iésion vasculo-nerveuse
Risque d’infection (%) 1-2 1-7 10- >50

Tableau V : Classification de Gustilo, évaluant le risque d'infection lors d'une fracture ouverte en fonction de
la sévérité des lésions aux parties molles

Les facteurs de risque liés au patient sont : le diabete, la dénutrition, I’dge avancé, la

polyarthrite rhumatoide... (9,23)

e Spondylodiscite infectieuse :
L'incidence de la spondylodiscite est de 1/250 000 cas / an, avec un risque de survenue en
postopératoire de chirurgie rachidienne de moins de 1% (3% en cas de mise en place de
matériel). Elle survient plus volontiers dans un contexte de diabéte, d'immunodépression,
d’éthylisme et chez 'homme de plus de 60 ans... L'atteinte touche majoritairement les
vertébres lombaires (50%), puis dorsales (40%) et cervicales (10%), et porte parfois sur

plusieurs étages (20%) (23).
1.3.2. Physiopathologie

L'infection est une invasion tissulaire avec prolifération de micro-organismes responsables
de dommages, accompagnée ou non d’une réaction inflammatoire. A linverse, la
colonisation est un phénomeéne physiologique lié au développement de flores commensales
sur un site donné. Les IOA sont habituellement la conséquence d’une diffusion hématogéne
(arthrite, ostéomyélite, spondylodiscite) ou d’un geste chirurgical voire traumatique (ostéite,

infection sur prothese), et présentent une physiopathologie variée.
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e Arthrite septique :
L'arthrite septique survient dans la majorité des cas aprés diffusion hématogene du micro-
organisme qui vient ensemencer la membrane synoviale vasculaire de |'articulation a partir
d’un foyer primitif (cutané, ORL, respiratoire, urinaire...), mais il peut également étre
directement inoculé lors d’une injection intra-articulaire, d’une ponction-aspiration
articulaire, d’une chirurgie ou d’un traumatisme de type morsure d’animal ou bien piqlre
humaine. Une autre possibilité est la propagation du germe par contiguité, notamment chez
I’enfant en bas age ol les petits capillaires croisent la zone de croissance épiphysaire, ce qui
permet la propagation de l'inflammation de I'épiphyse vers I'articulation. De méme une
infection locale telle qu’une ostéite ou une infection des parties molles peut étre a |'origine
de l'arthrite septique.
L'infection par une souche bactérienne donnée est fonction de plusieurs facteurs :

- son tropisme pour l'articulation en question

- savirulence propre

- la sensibilité de la synoviale
Les étapes de l'infection se déroulent alors de la fagon suivante :
- Adhérence de la bactérie via des protéines de liaison aux constituants de la synoviale
(collagene, fibrinogéne, fibronectine, laminine, acide hyaluronique). Cette adhérence est
favorisée par I'existence de lésions membranaires qui augmentent I'exposition des protéines
concernées (26).
- Colonisation puis prolifération bactérienne avec relargage de cytokines inflammatoires,
activation du complément et libération de métallo protéinases, d’enzymes lysosomiales et
de toxines bactériennes (hémolysine..). Ceci entraine en réponse une réaction
inflammatoire avec migration de leucocytes sur le site d’infection qui produisent des
protéases et des cytokines (Interleukine-6 (IL-6), Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)...).
- Dégradation du cartilage, des protéinoglycanes et du collagéne par la réponse immunitaire
de I'hbte et les toxines bactériennes. L'épanchement articulaire est responsable d’une
augmentation de la pression intra-articulaire qui aggrave la destruction du cartilage et de la
synoviale par ischémie tissulaire. L'infection, si elle n’est pas traitée, peut ensuite gagner les

tissus environnants (tissus mous, tendons, ligaments et autres structures péri-articulaires).
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e [nfection sur matériel :

La contamination se fait par voie directe lors d’'un geste invasif (intervention chirurgicale,

Q-

ponction, infiltration...) ou d’un traumatisme (fracture ouverte, escarre...), par contiguité

Q-

partir des tissus environnants ou bien indirectement par voie hématogene ou lymphatique
partir d’'un foyer a distance (dentaire, cutané, urinaire, digestif).

La présence de matériel favorise 'adhérence de la bactérie par interaction des oxydes le
composant avec les glycoprotéines tissulaires (27) et diminue les défenses immunitaires
locorégionales par inhibition du chimiotactisme, de la phagocytose et de I'activité
bactéricide des macrophages et polynucléaires neutrophiles. Ainsi, méme en cas de faible
inoculum (< 1000 UFC), I'environnement au contact de la prothése est favorable au
développement bactérien.

Dans un premier temps, les bactéries sont adsorbées de facon réversible sur le matériel puis
elles forment des liaisons covalentes avec les protéines de |’h6te, entrainant une
colonisation irréversible du matériel (28). Elles produisent ainsi en 1 a 2 semaines une entité
dynamique protectrice : le biofilm (appelé glycocalyx) composé d’expolysaccharides (slime)
(29). En raison des conditions nutritives médiocres au sein de cette matrice polymérique, le
métabolisme est ralenti (absence de production d’ATP) et les bactéries s’organisent sous
I'influence de communications intercellulaires en micro-colonies hétérogenes dont la
croissance est lente, appelées « Small Colony Variants » (SCV) (30). Celles-ci peuvent
persister dans un état de quiescence, responsable de rechutes plusieurs mois ou années
apres le traitement de l'infection, a I'occasion par exemple d’'un traumatisme ou d’une
intervention. Le biofilm diminue la pénétration des facteurs de défense immunitaire de
I’'h6te ainsi que des antibiotiques, créant un environnement protecteur pour le
développement des bactéries, qui sont relarguées de facon intermittente a sa surface
permettant I"extension de la colonisation. A partir d’une certaine densité microbienne se
produit une libération de molécules de signalisation intercellulaire qui vont activer des genes
eux-mémes impliqués dans la production du biofilm (quorum sensing) (31). Ainsi, les germes
sont capables de coloniser le matériel inerte prothétique ou les tissus voisins et d’y survivre

de facon ralentie pendant de nombreuses années. L'ensemble de ces phénomenes provoque
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une activation des ostéoclastes responsables d’une résorption osseuse a l'interface de

I'implant, qui entraine a long terme une désinsertion de la prothese.

Figure 3 : Cycle de vie d'un biofilm : adhérence, attachement irréversible, croissance et
maturation puis dispersion (de gauche a droite) (32)

¢ Infection de pied diabétique :

L'infection a habituellement pour point de départ un traumatisme aigu passé inapercu ou un
traumatisme minime répété, responsable d’une plaie chronique au sein de laquelle les
bactéries vont se loger. Elle siege préférentiellement au niveau des zones d’appui et est
favorisée chez le patient diabétique par un déficit des mécanismes cellulaires de défense liés
a I'hyperglycémie (altération des fonctions et apoptose des leucocytes) ainsi que par la
diminution de I'afflux de sang au niveau de la plaie due a 'artériopathie (hypoxie et nécrose
cellulaire). La neuropathie est quant a elle responsable d’une indolence des zones
d’hyperpression qui retarde le diagnostic.

- Pour linfection suppurée du pied neuropathique, la lésion initiale est une
hyperkératose a partir de laquelle une cavité sous-dermique se forme. Celle-ci va
ensuite s’ulcérer et gagner vers l'intérieur et I'extérieur.

- Pour l'infection suppurée du pied neuro-ischémique : une ulcération cutanée sans
hyperkératose se forme au niveau de zones de compression permanente, porte
d’entrée de micro-organismes qui vont la coloniser.

Plusieurs types d’infections superficielles ou profondes existent : dermohypodermite
bactérienne nécrosante ou non (atteinte de I'hypoderme et secondairement du derme),
gangrene humide (nécrose tissulaire noiratre), abcés ou phlegmon (collections purulentes).

L’infection chronique peut ensuite évoluer par contiguité en ostéite ou en ostéoarthrite.
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e Ostéomyélite infectieuse :

L'ostéomyélite est une inflammation de la moelle osseuse et du tissu adjacent. D’origine
habituellement hématogéne chez I'enfant avec une porte d’entrée cutanée (plaie, furoncle,
panaris) ou muqueuse (angine), elle est plutot liée a une infection par contiguité des tissus
voisins chez I'adulte. Elle entraine une augmentation de la pression contre les vaisseaux
sanguins pouvant créer des séquestres liés a la nécrose de I'os (fragment détaché ayant
perdu sa vascularisation et son innervation), ou encore une abcédation par extension aux
tissus mous environnants.

Elle évolue en 2 phases :

- Aigué: forme la plus fréquente, entre 5 et 15 ans, elle affecte plus souvent la
métaphyse des os longs et le squelette en croissance (tibia, fémur) mais tous les os
sont susceptibles d’étre touchés. Il existe une suppuration avec migration infectieuse
en direction de la diaphyse ou du périoste, puis l'infection peut se propager vers
I'articulation (ostéo-arthrite) (9).

- Chronique : elle succede a I'ostéomyélite aigué apres un intervalle de temps plus ou
moins long ou elle peut étre présente d’emblée notamment chez I'adulte. L'ostéolyse
et la nécrose entrainent la formation de séquestres osseux entretenant la
suppuration qui peut se fistuliser a la peau. La reconstruction osseuse en paralléle est

responsable d’'une périostose hypertrophique.

e Ostéite infectieuse :
Elle désigne une infection du tissu osseux. Celle-ci est le plus souvent d’origine
postopératoire ou post-traumatique liée a une inoculation directe de bactéries, plus
rarement d’origine tuberculeuse, syphilitique, parasitaire (Echinococcus) ou bien mycosique
chez I'immunodéprimé (Candida, Aspergillus, Histoplasma, Cryptococcus, Sporotrichon). En
cas de mise en place de matériel, sa pathogénie est identique a celle des infections sur

prothese.
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e Spondylodiscite infectieuse :

Elle désigne les infections atteignant les systéemes disco-vertébraux cervicaux, dorsaux,
lombaires et sacrés. La contamination est principalement hématogéne a partir d’'un foyer
distant (via les artéres spinales, intercostales ou lombaires ou par le plexus veineux de
Batson) mais elle peut étre per opératoire en cas de chirurgie rachidienne ou a la suite d’'un
geste de ponction-infiltration. Sa pathogénie rejoint également celle des infections sur
prothése en cas de pose de matériel. L’évolution se fait en 3 phases :

- Phase initiale : envahissement osseux avec formation d’une caverne sur le plateau
vertébral.

- Phase de destruction : extension de la caverne avec écrasement du disque et atteinte
de la vertebre adjacente. Cette phase peut se compliquer par I'apparition d’un abcés,
de séquestres osseux ou de déformations vertébrales.

- Phase de réparation : elle est marquée par un arrét de I"évolution, une cicatrisation
avec fusion osseuse parfois incompléte et de possibles foyers séquellaires

responsables de rechutes.

1.3.3. Micro-organismes en cause

Différents types de micro-organismes peuvent étre responsables d’infection articulaire :
bactéries, virus, champignons ou bien parasites. Leur nature varie selon la localisation
articulaire ou osseuse de l'atteinte, I'dge et les comorbidités du patient, I'origine tellurique
ou bien postopératoire de l'infection...

Ainsi la majorité des espéces bactériennes isolées sont des Staphylocoques, Streptocoques,
Entérobactéries ou Pseudomonas, mais |'on retrouve également des germes anaérobies et

des atteintes pluri microbiennes, plus particulierement dans le cas des infections chroniques.

e Arthrite septique :
o Arthrites infectieuses d’origine bactérienne (9) :

- Staphylocoques (50-80%) dont Staphylococcus aureus (35-65%)

- Streptocoques : streptocoques B-hémolytiques (20%) du groupe A (Streptococcus

pyogenes), B, F ou G de la classification de Lancefield, ou plus rarement des

streptocoques non groupables (Streptococcus pneumoniae...)
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- Bacilles a Gram négatif : majoritairement de la famille des Enterobacteriacae (5-20%)

dont Escherichia coli, ainsi que Pseudomonas aeruginosa (patients avec comorbidités,

hospitalisés ou avec des affections articulaires chroniques, usagers de drogues

intraveineuses...)

- Polymicrobiennes : 8% des infections

D’autres bactéries peuvent étre retrouvées dans certaines situations particuliéres :

Situation

Espéce bactérienne

Activité sexuelle a risque
Morsures humaines
Morsures de chat ou chien

Morsures de rat

Piglre de tique

Ingestion de lait non pasteurisé

Toxicomanie intraveineuse

Drépanocytose

Immunodépression, hospitalisation ou affection
articulaire chronique

Post partum et hypogammaglobulinémie
Post-infiltration articulaire

Traumatisme (environnement aquatique)

Neisseria gonorrhoeae

Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum
Pasteurella multocida, Capnocytophaga
canimorsus

Streptobacillus moniliformis

Borrelia burgdorferi

Brucella

P. aeruginosa, S. aureus

Salmonella sp, S. aureus

Bacilles a Gram négatif, Mycobacterium
tuberculosis

Mycoplasma hominis

Staphylococcus sp, Streptococcus sp,
Propionibacterium acnes
Mycobacterium marinum

Tableau VI : Principales espéces bactériennes rencontrées lors d'une arthrite septique en fonction de la
situation (9,23)

De méme, I'espéce impliquée varie en fonction de I'age :

- Nouveau - né : Streptococcus agalactiae, E. coli, S. aureus

- Enfant de moins de 4 ans : Kingella kingae, S. pyogenes, Haemophilus influenzae, S.

aureus

- Personnes agées : les Staphylocoques demeurent majoritaires mais il existe une plus

grande proportion de Streptocoques (26%) et ceux-ci sont principalement des

Streptocoques des groupes B et C et S. pneumoniae, ainsi que de bacilles a Gram

négatif (25 - 33% d’E. coli).

Certaines bactéries intracellulaires ne sont pas retrouvées en culture bactérienne :

Tropheryma whippelii (maladie de Whipple), Borrelia burgdorferi (maladie de Lyme).
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o Arthrites infectieuses non bactériennes (9) :
D’autres agents infectieux peuvent étre également étre imputés lors des arthrites
infectieuses tels que les virus des hépatites A, B et C, le virus de la rubéole, le Parvovirus
B19, le VIH... Plus rares encore sont les étiologies mycosiques (Candida sp, Cryptococcus
neoformans, Blastomyces dermatitidis...) ou parasitaires (filarioses, helminthiases), chez des

patients souvent immunodéprimés.

o Arthrites post-infectieuses ou réactionnelles :
Elles surviennent dans des situations variées : rhumatisme post-streptococcique aprés une
infection a S. pyogenes, arthrite réactionnelle aprés une infection génitale a Chlamydia
trachomatis, une infection intestinale a Shigella, Salmonella, Yersinia ou Campylobacter...
Elles sont induites par la réponse immunitaire et surviennent au moins 4 semaines apres
I'infection (gastro-entérite, urétrite, méningite...), préférentiellement chez le sujet jeune

masculin. La bactérie n’est dans ce cas pas retrouvée en culture.
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e AutresIOA:

I0A

Espeéces bactériennes incriminées

Infection sur matériel

* Contamination per-opératoire : S.aureus (25%), Staphylocoques a coagulase négative
(25%) dont Staphylococcus epidermidis, P. acnes (10%)

* Contamination hématogene : Streptocoques et Entérocoques (10%), Bacilles a Gram
négatif dont Entérobactéries et P. aeruginosa

=> Elles peuvent étre polymicrobiennes (10%)

Infection de pied * S.aureus majoritairement, Streptocoques B-hémolytiques, Bacilles a Gram négatif
diabétique dont Entérobactéries et P. aeruginosa, Anaérobies de type cocci a Gram positif (plaies
peu profondes) ou bacille a Gram négatif (plaies profondes)
* Staphylocoques a coagulase négative, Entérocoques et Corynebactéries sont souvent
des commensaux mais peuvent entrainer des infections opportunistes
=> |l s’agit dans la plupart des cas d’infections polymicrobiennes
Ostéomyélite

infectieuse aigué ou
chronique

S. aureus principalement, Streptocoque B (nouveau-né) et A (enfant et nourrisson), K.
kingae, Staphylocoques a coagulase négative, P. aeruginosa, Entérobactéries

Ostéite infectieuse

S. aureus, Staphylocoques a coagulase négative, Streptococoques, Bacilles a Gram
négatif (P. aeruginosa), Corynebactéries, anaérobies (Propionibacterium sp)

=> Profil comparable aux infections sur prothése avec seulement une plus forte
proportion d’infections polymicrobiennes (25%), sauf en cas de fracture ouverte pour
laquelle s’ajoutent des bactéries environnementales (Clostridium sp, Bacillus cereus)
ou de la flore cutanée, inoculées au moment du traumatisme ou aprés l'intervention.

Spondylodiscite
infectieuse

* Contamination hématogene :

S. aureus (40%), Bacilles a Gram négatif dont Entérobactéries (20-30%),
Streptococoques, M. tuberculosis et Brucella sp (rare)

*Postopératoire (flore cutanée) : Staphylocoques a coagulase négative,
Corynebactéries, P. acnes

Tableau VII : Espéces bactériennes mises en cause dans les I0A hors arthrite septique (9,23,33)

1.3.4. Diagnostic

1.3.4.1.

Clinique

e Arthrite septique :

La présentation principale est celle d’'une monoarthrite fébrile touchant une articulation de

gros calibre (genou, poignet, épaule et cheville chez I'adulte, hanche chez I'enfant),

accompagnée la plupart du temps d’'un épanchement, d’'une perte de mobilité, d’une

rougeur et d’une hyperalgie au niveau de I'articulation touchée (10).

Une atteinte polyarticulaire est possible dans prés de 20% des cas (11), celle-ci est en faveur

d’une virose (parvovirus B19, rubéole, virus hépatotrope), d’'une endocardite bactérienne,

d’un rhumatisme post-streptococcique ou plus rarement d’une maladie de Whipple ou de
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Lyme. Les atteintes virales peuvent s’accompagner de ganglions et d’un rash cutané
caractéristique et étre spontanément régressives. L’arthrite septique est généralement aigué
mais peut également apparaitre subaigué voire chronique et sans signes locaux (excepté un
épanchement froid) dans le cas des atteintes fongiques, parasitaires, liées a des
mycobactéries ou a des bactéries rares (Treponema pallidum, Nocardia sp...). Le cas de
I'arthrite gonococcique est a part : il s’agit d’'une polyarthralgie migratrice avec dermatite et
ténosynovite, touchant plus volontiers le poignet ou les doigts, fréquemment chez la femme
enceinte ou en période de menstruation (34,35).

Les symptomes different aussi aux adges extrémes et en fonction des facteurs de

comorbidité :

- Chez le nouveau-né : la présentation est proche de celle d’'une septicémie, c'est-a-
dire, un caractere irritable avec une perte de poids et un arrét de I'alimentation, avec
peu de signes inflammatoires généraux et locaux (hyperthermie...).

- Chez la personne agée ou immunodéprimée : la présentation peut étre pauci
symptomatique et/ou polyarticulaire.

- Chez les personnes atteintes de pathologie articulaire rhumatismale : les symptomes
peuvent étre difficiles a différencier avec une poussée de la maladie.

L'arthrite septique étant une urgence diagnostique et thérapeutique, ce diagnostic est a
considérer en priorité avant preuve du contraire, et ce malgré sa faible fréquence (9,23). Le
diagnostic différentiel principal est celui d’une arthrite microcristalline qui peut mimer une
atteinte infectieuse ; des cas concomitants existent mais sont extrémement rares. D’autres
diagnostics possibles sont I'arthrite rhumatoide débutante, une bursite, une poussée

congestive d’arthrose ou des étiologies plus rares comme le lupus érythémateux disséminé...

¢ Infection sur matériel :

- Infection précoce : douleur d’intensité anormale, écoulement purulent de la plaie,
désunion ou nécrose cicatricielle avec d’éventuels signes généraux (hyperthermie,
frissons). Les complications sont bactériémiques.

- Infection tardive : douleur persistante, descellement radiologique de la prothése,

absence possible de signes inflammatoires locaux ou généraux. Si I'existence d’'une
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fistule a proximité traduit systématiquement une infection, I'absence de signes
cliniques quant a elle ne I'exclue pas.
Ces symptomes sont a différencier de ceux d’un descellement aseptique, d’un conflit
mécanique, d’'un épanchement non infectieux, d’une hernie, d’'une déchirure musculaire ou

d’une tendinite...

¢ Infection de pied diabétique :

- Pour le pied neuropathique : le tableau est insidieux avec une plaie perforante
torpide, chronique et peu algique. Elle s"accompagne de signes inflammatoires
locaux : cedeme, tuméfaction, hyperthermie et érythéme péri lésionnel.

- Pour le pied neuro-ischémique : le pied est a I'inverse froid et algique, avec des zones
d’ischémies noiratres. Une odeur nauséabonde ainsi qu’un tissu friable ou un
décollement sont en faveur d’une infection.

La classification du Consensus International sur le Pied Diabétique permet d’évaluer la
sévérité de l'infection (36). Un aspect érythémateux oedematié (en « saucisse ») ou la

mobilité anormale d’un orteil peut évoquer une ostéite sous-jacente.

e Ostéomyélite infectieuse :

- Aigué : c’est une véritable urgence médicale. Elle se manifeste par un syndrome
infectieux majeur (hyperthermie majeure, frissons, altération de I'état général) et des
signes locaux d’hyperalgie.

- Chronique : les signes sont subaigus avec douleur non spécifique au niveau de la zone
atteinte et des signes généraux discrets (hyperthermie modérée, altération de I'état
général plus ou moins marquée).

Une forme aigué peut mimer une fracture ou un ostéosarcome. Les complications sont
I'atteinte bactériémique, le passage a la chronicité et I'abcédation avec fistulisation qui peut

engendrer une dissémination articulaire.

e Ostéite infectieuse :
Les signes apparaissent plusieurs semaines apres le geste chirurgical ou la fracture ouverte

avec une absence de consolidation du site de fracture et une mauvaise guérison de la
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blessure : érytheme, écoulement et douleur locale. La pseudarthrose et la fistulisation sont

des complications possibles.

e Spondylodiscite infectieuse :
Elle se manifeste par une douleur rachidienne inflammatoire progressivement croissante
avec possible irradiation radiale et raideur segmentaire, soit une douleur persistante plus de
2 semaines dans un contexte postopératoire. Les signes généraux sont marqués (fievre,
frissons, asthénie) mais peuvent étre insidieux en cas d’origine tuberculeuse ou brucellienne.
Ces infections peuvent se compliquer par une compression médullaire ou radiculaire ainsi
gue par une bactériémie. Le diagnostic différentiel doit étre fait avec certaines métastases
cancéreuses, une spondylarthrite ankylosante, un tassement vertébral ou encore un

myélome qui engendrent parfois une symptomatologie similaire.

1.3.4.2. Biologie

e Bactériologie :
Le diagnostic se fait via I'identification du microorganisme responsable par examen direct,
cultures et/ou biologie moléculaire.
v' Prélévements ostéo-articulaires (POA): ponction ou biopsie synoviale,
osseuse, discale ou vertébrale, ponction d’un abcés ou d’une collection...
v" Hémocultures (en cas de signes généraux associés)
v" Recherche d’une porte d’entrée (atteinte cutanée, ORL, urinaire, digestive...)
ou d’une endocardite associée (échographie transoesophagienne)
v Sérologies : Chlamydia trachomatis, Yersinia, Salmonella, Anticorps anti-

streptolysine O (ASLO), Anticorps anti-streptodornase (ASDO), Brucella...

e Bilan d’inflammation : il s’agit de marqueurs non spécifiques qui orientent vers le
diagnostic d’infection mais ne I'excluent pas en cas de négativité
v Vitesse de sédimentation, C-Reactive Protein (CRP)
v" Numération-formule sanguine recherchant une hyperleucocytose a

polynucléaires neutrophiles (PNN) ...
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Parameétre biologique Probabilité ~ Remarques

dans I'AS
CRP augmentée 98 % Une CRP normale diminue fortement la

probabilité d’arthrite septique

Hyperleucocytose a 62 %
PNN
Hémocultures 60 % La probabilité augmente avec la
positives répétition du préléevement

Tableau VIII : Perturbation des différents paramétres biologiques et leur probabilité d’apparition dans
I’arthrite septique (AS) bactérienne (10,11,38)
e Bilan spécifique : en fonction de I'orientation diagnostique
v" Uricémie (goutte)
v Facteur rhumatoide (PAR)
v" Recherches virales : sérologie VHC et VHB, VIH, Parvovirus B19 ...
v' Auto-immunité : anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires (vascularites),
anticorps antiphospholipides (syndrome des antiphospholipides), anticorps
anti-CCP...

v' Tests génétiques : HLA B27 (spondylarthropathies) ...
1.3.4.3. Imagerie

L'imagerie contribue au diagnostic de I'infection ostéo-articulaire mais elle peut aussi servir
a guider un prélevement. Différentes techniques sont utilisées : radiographie standard,
Tomodensitométrie (TDM), échographie, Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM),
arthrographie, scintigraphie au Technétium-99 métastable (Tc-99m), médecine nucléaire...
(23)

Dans la plupart des cas, I'apparition des signes radiologiques est retardée par rapport au
début de la maladie. L'IRM est I'un des meilleurs examens pour le diagnostic morphologique
d’IOA (notamment au niveau du rachis), de méme que le scanner. Ce dernier peut
également guider une ponction au méme titre que I'échographie, qui peut quant a elle
mettre en évidence abcés et épanchements. Enfin, la scintigraphie couplée (leucocytes et os
marqués) est utile pour le diagnostic d’exclusion, en raison de sa forte valeur prédictive

négative.
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1.3.4.4. Anatomopathologie

L’examen histologique permet d’orienter le diagnostic en cas d’infection a mycobactérie ou
d’infection fongique, et d’écarter des étiologies non infectieuses (dégénérative, tumorale,
microcristalline).

Il existe des criteres spécifiques pour l'infection sur matériel (39—-41) : la présence de plus de
5 polynucléaires neutrophiles par champ a fort grossissement (x 400) dans au moins 5
champs microscopiques séparés sur un examen intéressant le tissu osseux et la synoviale,
présente une sensibilité et une spécificité variant respectivement entre 43 et 100 % et entre
81 et 98 % pour le diagnostic d’infection bactérienne.

En ce qui concerne les ostéites, 'anatomopathologie peut montrer une inflammation du
tissu conjonctif et des espaces de I'os avec 3 stades possibles (congestion, abcédation et
passage a la chronicité) ainsi qu’une nécrose, une raréfaction de I'os et une hyperostose
sous-périostée. Pour |'ostéite tuberculeuse, il s’agit d’'un granulome avec caséum, cellules

géantes et épithélioides.
1.3.5. Traitement

Le traitement des I0A fait appel a plusieurs spécialités comme I'orthopédie, la rhumatologie,
la microbiologie ou l'infectiologie et peut associer geste chirurgical et antibiothérapie. Cette
derniere dépend de I'espéce bactérienne et de la résistance de la souche incriminée, de la
localisation de l'infection (pharmacocinétique dans I'os) et du patient concerné (contre-
indications, hypersensibilité, interactions médicamenteuses...). Elle doit étre débutée si
possible apres les préléevements a visée bactériologique, sauf en cas de sepsis ou de risque
infectieux sévére (immunosuppression...). En cas d’lOAC, il est possible de faire appel aux
Centres de Référence des infections ostéo-articulaires complexes.

La guérison est déterminée par I'absence de rechute sur une durée de 6 mois (arthrites,

spondylodiscites) a 2 ans (infections sur matériel).

e Arthrites septiques bactériennes :
Le traitement antibiotique doit étre le plus précoce et efficace possible afin d’éviter un
passage a la chronicité de l'infection, une destruction irréversible de I'articulation voire la

mise en jeu du pronostic vital avec le risque septique. L’antibiothérapie est d’abord
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probabiliste puis est ajustée en fonction de I'espéce bactérienne sur une durée moyenne de
3 a 4 semaines. Il nest pas nécessaire dans ce cas d’utiliser des molécules a forte
pénétration osseuse, mais une action sur la flore anaérobie peut étre nécessaire dans les
contextes de morsure par exemple.

L'antibiothérapie est associée a un drainage articulaire par ponctions itératives via une
aspiration a l'aiguille pour les articulations facilement accessibles, ou le cas échéant par
abord chirurgical (lavage par arthroscopie ou bien arthrotomie, c’est-a-dire par ouverture
chirurgicale de I’articulation), qui permettent de diminuer I'inoculum bactérien. Si I'infection
persiste, une synovectomie peut étre nécessaire.

La prise en charge thérapeutique est complétée par une immobilisation a titre antalgique et

une remise en charge progressive.

¢ Infections sur matériel :
Le traitement doit également étre précoce afin de détruire le micro-organisme avant
I'organisation du biofilm protecteur (en 1 a 2 semaines), car une fois celui-ci constitué,
I'efficacité de I'antibiothérapie sera amoindrie et le traitement nécessitera une ablation du
matériel d’ostéosynthése ainsi que des tissus infectés (42). L'antibiothérapie associe des
molécules ayant une bonne biodisponibilité, une bonne diffusion osseuse ainsi qu’une bonne
pénétration du biofilm. Elle est administrée par voie intraveineuse puis si possible en relai

per os au bout de 15 jours au moins (7).

Perméabilité forte Perméabilité moyenne Perméabilité faible
Fluoroquinolones Clindamycine Aminosides
Teicoplanine Vancomycine Imipénéme
Cyclines Cotrimoxazole Pénicilline M
Macrolides Linézolide Penicilline A
Rifampicine Fosfomycine Céphalosporines 1 génération
Acide fusidique Uréidopénicillines
Metronidazole Céphalosporines
Phénicolés

Tableau IX : Diffusion osseuse des antibiotiques (23)
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La prise en charge dépend de la durée d’évolution de I'infection :

Infection précoce ou hématogéne :

(@]

©)

Antibiothérapie : 4 semaines
Lavage abondant avec synovectomie (résection partielle ou totale de la
membrane synoviale entourant l'articulation) et changement des pieces

prothétiques mobilisables.

Infection tardive (7) :

©)

(@]

Antibiothérapie : 6 a 12 semaines

Une reprise chirurgicale de la prothése en 1 temps (remplacement du
matériel en une seule opération) ou en 2 temps court ou long (retrait de la
prothése avec pose d’un espaceur qui peut étre imprégné de fortes doses
d’antibiotiques (aminosides, vancomycine ou clindamycine) durant 6
semaines a 6 mois avant la réimplantation d’une nouvelle prothése) peut étre
réalisée en fonction de I'état du patient (4ge, comorbidités), de la sensibilité
aux antibiotiques de la souche incriminée, de la multiplicité des localisations
septiques et de I'importance de la destruction osseuse. La chirurgie en 1
temps pourrait présenter un meilleur résultat fonctionnel et un moindre co(t
tandis que la chirurgie en 2 temps, plus colteuse, exposerait a une
réimplantation parfois difficile mais présenterait en contrepartie de meilleurs

résultats cliniques (57-90% contre 93-100% de réussite).

Une prise en charge de la douleur, médico-sociale (assistante sociale, psychologue...) ainsi

gue de la rééducation accompagnent le traitement médico-chirurgical.

Nota bene : Une antibiothérapie per os a durée indéterminée peut étre proposée pour les

patients inopérables pour lesquels une espéce bactérienne a été mise en évidence.

Infection de pied diabétique :

Il s’agit d’une prise en charge pluridisciplinaire qui associe le maintien de |'équilibre

glycémique, une décharge mécanique (par suppression de I'appui sur la plaie : alitement,

fauteuil roulant, chaussures de décharge...), un débridement médical (excision des tissus

dévitalisés), le rétablissement d’'un apport artériel suffisant (geste endovasculaire, pontage

...) ainsi que des soins de pansement quotidiens (37). Les antiseptiques ou antibiotiques
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locaux n’ont pas d’intérét dans ce cas de figure. L’antibiothérapie par voie générale n’a pas
pour objet de stériliser la plaie et n’a pas d’influence sur la colonisation, néanmoins elle est
utilisée pour éviter une évolution défavorable chez les patients présentant une plaie avec
des critéres d’infection séveres. Elle doit systématiquement comporter des antibiotiques a
large spectre couvrant les bactéries fréqguemment impliquées, notamment les cocci a Gram
positif aérobies-anaérobies facultatifs comme S. aureus. La présence d’une artériopathie
diminue la pénétration des antibiotiques sur le site infecté et peut nécessiter de prescrire
des posologies élevées ainsi que des antibiotiques ayant une bonne diffusion tissulaire sur le
pied diabétique comme les fluoroquinolones, la clindamycine ou la fosfomycine (43). La
durée de traitement ne fait pas I'objet de consensus, elle peut varier entre 1 et 4 semaines
et doit étre réévaluée aprés 48 a 72h.

En cas d’urgence mettant en jeu le pronostic vital ou fonctionnel ou en I'absence
d’amélioration sous traitement médical, la chirurgie orthopédique permet |'exérese des
tissus nécrosés ainsi que la correction des déformations du pied. Elle peut étre conservatrice
ou bien mener a I'amputation, en fonction de la sévérité des Iésions.

L’éducation du patient a I'auto-examen et a I’entretien des pieds est également un point

important dans la prévention des infections.

e Ostéomyélite et ostéite :
Ces infections sont difficiles a traiter en raison de la localisation des bactéries dans les
séquestres osseux. Le traitement de 4 a 6 semaines par antibiotiques a pénétration osseuse
n’est souvent pas seul suffisant et doit étre suivi d’'un geste chirurgical de débridement pour
obtenir la guérison, a I'exception des ostéomyélites hématogenes de I'enfant ou
I'antibiothérapie est la plupart du temps suffisante. La prise en charge s’accompagne de

repos et d’une immobilisation antalgique (44).

e Spondylodiscite :
La SPILF (2007) donne des indications des spécialités a utiliser et de leur posologie pour le
traitement probabiliste ou adapté a I'espece bactérienne (45). La durée de traitement peut
étre de 6 a 12 semaines (bactéries pyogénes), 3 mois (Brucella), 6 mois (Candida, Aspergillus)
ou jusque 9 a 12 mois (M. tuberculosis).
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Un geste chirurgical de décompression (laminectomie) ou de drainage peut étre réalisé s'il
existe des signes neurologiques de déficit ou de paralysie depuis moins de 72h, voire
exceptionnellement une intervention chirurgicale de stabilisation en cas de déformation
majeure. L’arthrodése est un traitement chirurgical de derniere intention souvent
irréversible consistant a bloquer une articulation par I'obtention d’une fusion osseuse.

Des mesures d’immobilisation (décubitus antalgique suivi d’une reverticalisation), de
contention et de rééducation (kinésithérapie) doivent également étre prises (décubitus,

minerve, corset...).
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2. Techniques d’études en Bactériologie pour le diagnostic des IOA

Le laboratoire de Bactériologie occupe une place importante pour la prise en charge des
patients atteints d’|OA. L'étude des prélevements ostéo-articulaires permet de diagnostiquer
une infection par [lidentification d’un pathogéene, de déterminer sa sensibilité aux
antibiotiques et ses facteurs de virulence ou encore de comparer les différentes souches
isolées afin d‘établir un lien de clonalité en cas d’épidémie. Différentes techniques sont
mises en ceuvre pour réaliser le diagnostic microbiologique : examen direct, numération
cytologique, broyage ou sonication, culture en milieu solide ou liquide, biologie moléculaire,

tests biochimiques ou spectrométrie de masse...

2.1.Prélevements ostéo-articulaires

Les POA doivent étre réalisés sous condition d’asepsie chirurgicale, afin de limiter la
contamination des sites normalement stériles par des bactéries appartenant a la flore
commensale (cutanéo-muqueuse principalement) non responsables de linfection. Les
échantillons doivent parvenir dans un contenant stérile a température ambiante, dans les 2
heures suivant le prélevement afin de préserver les espéces fragiles. Le contenant doit en
outre permettre la survie des bactéries anaérobies (seringue dont on a chassé l'air au
préalable...). Si I'état de santé du patient le permet, un délai de 15 jours vis-a-vis d’'une
antibiothérapie préalable est recommandé pour éviter I'obtention d’un résultat faussement

négatif (23,46).

Les prélévements peuvent étre d’origines et de consistances diverses (solide ou liquide) en

fonction du site anatomique concerné, de la présence ou non de matériel associé :

- Ponction de liquide articulaire (LAR) ou de pus: il est recommandé d’ajouter une
partie du prélevement dans un tube additionné d’anticoagulant (héparine, citrate)
pour permettre une numération cytologique des LAR en s’affranchissant d’un
éventuel caillot.

- Prothese et matériel d’ostéosynthése (clou, ciment, vis, tiges, piéces

intermédiaires...).
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- Préléevements per-opératoires : ils sont de natures diverses (tissus mous, os, liquide
articulaire, pus...)

o |l est préconisé pour les infections sur matériel de réaliser 5 prélevements en
zone suspecte macroscopiquement pathologique, avec changement de
matériel entre chaque prélévement (7).

o Réaliser moins de 5 prélévements entraine des difficultés d’interprétation, et
inversement réaliser plus de 5 prélevements engendre une augmentation du
risque de contamination sans amélioration de la sensibilité diagnostique (46).

- Préléevements superficiels (écouvillonnage de fistules, plaies) : ils s’avérent peu utiles
car fréguemment contaminés par la flore cutanée (46).

- Liquides de drainage et drains de redon : leur valeur diagnostique est contestée, ils
sont plus sensibles dans le suivi des chirurgies septiques qu’aseptiques (47).

- Des biopsies percutanées sous scanner peuvent étre réalisées au niveau vertébral ou
en I'absence de liquide a ponctionner.

- Dans le cas des infections sur pied diabétique, les prélevements bactériologiques ne
sont recommandés qu’en cas d’infection cliniquement visible de la plaie (37) et
doivent étre réalisés sur une plaie lavée et débridée afin d’éviter la contamination
par la flore commensale cutanée. Plusieurs techniques peuvent s’appliquer mais il
n‘existe pas de consensus: écouvillonnage superficiel de la plaie, curetage-

écouvillonnage profond, biopsie tissulaire, aspiration a I'aiguille fine...

2.2.Examen bactériologique standard

L'examen bactériologique standard comporte plusieurs étapes: du prétraitement du

prélevement a l'identification bactérienne et la réalisation d’un antibiogramme.

2.2.1. Préparation du prélevement

e Manipulation : les prélévements et les cultures qui en sont issues doivent étre traités
de maniere stérile tout au long de I'analyse, en respectant les régles d’hygiene en

vigueur dans les laboratoires de Biologie Médicale Hsopitaliers (48).
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Prétraitement : une étape de dilacération supplémentaire avant ensemencement des
préléevements peut étre nécessaire pour libérer les bactéries quiescentes piégées
dans le biofilm ou dans des séquestres osseux, qui compliquent le diagnostic des
I0A :

La technique de broyage par billes d’acier permet la mise en culture homogene de la
totalité du prélevement opératoire, tout en diminuant le risque de contamination du
prélevement si elle est réalisée de fagon stérile dans un systéme fermé. Les
techniques manuelles de broyage sont quant a elles longues, fastidieuses et exposent
a la contamination (49).

Une autre technique utilisée est la sonication du prélévement, mais contrairement au
broyage elle n’est utilisable que sur les pieces prothétiques. Son utilisation
permettrait d’augmenter la sensibilité de la culture (78,5% pour le liquide de
sonication de l'implant contre 60,5% pour les 5 prélevements tissulaires (50))
notamment en cas d’antibiothérapie (51), mais cet apport est contesté ou n’est
retrouvé que sur la PCR (Polymerase Chain Reaction) du liquide de sonication selon
certains auteurs (52,53). Aucune recommandation a ce jour ne favorise I'une ou

I'autre de ces techniques.

2.2.2. Examen direct

Aspect macroscopique (3,54) :

L'aspect d’un liquide synovial peut donner des éléments d’orientation sur la pathologie en

cause :

Liquide trouble ou purulent: il est composé principalement de polynucléaires
neutrophiles et est dit puriforme si sa numération leucocytaire est > 20 000/mm?>

o Arthrite septique bactérienne

o Arthrite microcristalline
Liquide hémorragique :

o Agression aigué de la synoviale liée a un traumatisme, une inflammation

aigué (microcristaux ou infection) ou bien une lésion tumorale

o Troubles de la coagulation responsables d’hémarthrose (hémophilie A ou B).

Liquide citrin : autres étiologies (mécanique : arthrose...)
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e Coloration de Gram:
Elle colore les bactéries en fonction de la structure de leur paroi et permet en cas de
positivité d’orienter vers une étiologie infectieuse, voire directement vers une famille
bactérienne (en fonction de la coloration, de la morphologie et du mode de groupement du
germe). Le seuil de sensibilité au microscope optique est évalué a 1 bactérie pour 100
champs (au grossissement x1000) ce qui correspond a un inoculum d’environ 10* bac/mL

(33).

droite) (3)

e Numération :
Une numération des leucocytes et des hématies est réalisée pour les liquides synoviaux (en
nombre d’éléments par unité de volume) ; on distingue ainsi un liquide d’origine mécanique

(< 2000 leucocytes /mm?) ou inflammatoire (> 2000 leucocytes /mm?) (33).

e Coloration de May-Griinwald-Giemsa (MGG) :
Elle permet d’établir une formule leucocytaire (en % des éléments figurés) et d’orienter vers

certaines pathologies :

Majorité de polynucléaires neutrophiles (>65%) : liquide inflammatoire,

fréguemment d’origine septique bactérienne (10,55)

- Majorité de lymphocytes : origine rhumatismale ou bien septique d’étiologie virale
ou tuberculosique

- Majorité de monocytes : possible dans certaines viroses ou rhumatismes

- Exces d’éosinophiles : origine parasitaire...
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Nota bene : lorsque la numération d’un liquide synovial est impossible (prélevement

visqueux ou coagulé), la cytologie peut étre appréciée dans ce cas sur la coloration MGG

par une évaluation semi-quantitative des leucocytes et des hématies.

Normal Septique Inflammatoire Tuberculose
non bactérien

Aspects Citrin Trouble +/- Trouble Trouble
Coagulation spontanée - + + +
Cristaux - - +/- -

3 <2000 2000 2000 a 50 000 ~ 5000
Leucocytes (/mm°) .

a>50000

Polynucléaires (%) <25 >80 Environ 50 50
Examen direct - + - + au Ziehl
Protéine (g/l) <20 >50 >50 >50

Tableau X : Différentes caractéristiques d'un liquide synovial (33)

e Recherche de microcristaux :

Elle permet le diagnostic différentiel avec les arthrites microcristallines et est réalisée par

microscopie optique avec lumiére polarisée. Le type de cristaux observé est lié a la

pathologie en cause :
- cristaux d’urate de sodium : maladie de la goutte
- cristaux de pyrophosphate de calcium : chondrocalcinose

- cristaux d’hydroxyapathite dans certains rhumatismes...

- cristaux de cholestérol, de phospholipides (croix de Malte), de cortisone,

d’hémoglobine, de cryoglobuline de Charcot-Leyden (éosinophilie) ...

Figure 5 : Cristaux de pyrophosphate de calcium (gauche) et d’acide urique (droite) (3)



2.2.3. Mise en culture

La culture n’est réalisable que sur des bactéries viables capables de se multiplier et
lorsque les milieux, les conditions atmosphériques et de température sont adéquats pour
permettre la croissance de I'espece recherchée. C'est a partir de la culture que
I'identification et la détermination de la sensibilité aux antibiotiques sont réalisées.

Elle s’avere néanmoins parfois difficile pour les préléevements ostéo-articulaires car
les bactéries peuvent étre présentes en nombre limité, piégées au sein d’un biofilm voire se
multiplier faiblement en raison de leur physiologie intrinseque (Kingella kingae,
anaérobies...) ou bien de leur présence sous la forme de variants métaboliques (« Small
Colony Variants ») (30,56). Plusieurs types de milieux de culture sont utilisés (57) : (cf.
annexe 1 p140)

e Milieux non sélectifs
e Milieux semi-sélectifs
e Milieux chromogénes

e Milieux d’enrichissement liquide

Pour les POA il convient d’utiliser en premiere intention des milieux enrichis (gélose au sang
et sang cuit) a différentes conditions de température et d’atmosphére. Il faut donc
ensemencer au minimum (46) :

une gélose au sang en aérobiose

- une gélose au sang cuit sous 5% de CO2
- une gélose au sang en anaérobiose
- deux flacons d’hémoculture aérobie et anaérobie ou un milieu liquide
d’enrichissement permettant la recherche d’anaérobies (Schaedler, Rosenow...)
Les milieux gélosés doivent étre incubés au minimum 5 jours en aérobiose, 8 jours en
anaérobiose et les milieux liquides au minimum 14 jours pour permettre la pousse de
bactéries a croissance plus lente (7,58). La recherche de mycobactéries fait quant a elle

appel a des cultures spécifiques, qui ne seront pas décrites ici.
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2.2.4. Antibiogramme

La détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques peut étre réalisée a partir
de la culture, sur milieu solide par la méthode de diffusion en gélose (méthode des disques
ou méthode de détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-tests)
ou bien en milieu liquide. Elle est généralement réalisée sur I'ensemble des especes
retrouvées (hors contaminants) et sur 'ensemble des morphotypes de colonies car il peut

exister plusieurs profils de résistance (antibiotypes) au sein d’'une méme espéce.

2.2.5. Interprétation des résultats

L'interprétation des cultures de prélevements ostéo-articulaires peut s’avérer
délicate car les especes bactériennes responsables d’IOA sont variées et peuvent appartenir
a la flore cutanéo-muqueuse commensale (Staphylocoques a coagulase négative,
Propionibacterium, Corynebacterium...) parfois responsable de la contamination du
prélevement. Celle-ci peut survenir au moment ou le préléevement est effectué
(contamination endogéne) ou lors de son transport voire de sa manipulation au sein du
laboratoire (contamination exogene).

Ainsi, si les précautions nécessaires sont respectées, I'os, le liquide articulaire et les
tissus associés sont des sites normalement stériles et toute souche bactérienne isolée doit
étre considérée comme potentiellement pathogene et étre conservée (au minimum 1 an a
titre médico-légal pour les souches isolées d’infection sur matériel) (46).

Dans le cas des infections sur pied diabétique, la plaie étant obligatoirement
contaminée par la flore commensale du patient ou par des germes environnementaux, la
présence de bactéries sur le prélevement ne signifie pas forcément qu’elle soit infectée. Il
est alors toujours nécessaire de distinguer infection et colonisation. Des critéres de
diagnostic bactériologique variant en fonction du type d’IOA suspectée existent :

o Prélevement unique de liquide synovial : il faut tenir compte de la cytologie
(numération des leucocytes, formule a prédominance de polynucléaires), de
I’examen direct, de la nature de I'espéce bactérienne isolée (pathogene strict
ou bien appartenant a la flore cutanée)... pour différencier une bactérie

infectante d’un éventuel contaminant (46).
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o Prélevements multiples per-opératoires : |'Infectious Disease Society of
America (IDSA) et la SPILF proposent des critéres diagnostiques pour les
infections sur prothése (7,59). La probabilité d’infection augmente avec le
nombre de prélevements dans lesquels on retrouve une méme souche
bactérienne, celle-ci étant de (46) :
- 95% lorsque 3/5 prélevements sont positifs
- 20% lorsque 2/5 préléevements sont positifs
- 10% lorsque 1/5 prélevement est positif
- 3% lorsqu’aucun prélevement n’est positif
Les infections sur matériel d’ostéosynthese peuvent étre polymicrobiennes (10 a 15%
d’entre elles (7)). Il est par conséquent possible de retrouver différentes especes
bactériennes qui sont toutes a prendre en considération, a condition que le prélevement ait
été correctement réalisé.
o Des recommandations spécifiques existent aussi pour les infections sur pied

diabétique (22) et les spondylodiscites (45).

De plus, si le diagnostic des infections aigués est généralement aisé (a I'exception des
infections décapitées par une antibiothérapie) le diagnostic des infections chroniques est
quant a lui compliqué par la présence de variants métaboliques qui rendent difficile la
lecture des cultures. On peut ainsi observer un polymorphisme au sein d’'une méme espéce
bactérienne avec des colonies pouvant prendre divers aspects atypiques et présentant des
différences de sensibilité aux antibiotiques, voire la présence de micro-colonies de

croissance lente (phénomene retrouvé lors d’infection profondes a Staphylococcus...(30)).

Infections aigués Infections chroniques
Culture rapide en 24 -48h Culture lente >> 48 heures, voire positive
uniquement en milieu liquide enrichi
Colonies en grand nombre Faible nombre de colonies
Colonies monomorphes Colonies pouvant étre d’aspect polymorphe

Examen aprés coloration de Gram souvent Examen aprés coloration de Gram souvent
positif négatif

Tableau Xl : Caractéristiques des infections aigués et chroniques (46)
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L'interprétation bactériologique d’un POA doit donc tenir compte des facteurs suivants (46) :
- Contexte clinique : age, comorbidités et facteurs de risque, présence de prothese ou
de matériel d’ostéosynthese, infection aigué ou chronique, antibiothérapie
préalable...
- Cytologie, nature et nombre de prélevements positifs, nombre de milieux positifs par
prélevement, nombre de colonies et leur délai de pousse...
Etant donné que la négativité de la culture des préléevements a visée bactériologique ne
permet pas d’exclure formellement le diagnostic d’IOA (infection a bas bruit, especes
bactériennes de croissance difficile, infection décapitée par une antibiothérapie...), celui-ci
doit nécessairement étre pluridisciplinaire : a la fois clinique, bactériologique, radiologique,

chirurgical...

2.2.6. Identification

L'identification d’une bactérie fait appel a diverses techniques, reflétant différantes

caractéristiques d’une souche donnée :

e Caractéres culturaux :
La morphologie d’une colonie et son aspect (coloration, consistance, adhérence), le
caractére hémolytique ou non sur gélose au sang, les caractéristiques de croissance (vitesse,
température optimale, exigence quant a la richesse du milieu de culture) et le métabolisme
respiratoire (aéro-anaérobie, aérobie ou anaérobie strict, micro-aérophile), permettent

I'orientation vers une famille voire un genre ou une espéce bactérienne en particulier.

e Techniques d’identification phénotypiques (60) :

En plus des caractéres culturaux, les tests biochimiques permettent d’orienter plus
précisément vers un genre ou une espece bactérienne : recherche de catalase, recherche de
cytochrome oxydase, recherche de nitrate réductase ou de coagulase, étude du
métabolisme des lipides (recherche de lipase...), des glucides (fermentation des sucres,
dégradation du lactose ou de I'esculine...) et des protéines (recherche de décarboxylases, de
désaminases, de tryptophanase...) ...

Ces tests nécessitent que les micro-organismes présentent un métabolisme actif, dans le cas

contraire ils seront peu performants et le délai d’identification de 24 a 72h peut s’allonger
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jusque plusieurs semaines (mycobactéries, germes atypiques, anaérobies...). Un caractere

est considéré comme positif s’il est présent chez plus de 90% des souches, négatif si absent

chez plus de 90% des souches et variable s’il est présent chez 11 a 89% des souches (33).

L'utilisation d’un algorithme référengant les différents caracteres des taxons bactériens

connus permet ensuite I'identification de la souche étudiée. Plusieurs systémes permettent

de réaliser des tests phénotypiques (33) :

Tests unitaires : principalement réalisés en tubes, ceux-ci sont délaissés au profit de

galeries ou de systemes automatisés.

Galeries miniaturisées (systeme API® de bioMerieux): elles contiennent des
substrats sous forme déshydratée et permettent la réalisation d’'une vingtaine de
tests biochimiques, la lecture colorimétrique ou turbidimétrique étant réalisée apres

incubation de plusieurs heures.

Automates : les systemes d’identification en milieu liquide type Phoenix® (Becton
Dickinson) ou encore Vitek® (bioMerieux), Walkaway® (Siemens) automatisent la
distribution des galeries via des cartes contenant plusieurs dizaines de réactifs
déshydratés et permettent d’identifier bon nombre d’especes bactériennes grace a
un algorithme d’interprétation de I'appareil. Seule la préparation de I'inoculum reste
manuelle.

Ils présentent l'avantage de pouvoir également tester la sensibilité de
certaines bactéries aux antibiotigues en combinant identification puis
antibiogramme, avec interprétation par un systéeme expert. lls permettent en outre
de traiter un flux analytique important pour les bactéries a croissance rapide et profil
de résistance connu.

Les inconvénients sont liés a I'absence de contrble automatisé de la pureté, au
caractére fermé de I'automate (pas de choix des antibiotiques possible et réactifs
spécifiques). Si ces automates permettent l'identification des especes courantes
(Staphylocoques, Entérobactéries, Streptocoques) ils sont généralement moins

fiables pour certains groupes de bactéries (bacilles a Gram positif, bacilles a Gram
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négatif non fermentaires) et peuvent nécessiter le recours a d’autres techniques
d’identification. De méme, la réalisation d’un antibiogramme en milieu gélosé peut
étre nécessaire pour des isolats ayant un profil de résistance atypique ou pour

vérifier la présence de certaines résistances naturelles.

e Recherche d’antigénes :

- Tests d’agglutination : ces tests reposent sur la recherche d’antigénes a partir des
colonies bactériennes a I'aide de particules de latex sensibilisées avec un anticorps
monoclonal. lls peuvent étre utilisés pour lidentification de S. aureus, pour le
groupage de Streptocoques PB-hémolytiques via le polyoside C de paroi, le
sérogroupage de Salmonella, de Shigella ou de P. aeruginosa a I'aide d’'immunsérums
polyvalents puis monovalents...

- Tests immunochromatographiques a partir de liquides biologiques: ces tests
permettent notamment la détection d’antigénes de Legionella pneumophila de
sérogroupe L1 ou de S. pneumoniae dans les urines ou le liquide céphalo-rachidien.
Ces tests sont simples, rapides d’utilisation et permettent un diagnostic tardif méme

apres un traitement antibiotique adapté.

Deux autres méthodes d’identification sont désormais couramment utilisées en
Bactériologie : les techniques de biologie moléculaire et la spectrométrie de masse MALDI-

TOF.

2.3. Biologie moléculaire

2.3.1. Principe de la PCR

La PCR ou réaction de polymérisation en chaine est mise au point dans les années 1980 par
Karen Mullis (61). Il s’agit d’une technique de détection et de quantification du matériel
génétique (ADN: Acide Désoxyribonucléique, ou ARN: Acide Ribonucléique) par

amplification exponentielle d’'une simple copie d’une séquence particuliéere d’acides
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nucléiques a I'aide d’'une enzyme. Elle se décompose en plusieurs étapes : (cf. annexe 2
pl41)
e Extraction des acides nucléiques
e Amplification des acides nucléiques
e Détection:
- PCR en point final

- PCRen temps réel

(03 cycle #1 cycle #2 cycle #3 cycle #4

Figure 6 : Représentation schématique d’une PCR
(phase 0 = conditions natives ; 1 = dénaturation ; 2 = hybridation ; 3 = élongation)

e Séquencage:

Le séquencage a pour but de déterminer la séquence nucléotidique du géne cible
amplifié par PCR. La méthode utilisée au laboratoire de Bactériologie du CHU de Rennes est
la méthode par fluorescence (« Dye terminator sequencing ») ; cette technique dans laquelle
le séquencage se fait en une seule réaction dans un automate est la plus utilisée. Une PCR
est réalisée avec seul type d’amorce entrainant 'augmentation linéaire du nombre de copie
d’'un seul des brins d’ADN (sens ou anti-sens). Dans le milieu réactionnel, des
didésoxyribonucléotides (ddNTP) marqués par un fluorophore spécifique a chaque type de
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base arrétent la synthése du brin d’ADN lors de leur incorporation dans celui-ci a la place du
dNTP attendu (« BigDye terminators »), ce qui permet d’obtenir des fragments de tailles
différentes. Ceux-ci sont ensuite séparés par électrophorése puis passent dans le
séquenceur qui détecte la fluorescence émise propre a chaque type de nucléotide. L’analyse
par ordinateur du signal recu (taille du fragment et nature du nucléotide le terminant)
permet de reconstituer la séquence avec précision en confrontant celles obtenues avec
I’'amorce sens et anti-sens (62). L'espece correspondante est ainsi identifiée par comparaison
de la séquence reconstituée avec celles de souches de références dans une banque de
données telles que BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI (National Center for
Biotechnology Information) ou BiBi (Biolnformatics Bacterial Identification)...), ce qui permet
d’obtenir un résultat sous forme de pourcentage de similarité. En pratique courante il est
admis gu’une similarité entre les 2 séquences génétiques de 99% est identifiante au niveau
de I'espéce, qu’une similarité de 97% est identifiante au niveau du genre et qu’en dessous
de ce pourcentage il est possible d’étre en présence d’une autre espece, mais il n’existe
cependant pas de consensus a ce propos (66).

D’autres méthodes existent comme la méthode de Sanger qui est la technique
originelle du séquencage (63), ou les procédés plus récents de pyroséquencage (64) qui
demeurent plus rapides et ne nécessitent pas de clonage ce qui permet une lecture directe

de la séquence obtenue.

2.3.2. Applications en Bactériologie

En Bactériologie, 2 types de PCR sont principalement utilisées : la PCR dite « universelle »

suivie d’'un séquencage et la PCR spécifique.
2.3.2.1. PCR universelle dite a large spectre

Cette PCR vise des geénes présents chez toutes les bactéries, comme le géne rrs (1540
nucléotides chez E. coli) codant pour I’ARN 16S ribosomique, qui est largement employé. Elle
cible des régions conservées du géne, mais encadre tout de méme des régions polymorphes,
afin de permettre la différenciation des espeéces. Elle est utilisée pour l'identification de

souches ou pour la détection de pathogénes sur un prélévement stérile en culture (65).
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La PCR-séquencage de I’ARN 16S présente |'avantage d’identifier un grand nombre
d’especes bactériennes de croissance lente ou difficiles a identifier a I'aide des méthodes
traditionnelles (67) (Finegoldia magna, Granulicatella, Mycoplasma, Bartonella henselae...),
ainsi que des bactéries non cultivables (Trophyrema whipplei, Coxiella burnetii...) voire
dangereuses a cultiver (microorganismes de classe A pour le bioterrorisme : Francisella
tularensis...). Elle peut également étre utilisée pour des prélevements paucibactériens ou
pour des prélevements de patients ayant recu préalablement une antibiothérapie (68). En
effet, si la culture nécessite la présence de bactéries viables, les techniques de biologie
moléculaire nécessitent uniquement la présence de matériel génétique dans le prélevement.
Elle peut enfin étre utilisée pour différencier un contaminant de laboratoire d’'une bactérie
responsable d’infection : I'absence de matériel génétique bactérien dans un prélevement

retrouvé positif en culture est en faveur d’une contamination de celui-ci.

Cependant, contrairement a son appellation, cette technique n’est pas véritablement
universelle puisque que certaines espéces bactériennes nécessitent le séquencage d’autres
génes pour étre correctement identifiées. Ainsi d’autres cibles existent pour l'identification
bactérienne par PCR-séquencage : le géne sodA (pour les espéces du genre Streptococcus,
Staphylococcus, Mycobacterium, Pasteurella (69,70)), rpoB (Mycobacterium, Bartonella,
Legionella, Corynebacterium... (71)), infB (Lactococcus, Bacillus, Enterobacteriacae,
Streptococcus... (72)), gltA (Bartonella, Rickettsiae (73)), groEL (Borrelia, Staphylococcus...
(74)) ...

Elle possede également un co(t élevé, un délai analytique de plusieurs jours et requiert une
qualification poussée des techniciens. Tout ceci rend difficile la pratique en routine de la
PCR-séquencage ARN 16S dans nombre de laboratoires. De plus, a l'inverse de la culture,

cette technique ne permet pas la réalisation d’un antibiogramme.

La recherche du génome bactérien par biologie moléculaire compléete donc la culture mais
elle ne s’y substitue pas. En pratique, la technique de PCR-séquencage de I’ARN 16S est
utilisée si I'on suspecte la présence d’une bactérie particulierement difficile a identifier voire
a cultiver, ou bien en cas de stérilité en culture des prélevements bactériologiques d’un

patient fortement suspect d’IOA.
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2.3.2.2. PCR spécifique

Il s’agit de PCR non suivies de séquencage, recherchant une séquence génétique
caractéristique d’une espéce bactérienne dans un contexte syndromique particulier
(suspicion de méningite bactérienne, arthrite septique de I’enfant, endocardite a
hémoculture négative...). La réaction est dans ce cas ciblée sur le géne d’un genre ou d’une
espece précise, déterminé en fonction du contexte clinique du patient (K. kingae, Listeria
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Bartonella et Coxiella sp...).

Cette méthode demeure plus rapide et plus sensible que la PCR universelle ARN 16S mais
elle ne détecte que I'espece ou le genre bactérien recherché et demande donc d’avoir une
orientation diagnostique au préalable.

Elle peut également étre utilisée pour la recherche de génes de résistance (géne mecA
du S. aureus, géne van d’Enterococcus...) ou de caractéres de virulence tels que les toxines

(Clostridium difficile, E. coli...).
2.3.2.3. Autres

Des techniques moléculaires telles que I'électrophorése en champs pulsés, la RFLP
(polymorphisme de longueur des fragments de restriction), la RAPD (amplification aléatoire
d'ADN polymorphe) ou la MLST (« Multi Locus Sequence Typing ») (75) peuvent étre utilisées
a titre exceptionnel ou dans le cadre de la recherche pour étudier le lien épidémiologique
entre différents isolats: mise en évidence d’'une épidémie nosocomiale, différenciation
d’une récidive ou d’une rechute chez un méme patient, et différenciation de morphotypes

bactériens au sein d’'une méme prélévement pour éliminer ou non une contamination.
A I'heure actuelle, le recours a la biologie moléculaire notamment au séquencage de I’ARN

16S est de moins en moins fréquent pour l'identification bactérienne, avec I'apparition des

techniques de spectrométrie de masse, plus rapides, moins couteuses et performantes.
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3. Spectrométrie de masse

3.1. Généralités sur la spectrométrie de masse

3.1.1. Introduction

La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques, de marqueurs d’états pathologiques ou
physiologiques dans un but diagnostique ou pronostique fait aujourd’hui en grande partie
appel a I'analyse protéomique. Celle-ci consiste en I'étude de I'ensemble des protéines
codées par un génome (protéome), issues d’une cellule, d’un tissu ou bien d’un liquide
biologique. On parle ainsi de protéomique descriptive lorsque I'on observe le profil
d’expression de celles-ci sous leurs différentes formes et de protéomique fonctionnelle
lorsque I'on étudie la variation de ce profil en fonction de I'’environnement et des conditions
de vie.

La spectrométrie de masse est un outil de choix pour la recherche (76,77) en ce qui concerne
I'identification de peptides ou de protéines, I'analyse de leur séquence en acides aminés ou
encore la mise en évidence de modifications post-traductionnelles. Elle connait des
applications tant dans le domaine Agroalimentaire que celui de la Toxicologie, de la
Pharmacologie ou de la Biologie Médicale. Ainsi, elle sert de méthode de référence pour la
caractérisation des étalons nécessaires a I'étude de la justesse des mesures, de méthode de
dosage de métabolites pour le dépistage de maladies héréditaires en Biochimie, pour le
dosage des stéroides en Hormonologie et plus récemment ont été développées des

applications en microbiologie pour I'identification de micro-organismes.
3.1.1.1.  Définition

La spectrométrie de masse est une méthode physique de mesure des rapports
masse-sur-charge (m/z) de molécules individuelles ionisées et de leurs produits de
fragmentation. Elle permet ainsi la détermination de la masse moléculaire, la caractérisation
structurale, l'identification et la quantification des composés analysés. Contrairement a
d’autres méthodes d’analyses structurales comme la Résonnance Magnétique Nucléaire
(RMN) ou la cristallographie par diffraction des rayons X qui utilisent des substances en
phase condensée, elle étudie les échantillons sous forme gazeuse. C'est également une

méthode destructrice puisque I'’échantillon ne peut étre réutilisé apres I'analyse.
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La spectrométrie de masse est fondée sur la séparation et la détection d’ions
provenant de la molécule a analyser formés dans une source d’ionisation ou une chambre de
collision. L'analyse se résume en trois étapes essentielles : l'ionisation-vaporisation de
I’échantillon, la séparation des ions formés puis la détection du signal. Les résultats seront

ensuite présentés sous forme d’un spectre de masse.

3.1.1.2.  Unités

Le spectrométre de masse sépare les molécules en fonction de leur rapport masse/charge
(m/z) :
o Lamasse (m) s’exprime en Dalton (Da) : 1 Da=1,673. 10% kg =1,007 uma
Plusieurs types de masses peuvent étre définis pour une méme molécule a partir de sa
composition élémentaire :
- Masse nominale (calculée avec la masse atomique nominale c’est a dire en
nombre entier des isotopes les plus abondants)
- Masse isotopique (utilisant pour chaque atome la masse atomique exacte des
isotopes les plus abondants)
- Masse chimique ou moyenne utilisant les masses atomiques moyennes tenant
compte de I'abondance des isotopes.
e Pour ce qui est du dénominateur, ce n’est pas la valeur de la charge (q) qui est
utilisée mais la valeur absolue du nombre de charge (z).

e Lerapport (m/z) obtenu s’exprime en « Thomson » (Th), ou en Dalton (Da) siz = 1.

3.1.2. Appareillage

Le spectrométre de masse est un appareil composé de différentes parties permettant
I’évaporation et l'ionisation des molécules M introduites (source d’ion), 'accélération et la

(+/-)

séparation des ions formés M en fonction de leur rapport m/z (analyseur) puis leur

détection. Le trajet global d’un échantillon peut étre représenté comme suit :
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Faible pression

introduction Source d'i Analyseur Détecteur Sys?eme 7
o M — M) m/z — | raitement
I'échantillon ’ des donnée:

Figure 7 : Représentation schématique d'un spectrométre de masse (78)

3.1.2.1. Source

La source est I’enceinte ou a lieu I"’évaporation et I'ionisation des molécules analysées afin
d’obtenir des ions en phase gazeuse. Il existe différentes méthodes d’ionisation classées en
fonction de I’énergie interne transférée lors de l'ionisation (ionisation directe ou bien
ionisation indirecte par désorption ou désolvatation d’ions), le choix de la méthode
dépendant de plusieurs parametres :
- Les propriétés physico-chimiques de I’échantillon concerné : taille, volatilité, stabilité
thermique, labilité chimique, aptitude a induire une ionisation...
- La quantité de matiere disponible
- Le type d’information recherchée a partir du spectre : poids moléculaire, information
de structure...
- Le type d’introduction souhaitée : introduction directe de I’échantillon ou bien

couplage a une autre technique
3.1.2.2. Lesions

Différents types d’ions peuvent étre générés par la source :

L’ion moléculaire : il provient de I'addition (M-) ou de la perte d’un électron (M+) a la
molécule sans rupture de liaison, il a donc une masse égale a celle de la molécule
neutre introduite dans la source puisqu’il contient tous les atomes de celle-ci mais
possede un nombre impair d’électrons.

- L’ion pseudo-moléculaire : il provient de I'addition ou de la perte d’atome chargé a la
molécule (exemple : M + H <-> MH").

- L’ion parent (précurseur) : ce terme désigne tout ion susceptible de se fragmenter et

donc d’engendrer un ion fils.
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- Lion fils (fragment) : il s’agit de I'ion issu de la fragmentation d’un précurseur par

perte d’un ou plusieurs fragments.

lonisation directe ou conventionnelle dite « dure »
Les méthodes d’ionisation dure sont :

e L’ionisation par impact électronique

e L’ionisation chimique positive
Ces méthodes trés énergétiques sont les plus anciennes et leur utilisation tend aujourd’hui a
diminuer. Elles sont réservées aux composés facilement volatilisables, stables a température
élevée et de faible masse moléculaire (<1000 Da).
Les ions fils sont obtenus par fragmentation des ions moléculaires ou pseudo-moléculaires
d’origine en suivant des regles de fragmentation connues et caractéristiques de I'analyte,
permettant par ce moyen d’obtenir des informations structurales. Les ions obtenus ont ainsi
souvent un nombre impair d’électrons et par conséquent une durée de vie plus courte, ils
sont appelés ions métastables lorsque celle-ci est assez longue pour qu’ils sortent de la

source et se décomposent en fragments lors de la traversée de I'analyseur.

Ionisation indirecte dite « douce »
Les méthodes d’ionisation douce sont :

e L’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCl = « Athmospheric pressure

ionization »)

e L’électronébulisation (ESI = « Electrospray ionization »)

e La désorption/ionisation laser assistée par une matrice (MALDI)
Ces méthodes moins énergétiques développées il y a une vingtaine d’années permettent
I'ionisation de molécules en provoquant peu ou pas leur fragmentation. Elles sont adaptées
aux biomolécules de masse moléculaire élevée (1000 a 300 000 Da).
L'ion moléculaire ou pseudo-moléculaire formé peut étre ici consécutif a I'addition d’un
électron ou d’un ion (H+, K+, Na+, NH4+) voire a la soustraction d’un électron ou d’un proton
a la molécule d’origine. Les ions obtenus ont un nombre pair d’électrons et sont par
conséquent relativement stables, c'est-a-dire que leur durée de vie est suffisante pour

traverser I'analyseur et arriver au détecteur.
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3.1.2.3.  Analyseur de masse

Cette partie de I'appareil sépare les particules du flux gazeux ionique formé dans la source
en fonction de leur rapport m/z, via un déplacement de celles-ci au sein de champs
électromagnétiques. Il y regne un vide suffisant pour que le libre parcours moyen des ions
soit supérieur a la distance a parcourir dans I'appareil pour atteindre le détecteur, en évitant
les collisions qui dévieraient I'ion de sa trajectoire. Des champs électrostatiques trés précis
guident et déplacent les ions dans I'appareil (lentilles électrostatiques...). Différents types
d’analyseurs existent :

- Filtres quadripolaires et piéges a ions

- Analyseurs a temps de vol - TOF (a champ électrique constant)
Le choix d’un couple source et analyseur est crucial pour le type d’analyse que I'on souhaite
effectuer. En Bactériologie Médicale, les spectrometres de masses couplant une source
MALDI et un analyseur TOF sont utilisés pour I'identification bactérienne via leur spectre de

masse protéique.

Un analyseur est caractérisé par différents parameétres :

e La résolution (R) : c’est I'aptitude de I'analyseur a séparer deux ions présentant des
rapports m/z voisins mais différents. Il est considéré que des pics sont résolus lorsque
I'intensité de la vallée située entre les 2 pics est inférieure a 10% de la hauteur du pic
le plus faible. La résolution peut étre calculée partir de la formule suivante :

R = M/AM
M : masse du 1% pic, M + AM : masse du 2™ pic

AM = pouvoir séparateur : différence de masse entre 2 pics adjacents résolus
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Figure 8 : Détermination de la Résolution (78)

Elle peut également étre mesurée a partir d’'un pic isolé : M étant dans ce cas la masse du pic
et AM sa largeur a mi-hauteur. On parle de résolution unitaire lorsque I'on s’intéresse a la
capacité de distinguer I'ion de rapport m/z et I'ion de rapport m/z+1.
e La limite en masse : valeurs minimum et maximum des rapports m/z mesurables.
e L’exactitude en masse : justesse des rapports m/z mesurés exprimée en ppm (partie
par million) ou en %.
e La vitesse de balayage : domaine de masse mesurable par unité de temps exprimée
en unité de masse / seconde ou milliseconde.
e La transmission : rapport entre le nombre d’ions arrivant au détecteur et entrant

dans l'analyseur.
3.1.2.4. Détection des échantillons

Le détecteur mesure l'intensité du signal (l) correspondant aux différentes valeurs m/z des
ions via un dispositif de multiplication d’électrons. Il transforme le courant ionique en

courant électrique puis celui-ci est amplifié, numérisé et enregistré.

3.1.3. Le spectre de masse

Le résultat de I'analyse est un graphique a double entrée présentant la variation
d’intensité du courant ionique détecté en fonction du rapport masse (m/z) des ions produits
par la molécule analysée : le spectre de masse. Il peut étre présenté sous forme de spectre

continu (ensemble de pics plus ou moins larges reflétant le courant ionique traversant le
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détecteur) ou sous forme d’un spectre de barres (grace a un traitement informatique du
spectre continu, chaque pic est présenté sous forme d’un trait vertical).

Il permet d’apporter plusieurs informations sur le composé analysé: la masse
moléculaire du composé, la masse de ses fragments (pour les sources d’ionisation dures), et
leur quantité dans I’échantillon analysé.

Nombre d’ions Pic Moléculaire
&

Fragments
e

miz

Figure 9 : Spectre de masse en barres obtenu avec une source d'ionisation dure (78)

Nombre d'ions Pic Moléculaire

&

Miz

Figure 10 : Spectre de masse en barres obtenu avec une source d'ionisation douce (78)

Le rapport m/z de I'ion moléculaire permet de mesurer la masse moléculaire de I'analyte,

tandis que les fragments de I’analyte apportent des informations structurales.

3.1.4. Couplage a d’autres techniques analytiques

La spectrométrie de masse peut aisément étre couplée a des méthodes séparatives telles
gue la chromatographie en phase liquide ou gazeuse, ce qui apporte un parametre
supplémentaire pour l'identification de I’'analyte. Un tel processus permet également de
faciliter la purification et de concentrer davantage les molécules d’intérét avant leur entrée

dans la source d’ion, ce qui a pour effet d’'améliorer leur détection et leur quantification.
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Ainsi l'ionisation par impact électronique et l'ionisation chimique sont fréquemment
couplées a la chromatographie en phase gazeuse, tandis que I'ESI et I’APCI sont plutot

associées a la chromatographie en phase liquide.

3.2.Spectrométrie de masse MALDI-TOF

3.2.1. Généralités

La spectrométrie de masse (SM) est développée a la fin du XIXe siecle puis étudiée des 1975
avec une source d’ionisation a impact électronique dans le but d’identifier des micro-
organismes (79). L'apparition de techniques utilisant une source d’ionisation douce comme
le MALDI-TOF ou I'ESI a permis l'analyse de divers biomarqueurs (80), puis des 1996
apparaissent des applications pour l'identification de bactéries en laboratoire de routine
(81,82).

La spectrométrie de masse type MALDI-TOF est une technique de désorption et ionisation
par impulsion laser assistée par une matrice d’inclusion de I’échantillon (MALDI : « Matrix
Assisted Laser Desorption lonization ») et couplée a un spectromeétre de masse a temps de
vol (TOF : « Time of Flight »). Elle est aujourd’hui utilisée pour I'identification en routine de
micro-organismes tels que les bactéries, les champignons filamenteux ou les levures, par la
caractérisation de leur contenu en protéines. C'est une méthode performante, rapide,
simple d’utilisation, fiable et peu chére qui est, par conséquent, de plus en plus utilisée dans

les laboratoires d’analyse de biologie médicale.
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Dépbt sur la cible métallique

Ajout de 1 pL de matrice

(acide a-cyano-4-hydroxycinnamiqua)
Prélévement d'une colonie puis séchage (2 minutes)
+ étape d'extraction des protéines

intracallulaires 3 I'ethanol absolu

et a I'acide formigue 70 %

Dépot des autres colonies
(un morphotype par dépbt)

|
Mm

Spoctro et lntarprétahon sont obtenus en moins de 2 minutes par dépot Introduction de la cible dans I'appareil

Figure 11 : Séquence d'identification par spectrométrie de masse type MALDI-TOF a partir d'une colonie

bactérienne, d'apres (83)

3.2.2. Principe

3.2.2.1. Protéines étudiées

La SM de type MALDI-TOF permet |'analyse de I’empreinte moléculaire d’'un micro-
organisme en mesurant les protéines hautement abondantes contenues dans celui-ci. Les
spectres obtenus sont ceux des molécules a masse moléculaire élevée comprise entre
2000 et 20 000 Da, soit 20 a 60 pics par spectre de masse (84). Bien que la majeure partie
des 200 a 6000 protéines d’une bactérie possédent un poids allant de 4000 a 15 000 Da,
seule une fraction d’entre elle est détectée par le MALDI-TOF (85) mais les profils obtenus
sont suffisants pour différencier les espéces entre elles. Ainsi, la majorité des protéines
analysées correspondent a des protéines cytoplasmiques basiques hydrophiles provenant de
la grande sous-unité (protéines RL pour Ribosomal Large) ou de la petite sous-unité
(protéines RS pour Ribosomal Small) du ribosome bactérien, des « cold shock proteins »,

ainsi que des protéines membranaires (84).
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3.2.2.2. Echantillonnage

Pour I'analyse on peut utiliser deux types d’échantillons :
- Colonie bactérienne : provenant d’une culture sur milieu solide (gélose...)
- Extraits bactériens : provenant de colonies difficiles a identifier en dépo6t direct, de

flacons d’hémoculture...

Les échantillons de micro-organismes sont déposés sur une plaque d’acier appelée cible. Ils
sont recouverts d’une grande quantité de matrice, qui co-cristallise avec I'analyte lors de
I’évaporation du solvant: le produit a identifier est ainsi inclus dans une matrice et

immobilisé sous forme de cristaux sur un support inerte.
3.2.2.3.  Analyse

La cible est déposée dans le spectrometre de masse. Un faisceau laser percute I'ensemble
échantillon-matrice via une série de tirs de photons dans la longueur d’onde d’absorption de

la matrice.

Mélange
matrice-echantillon

Plague MALDI

g lons moléculaires

& &
a0 [ -]
[ ] 4 €

@@ - o & [ & &
W -
+

Figure 12: Principe de fonctionnement d’un MALDI-TOF (Manuel Bruker®)

L’accumulation d’énergie dans la phase condensée provoque l'ionisation de I’échantillon par
I'intermédiaire d’un transfert de protons entre la matrice et les protéines bactériennes via
un mécanisme qui n’est pas completement élucidé a I’heure actuelle. Il est cependant acquis

gue ce sont principalement des ions moléculaires monochargés positivement qui sont
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formés (86). La réaction suivante se produit ainsi, en phase solide tout comme en phase
gazeuse (87) :
[MH]* + M -> m- + MH+
[mH]* : matrice photoexcitée, M : analyte
L’excitation transmise par le laser est transformée en mouvement thermique des molécules
de matrice au niveau de la surface du cristal, provoquant la sublimation des cristaux de
matrice et son expansion en phase gazeuse (88). L’analyte est donc entrainé dans le plasma

d’expansion en phase gazeuse (désorption).

A l'interface entre la source et I'analyseur, les ions sont accélérés électrostatiquement sur
une courte distance grace a une différence de potentiel entre deux disques a haute tension
(génération d’'un champ électrique) en présence d’'un vide d’air poussé généré par des
pompes (minimisation des interférences provenant de la collision des particules entre elles).

Ils sont ensuite refocalisés a I'aide de lentilles.

Ceci entraine leur passage dans le tube de vol avec une vitesse qui dépend de leur rapport
m/z, leur permettant de se séparer et d’atteindre le détecteur en un temps qui dépend de
leur masse. Les ions présentant le rapport masse/charge le plus petit sont ainsi les premiers
arrivés au détecteur et les ions qui ont le méme rapport m/z sont séparés grace a un miroir

électrostatique.

Explication :
Les ions formés dans la source sont accélérés par un champ magnétique généré par une
différence de potentiel (eV), avant de pénétrer dans le tube de vol constituant I'analyseur.
Celui-ci est d’'une longueur (L) beaucoup plus grande que celle de la source (S) et n’a pas de
champ. Les ions (de masse m et de charge z) détectés a I'autre extrémité du tube auront
donc I'énergie cinétique (Ec) suivante :
Ec =% (m*v?) = z¥eV

Ils parcourront la distance L avec une vitesse v en un temps de vol t tel que :

t=L/v dou t*=(m/z)* (L%/2eV)
Ceci permet de relier le temps de vol directement au rapport m/z de l'ion d’ou une

détection différentielle des espéces ayant un rapport m/z différent.
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La mesure du temps (en nanosecondes) entre I'accélération en impulsion et les signaux
correspondant du détecteur peut alors étre convertie en rapport masse/charge (noté m/z),

et en masse moléculaire pour les ions monovalents majoritaires.

Le détecteur convertit le courant ionique en courant électrique qui sera amplifié, numérisé
et enregistré. Le résultat est un spectre d’abscisse masse/charge et d’ordonnée dépendante

de l'intensité et représentant I'abondance relative des ions détectés.
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Figure 13 : Spectre de masse d’un Escherichia coli (Manuel Bruker®)

Le spectrometre de masse est couplé a un logiciel dédié a l'interprétation des spectres
protéiques obtenus : le profil protéiqgue moyen de la souche étudiée obtenu aprés mesure
d’un certain nombre de spectres est comparé aux entrées référencées dans la base de

données via une stratégie propre au fabriquant.
3.2.2.4. Interprétation des résultats

L'identification des micro-organismes par cette technique est basée sur le constat
gue I'empreinte spectrale est différente d’'un genre a I'autre et d’'une espéce a 'autre (79).

Suivant les fabricants, 2 stratégies bioinformatiques existent (89):
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e Utilisation de spectres moyens : 'identification se fait par similitude entre le spectre
obtenu et ceux de la base de données qui contiennent pour chaque espéce I'essentiel
des pics de plusieurs souches. Cela nécessite un grand nombre de souches dans la
base de données.

e Utilisation de pics spécifiques d’espéce : I'identification se fait par comparaison entre
le spectre obtenu et des pics spécifiques constants et d’intensité relative élevée
retenus pour chaque espece dans la banque de données. Le nombre de pics étudié
est plus restreint mais cette technique nécessite moins de souches dans la base de

données.

L’algorithme employé dans notre étude est celui de I'automate Microflex LT/SH Biotyper
(Bruker®) : sa stratégie se concentre sur les pics ayant la plus forte intensité relative, au
maximum une centaine de pics dont 'intensité relative est supérieure au bruit de fond. Les
banques de spectres sont créées par plusieurs mesures d’une espéce bactérienne ou d’une
souche connue sous différentes conditions de culture.

L'identification est établie en termes de niveaux de fiabilité biostatistique, sur la base
d’une corrélation entre le spectre acquis et les spectres de référence. La congruence des
spectres est représentée par une valeur numérique (« log (score) »=score) entre 0 et 3 et par
un degré de confiance ou pourcentage de similitude (il permet en cas de score > 2 de
s’assurer qu’il n’y a pas de mélange de micro-organismes).

Catégorie Description
« Confiance sur Pespéce »: Le profil de référence (MSP) ayant le score le plus élevé est classé en vert (voir ci-dessus). Les

A MEP de scores inférieurs également classés en vert appartiennent & la méme espéce. Les MSP suivants, classés en jaune,
cotrespondent au minimum au méme genre que le profil classé premier.

« Confiance sur le genre » : Le profil de référence (MSP) avant le score le plus élevé est classé en vert ou en jaune (voir ci-
B dessus). Les MEP de scores infénieurs et classés en vert ou en jaune appartiennent au méme genre que le profil classé premier.
L’indice de confiance sur 'espéce proposee pour le MSP classé premier n’est pas suffisant.

« Indice de confiance faible » : Les résultats ne permettent de se prononcer m sur le genre, m sur 'espere (veuillez vérfier
[ I'éventuelle présence de synonymes dans les noms des espéces classées premiéres ou la possibilité d'un mélange de micro-
organismes).

Tableau Xl : Signification des indices de confiance (Manuel Bruker®)

Le résultat final présente ainsi les 10 premiéres espéeces existantes dans la base de
données dont le score d’homologie avec le spectre de I’échantillon analysé est le plus élevé.
L'interprétation tient compte de deux parametres indépendants: la valeur du score

d’homologie et la reproductibilité de l'identification obtenue (au moins 3 fois la méme
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espece bactérienne avec les scores les plus élevés, a prendre en compte notamment en cas
de score <1,7). Une identification avec un score > 2 est considérée comme fiable a I'espéce

et une identification avec un score > 1,7 est considérée comme fiable au genre.

Valeur Description Symboles Couleur

1.700 ... 1.999 identification au genre probahle (+) jaune

Tableau Xlll : Tableau de correspondance des scores (Manuel Bruker®)

Pour les systemes non fermés il est possible de créer sa propre base de spectres. Par
contre, ce n’est plus possible quand la base est marquée CE-IVD : I'ajout de spectres n’est

alors réalisable que par le fournisseur lors des mises a jour.

3.2.3. Robustesse

Divers parametres expérimentaux tels que le type de matrice utilisée, les propriétés du
solvant (pH, teneur en sels), la nature du dépdt ou encore la méthode d’extraction des
protéines modifient la qualité des spectres obtenus (90) en changeant le processus de
cristallisation de la matrice avec I’échantillon et donc l'efficacité d’ionisation des molécules
analysées. De méme, les conditions de culture peuvent également influencer le résultat

d’identification.
3.2.3.1. Matrice

La matrice a pour propriété de co-cristalliser sélectivement avec les biomolécules (protéines
bactériennes) lors de I'évaporation du solvant, permettant ainsi de les séparer des
contaminants (sels...). Elle doit étre adaptée a la nature de I'échantillon et répondre a
certains critéres physico-chimiques afin d’obtenir un bon rendement d’ionisation et un
spectre de bonne résolution: stabilité sous vide, caractére sublimable, potentiel
d’ionisation, propriétés acido-basiques en fonction de I’échantillon a analyser...

Il s’agit principalement de composés aromatiques avec un acide carboxylique, de petite taille
et de masse faible. Deux types de matrices sont ainsi utilisés pour lidentification

bactérienne :
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Nom Matrice Formule semi-développée A Masse Utilisation

courant absorption molaire
(nm) (Da)
HCCA Acide a-cyano-4- A cH=c(cN)coo 266,337, 189.04  Peptides et
hydroxycinnamique J| 355 protéines
N
HO
DHB Acide 2,5-dihydro- COOH 266,337, 154.03 Peptides,
benzoique )K OH 355, 2940, glucides,
10600 lycolipides,
/H\v:/l/ glycolip
HO ot
polymeéres

synthétiques

Tableau XIV : Caractéristiques des différentes matrices utilisées en SM MALDI-TOF (91)

L'utilisation d’'une matrice en spectrométrie de masse a ionisation laser permet de
minimiser les dommages occasionnés par le laser en absorbant son énergie incidente
(rayons UV), tout en augmentant l'efficacité du transfert qui provoque l'ionisation de
I’échantillon. Elle améliore également la sensibilité de la technique puisque les molécules de
matrice étant en exces par rapport aux analytes, ces derniers ont moins tendance a former
des agrégats qui limitent la création d’ions monomoléculaires (92). Enfin, la longueur d’onde
d’émission du laser est constante, contrairement aux autres techniques d’ionisation laser,
puisqu’elle est adaptée a la longueur d’onde d’absorption de la matrice et non plus a celle de
I'analyte.

A I'heure actuelle, le dépdt en goutte épaisse utilisant ’HCCA est largement utilisé
pour les identifications de routine, car la cristallisation obtenue est plus homogéene qu’avec

la DHB.
3.2.3.2. Solvant

Le solvant a pour role de :

- Dissoudre la matrice
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- Dissoudre I'analyte (macrobiomolécule), elle influence donc par ce biais la répartition
de celui-ci au sein des cristaux
- Maintenir le pH de la solution, puisqu’un pH acide <1,8 est favorable pour I'obtention

d’un spectre de qualité pour les protéines de masse > 3000 Da (93).
3.2.3.3.  Dépodt de I'échantillon

Les dépobts d’échantillons bactériens pour analyse au MALDI-TOF se font sur plaque
hydrophobe (cible) en acier inoxydable chimiquement inerte vis-a-vis de I’échantillon,

comprenant un certain nombre de points de dép6ts (spots).

Figure 14 : Cible pour le dép6t des échantillons MALDI-TOF

Le processus de cristallisation de la matrice avec I'échantillon est un point clé dans
I'obtention d’un spectre de masse de qualité. Celui-ci est influencé par le ratio
analyte/matrice (de 1/1000 a 1/100000 (92)), la distribution de I'analyte au sein des cristaux,
ainsi que la morphologie des cristaux qui dépend du type de matrice et de la qualité du
dépobt et qui agit sur la reproductibilité des tirs laser, modifiant ainsi la qualité et le délai
d’analyse (en effet moins la qualité du spectre obtenu est satisfaisante, plus I'automate
réalise de tirs laser sur un échantillon) (94). Ainsi un dépot fin et régulier est nécessaire : un
exces d’échantillon ou un dép6t non homogéne sur la cible peuvent générer des spectres de
mauvaise qualité. Il faut également prendre garde a ne pas contaminer le spot voisin lors de
la manipulation (81).
Plusieurs méthodes de dépots sont utilisées (95) :
e Préparation en goutte épaisse ou goutte séche : matrice et échantillon sont mélangés
soit dans un tube puis déposés sur la plague cible, soit directement sur la plaque

cible selon 2 techniques :
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La technique « smear » : dépot direct en couche mince d’une colonie bactérienne
(monomicrobienne), via un embout de pipette a usage unique (cone), une oese ou un

batonnet de bois type cure-dent.

Nota bene : le dépo6t doit étre adapté en fonction du type de colonie (petite, grande, seche,

muqueuse...), en effet celui-ci doit étre suffisant pour permettre I'analyse mais en

contrepartie de meilleurs résultats sont obtenus avec un dépot plus fin, ce qui peut

nécessiter de déposer une seule ou bien plusieurs colonies selon la souche a identifier (95).

La technique « bottom layer » : dép6t d’un échantillon sous forme liquide apres

extraction a I’éthanol/acide formique qui séche alors a température ambiante

La matrice en solution est ensuite ajoutée, puis le solvant s’évapore a température ambiante

ce qui permet la co-cristallisation de la matrice avec I’échantillon. La cible peut donc étre

déposée dans le spectroméetre de masse.

Préparation en « couches minces » : I'échantillon est déposé sur une couche de
matrice préalablement déposée sur la plaque cible pour former de larges films
minces polycristallins.

Préparation en « sandwich » : I’échantillon est déposé sur un film de matrice avant

d’étre lui-méme recouvert par une derniére couche de matrice.

3.2.3.4. Extraction

Il existe différentes méthodes d’extraction qui peuvent étre utilisées préalablement a

I'analyse par le spectrométre de masse afin d’améliorer la qualité du spectre obtenu :

L’extraction a I’éthanol / acide formique permet d’identifier les micro-organismes qui
n‘ont pas pu étre identifiés avec la procédure de dépot direct (« smear « ) (84,96).
Les colonies bactériennes sont suspendues dans un mélange eau stérile/éthanol, qui
provoque la translocation des protéines cytoplasmiques sans lyser la bactérie, par la
formation de pores membranaires (90). Apres centrifugation, le culot est additionné
d’acide formique qui lyse la paroi bactérienne puis d’acétonitrile qui solubilise les
protéines ribosomales et membranaires.

La méthode Sepsityper® (Bruker®) quant a elle est une étape préalable a cette
extraction qui est utilisée pour identifier les micro-organismes directement a partir

des flacons d’hémoculture détectés positifs par I'automate. Elle consiste en une
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succession d’étapes de lyse et de lavage permettant d’éliminer les hématies et
protéines de I’"hote pour récupérer un culot contenant les protéines bactériennes.
De nombreuses études montrent cependant que d’autres méthodes d’extraction que celle
proposée par Bruker® peuvent étre utilisées pour l'identification bactérienne a partir de
flacons d’hémoculture et donner des résultats comparables au MALDI Sepsityper Kit®, telles
gue des techniques d’extraction utilisant la saponine (97), le chlorure d’ammonium (98),

I’acide trifluoroacétique ou I'acide formique (99).

3.2.3.5. Laser

Le laser a pour role de provoquer le transfert d’ions de la matrice vers I'analyte, avec comme
but de maximiser I'absorption d’énergie photochimique par la matrice et de réduire celle de
I'analyte pour minimiser sa fragmentation. Il fournit pour cela une série d’impulsions
intenses et breves. Bien que des lasers IR comme UV peuvent étre employés pour obtenir un
spectre protéique bactérien (100), pour des raisons financiéres ce sont principalement des
lasers UV tels que le laser a nitrogéne (N,, A émission = 337 nm) qui sont utilisés pour

I'identification bactérienne.

3.2.3.6. Conditions de culture

Les conditions de croissance des pathogenes influencent la qualité des spectres qui change
de facon plus ou moins importante selon I’'dge des culture et le milieu utilisé (101,102). En
effet, les variations environnementales entrainent la production de protéines de
fonctionnement cellulaire ou de stress par la bactérie qui modifient le spectre de masse
(85,101,103). Ainsi, I'utilisation de milieux sélectifs comme la gélose CNA (acide nalidixique
et colistine) (104) ou le stockage a +4°C (manuel Bruker®) diminuent la qualité du spectre
obtenu.

Pour obtenir un résultat d’identification optimal il faut donc se placer dans les conditions de
réalisation de la banque de données de spectre de masse par le fournisseur. Chez Bruker®
par exemple, il est recommandé d’utiliser des géloses de sang de mouton (5%) aprés 24h a

48h de délai de croissance.
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3.2.4. Autres applications

3.2.4.1. En Bactériologie

La spectrométrie de masse MALDI-TOF connait également d’autres applications que

I'identification bactérienne :

Détection de résistance aux antibiotiques : mise en évidence d’enzymes telles que les
B-lactamases : ampicillinases, carbapénémases (105—-110)... Des études pour dépister
la résistance du S. aureus a la méticilline ont été réalisées mais n’ont pas permis pour
I'instant de différencier les souches résistantes (SARM) des souches sensibles (SASM)
(111,112).

Détection de facteurs de virulence comme la leucocidine de Panton-Valentine de S.
aureus, qui a fait 'objet de recherches aux conclusions contradictoires (113,114).
Identification directement sur le prélevement: certaines études proposent des
applications de la spectrométrie de masse directement sur les urines (115,116).
Typage épidémiologique par MALDI—RE (MALDI-based resequencing) : il s’agit d’une
alternative a la technique MLST (« Multilocus Sequence Typing ») pour le
phylogénotypage bactérien (117,118).

Différenciation de sérovars bactériens : |la possibilité de différencier Salmonella Typhi
des autres sérovars de Salmonella via une analyse plus détaillée du spectromeétre de

masse a été décrite (119).

Ainsi, nombre de travaux ont été réalisés et bien que certaines techniques souffrent encore

d’un manque de standardisation, cela montre I’étendue de ce qu’il pourrait étre possible de

réaliser en Bactériologie avec la technologie MALDI-TOF.

3.2.4.2. Hors Bactériologie

Le MALDI-TOF permet également d’identifier des levures (120-123) et depuis peu des

champignons filamenteux, avec chez Bruker® une bibliotheque comprenant actuellement

plus de 110 especes parmi presque 40 genres de champignons filamenteux (124-126).

L'identification était jusqu’alors compliquée en raison de I'impact des conditions de culture

sur la pousse du champignon (nécessité d’obtenir un mycélium uniforme), ce qui a été résolu
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via une culture standardisée en milieu liquide en rotation constante qui inhibe le processus
de germination et la formation de spores, suivie d’'une préparation d’'une dizaine de minutes
(sédimentation, centrifugation du sédiment, lavage du culot a I'eau puis extraction par

I’éthanol) avant passage dans I'automate.

3.2.5. Systemes présents sur le marché

Actuellement, seuls deux fabricants proposent des spectromeétres de masse MALDI-TOF pour
I'identification bactérienne : Shimadzu® (AXIMA Assurance) récemment racheté par
bioMérieux® (VITEK MS) et Bruker Daltonics® (Microflex Biotyper). Les deux automates
disposent d’un logiciel de pilotage, d’'une banque de données et d’un systeme expert dont la
stratégie pour l'identification d’'une souche par analyse des spectres de masse obtenus
differe en fonction du fournisseur (95).

L'étude de Cherkaoui et al. compare les deux systéemes et montre une identification
acceptable des bactéries a I’'espece dans 93,6 % des cas pour Bruker® et 88,3 % des cas pour
Shimadzu® (127), tandis qu’une étude de Carbonelle et al. trouve une identification au genre
et a I'espece pour 94.9%, 83.4% et 83.8%, 65.9% avec le Biotyper et I’Axima respectivement
(128). D’une facon générale, les études montrent une identification significativement

meilleure avec le Biotyper par rapport au Vitek-MS (129,130).

Figure 15: Automates VITEK MS (bioMerieux®) et Microflex Biotyper (Bruker®) (de gauche a droite)

77



Différentes bases de données existent :

Dans

VITEK-MS (bioMérieux®) : environ 645 espéces bactériennes d’intérét médical (base
VITEK-MS), avec une base de données annexe, Saramis (AnagnosTek GmbH®)
comportant des espéces agroalimentaires et environnementales.

Biotyper (Bruker Daltonics®) : prés de 4613 souches de référence et 2180 especes
bactériennes, d’'intérét médical, vétérinaire et agroalimentaire.

Andromas : base de données d’environ 1900 espéces bactériennes d’intérét médical
mais aussi des mycobactéries, des dermatophytes ainsi que les différentes especes
d’Aspergillus et les levures, avec un systéme expert compatible avec les

spectrometres de masse distribués par Bruker® et Shimadzu®.

3.2.6. Apport par rapport aux techniques d’identification usuelles

les LBM la technologie MALDI-TOF supplante les méthodes d’identification

traditionnelles (phénotypiques : automate Vitek-11®, galeries API®...) pour la plupart des

bactéries (120,131,132), car son utilisation est :

Simple : elle nécessite moins de formation et d’expérience de la part des techniciens
Rapide : sans extraction, 12 minutes sont nécessaires pour l'identification d’1 isolat
et 1h40 pour environ 100 isolats, ainsi que 20 minutes pour 1 isolat et 4h pour
environ 100 isolats avec extraction préalable (d’aprés Bruker®).

Peu colteuse pour ce qui est des tests unitaires, en raison de la faible fréquence de
maintenance (seules deux intendances annuelles chez Bruker®) et de la faible

consommation en réactifs, malgré son important prix d’acquisition

Cette méthode est également plus facile a accréditer, car elle remplace une multiplicité de

techniques phénotypiques. En terme de gestion de I'intendance cela signifie aussi moins de

commandes a générer, a recevoir, a étiqueter, moins de contrbles de péremption et une

diminution des volumes de stockage et de DASRI (déchets d’activité de soin a risque

infectieux). De plus, le spectrométre de masse peut étre couplé a un automate

d’antibiogramme assurant la tracabilité entre identification et antibiogramme, via

I'utilisation de logiciels « middleware ».
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3.2.6.1. Performances

En termes de performance, beaucoup d’études comparant I'identification bactérienne par
SM MALDI-TOF avec les méthodes phénotypiques traditionnelles (avec dans la plupart des
cas analyse des discordances par PCR séquengage ARN 16S) montrent qu’elle est plus
sensible et plus spécifique, avec une meilleure identification a I'espéce (espéces du groupe
HACEK par exemple: Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella, et Kingella) et
moins d’identifications incorrectes au genre (120,133,134).

La sensibilité dépend de la présence et du nombre de spectres des différentes especes dans
la base de données du fournisseur; la valeur du score d’homologie obtenu et sa
reproductibilité découlant directement du nombre de spectres correspondant a I'espéce
recherchée. Ainsi une espéce non présente dans la base de données ne pourra pas étre
identifiée (pour la base de données Bruker® par exemple, une mise a jour pluriannuelle est
réalisée). Plusieurs études montrent cependant que l'identification bactérienne d’environ
95% des especes rencontrées en routine dans les LBM peut étre réalisée par spectrométrie

de masse (95,128,133).

Par rapport au séquencage bactérien par PCR ARN 16S l'identification bactérienne par SM
MALDI-TOF demeure moins performante mais elle est parfois plus spécifique pour
I'identification de certaines bactéries (Achromobacter ruhlandii, Lactobacillus rhamnosus,
Ochrobactrum intermedium, Enterococcus casseliflavus et Pasteurella multocida (134)). Elle
peut tout de méme remplacer la biologie moléculaire dans presque 50% des cas, sachant
gu’elle est notablement moins colteuse et plus rapide (environ 48h au minimum sont

nécessaires pour un séquencage).
3.2.6.2. Limites

Des problemes d’identification persistent pour certaines espéces bactériennes, décrits dans
la littérature ou bien par le fabriquant (par exemple chez Bruker®) (135) :
- Les streptocoques notamment le groupe mitis sont mal différenciés du Streptococcus
pneumoniae.

- Les Shigella sont pour I'instant indifférenciables d’E. coli.
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Pour l'identification de Listeria monocytogenes, étant donné que cing especes
différentes de Listeria sont tres étroitement apparentées du point de vue
taxonomique elles ne peuvent pas généralement étre clairement différenciées par le
MALDI-TOF.

Les membres des groupes suivants ne peuvent étre différenciés: Enterobacter
complexe cloacae, Burkholderia complexe cepacia, Acinetobacter complexe
baumanii-calcoaceticus, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens

Les bactéries suivantes présentent des spectres de masse similaires : Bordetella
pertussis et bronchiseptica, Achromobacter xylosoxidans et ruhlandii, Bacteroides

nordii et salyersiae, Klebsiella oxytoca et Raoultella ornitholytica.
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Objectifs de I'étude

Les infections ostéo-articulaires sont des infections potentiellement séveres, difficiles a
traiter du fait de leur localisation et des pathogénes mis en cause, et dont I'évolution se fait
volontiers vers la chronicité si un traitement efficace n’est pas rapidement mis en place. Elles
représentent a ce titre un véritable enjeu de santé publique.

Afin de surveiller et d’optimiser la prise en charge de ces infections, le Centre de Référence
des Infections Ostéo-articulaires du Grand Ouest (CRIOGO) est crée en 2008 par le ministre
en charge de la santé. Celui-ci rassemble les C.H.U. de Rennes et de Tours, en collaboration
avec les centres hospitaliers d’Angers, Brest, Nantes et Poitiers. Il a pour mission la
coordination, I'expertise, la formation et la recherche ainsi que la prise en charge des

infections les plus complexes.

C’est dans ce cadre que s’inscrit I’étude « Spectro-LA », dont I'objectif est de développer une
méthode permettant d’établir un diagnostic étiologique plus rapide en caractérisant un
prélevement ostéo-articulaire, infecté ou non, afin d’optimiser la prise en charge médicale
des patients souffrant d’IOA. Elle évalue pour cela une technique d’identification
bactérienne performante dernierement introduite dans les laboratoires de Biologie
Médicale : la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF.
Cette étude a été réalisée de maniere prospective sur une durée de 10 mois, de janvier a
octobre 2013, au CHU de Rennes. Elle concerne des prélévements de liquide articulaire ou
des prélevements chirurgicaux de tissus mous, os voire matériel ostéo-articulaire parvenus
au laboratoire de Bactériologie et Hygiéne hospitaliere (P6le biologie, CHU de Rennes)
durant cette période.
Les principaux partenaires du projet sont les services suivants :
e Chirurgie Orthopédique, Réparatrice et Traumatologique et Bloc opératoire des
urgences chirurgicales
e Rhumatologie
e Maladies Infectieuses
e Chirurgie Pédiatrique
81



La question posée par I'étude est la suivante :

L’analyse directe en spectrométrie de masse du préléevement et des flacons de culture
prolongée, présente-t-elle un intérét pour le diagnostic des I0A, comparée au résultat de
I’'examen direct, a l'identification conventionnelle aprés culture et a la PCR ARN 16S sur le

prélévement ?

Des échantillons de préléevements ostéo-articulaires réalisés chez des patients pour lesquels
une I0A est suspectée ont donc été étudiés, parallelement a un examen clinique, par un
examen bactériologique standard (examen direct et culture) et une analyse par biologie
moléculaire réalisée sur le préléevement (PCR ARN 16S et séquencage). La spectrométrie de
masse MALDI-TOF (Biotyper, Bruker®) a quant a elle été réalisée directement sur les
prélevements ainsi que sur les bouillons d’enrichissement (flacons a hémoculture; Bactec,
BD®), avec pour objectif principal de déterminer plus rapidement I'espéce bactérienne

causale de I'infection.

L’objectif secondaire de ce travail est d’avoir un apergu de I'épidémiologie des IOA au CHU

de Rennes sur plusieurs mois ainsi que d’évaluer I'efficacité de la technique de

spectrométrie de masse MALDI-TOF pour l'identification des échantillons polymicrobiens.
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Matériel et méthodes

1. Description de la population étudiée

1.1.Critéres de participation a I'étude

La population éligible a I'étude est composée de tous les patients (quel que soient leur age,
leur sexe ou leur service) présentant :
- Un épanchement articulaire quelle qu’en soit I'origine suspectée ou connue (arthrite
septique, microcristalline, rhumatismale...)
- Une suspicion d’'IOA

- Tout type d’articulation ou d’os concerné

Les critéeres de sélection sont les suivants :

e Criteres d’inclusion :

- Tout patient ayant une ponction de liquide articulaire ou un prélévement chirurgical
ostéo-articulaire

- Prélévement arrivant aux heures ouvrables du laboratoire (du lundi au samedi de

7h30 a 17h)

e Critéres de non inclusion :

- Patient sous tutelle ou curatelle

- Patient ayant explicitement manifesté son refus de participer a I'étude, lequel sera
mentionné sur la fiche de non opposition présentée au patient par le médecin

préleveur par la case « oui » cochée en face de la mention « opposition exprimée »
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1.2.Recueil des données médicales

Le recueil des informations relatives au patient est réalisé par le biais d’un questionnaire

effectué lors de chaque inclusion d’un nouveau patient (cf. annexe 3 p146), il rend compte

des points suivants :

Données démographiques : age, sexe

Traitement chirurgical ou médical : existence d’une antibiothérapie au cours du mois
précédant la ponction, antécédents de ponction ou d’injection intra-articulaire, de
chirurgie ostéo-articulaire (pose ou remplacement de protheése...), présence d’un
traitement immunosuppresseur par voie générale (corticoides, chimiothérapie,
autres immunosuppresseurs) ou locale (injection de corticoides par voie intra-
articulaire...) ...

Facteurs de comorbidité : insuffisance rénale chronique, cirrhose, alcoolisme ou
toxicomanie, immunosuppression (VIH...), dyslipidémie ou diabete ...

Présence d’une pathologie ostéo-articulaire préexistante : arthrose, arthrite
rhumatismale (polyarthrite rhumatoide, spondylarthrite), arthrite microcristalline
(goutte, chondrocalcinose), traumatisme articulaire, présence d’une prothése...
Recherche de signes cliniques associés : chaleur/ algie / cedéme ou limitation de la
mobilité d’une articulation, hyperthermie, atteinte cutanée en regard de

I'articulation (inflammation, suppuration...), ancienneté de I'’épanchement...

Le recueil des données de I'étude est ensuite réalisé quotidiennement au laboratoire de

Bactériologie pour chaque prélevement inclus, via une feuille de suivi (cf. annexe 4 p147)

regroupant les points suivants :

Caractéristiques de I"échantillon : identification, date d’arrivée, aspect, broyage ou
non, résultat de 'examen direct et de la cytologie

Résultats de la culture : délai de pousse, quantité de colonies et milieux concernés
Résultats de la spectrométrie de masse: score et reproductibilité pour chaque
espéce bactérienne identifiée directement sur milieu solide, puis aprés extraction sur

les flacons de culture prolongée et sur le préléevement
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- Résultats de biologie moléculaire : amplification par PCR ARN 16S, séquencgage
L’existence d’hémocultures prélevées de fagon contemporaine au prélévement (dans les 7
jours suivant ou précédant celui-ci) dans lesquelles des germes ont été retrouvés est

également prise en compte.

2. Techniques

2.1.Schéma de l'étude

Lors de cette étude ont été inclus de maniere prospective 78 patients, ce qui représente 111
prélevements et 216 flacons Bactec®, sur une durée de 10 mois. Les échantillons de
prélevements ostéo-articulaires étudiés concernent des patients atteints d’IOA ou non, selon
les criteres définis par I'étude.

La spectrométrie de masse type MALDI-TOF (Biotyper, Bruker®) est alors réalisée
directement sur les préléevements et sur les bouillons d’enrichissement (flacons Bactec®,
BD®) aprés traitement préalable grace au kit MALDI Sepsityper® (Bruker®). En paralléle ont
été réalisés un examen bactériologique standard et une analyse par biologie moléculaire du

prélevement (PCR ARN 16S et séquencage).

Cytnlngie{_LAR] Mizse en culture :
E“_‘:;’I“:““"’t Pur (LAR) ou broyé PCR ARN 165
_RAL (PCHIR}

|
| |

50 L
gﬂnsesang (CO2) 1\:!" 200 pL de prélévement :
osesang cuit(CO2) - Pur, héparing (LAR) ou
¢lose sang (anagrobie) Bactecanacrobic broyé (PGHIR)

Figure 16: Différentes étapes du traitement d’un prélévement ostéo-articulaire lors de I’étude « Spectro-

LA ».

85



2.2.Examen bactériologique standard des prélévements ostéo-articulaires

D’apres les recommandations de la SFM (46) :

e Prélevement : réalisé dans le service clinique ou au bloc opératoire
Délai de prise en charge : dans les 2 heures suivant la réception, avec une conservation a
température ambiante.

Contenants :

Os ou fragments d'os, biopsies osseuses, produits d'alésage, tendons...: pot
stérile de 30 mL (HDPE Nalgen®)
- Liquides articulaires : tube Tubes BD Vacutainer® avec héparine pour la numération

cellulaire et tube type Falcon” stérile pour la bactériologie

e Analyse cytobactériologique au laboratoire :

- Numération des leucocytes et érythrocytes : /mm? sur cellule & usage unique (Kova-
Slide®, CML, Nemours, France)

Pour les prélevements ostéo-articulaires hors liquide articulaire ou en cas de prélévement

sanglant voire coagulé impossible a énumérer, une estimation semi-quantitative des

éléments est réalisée :

Nombre d'éléments Libellé de la réponse Quantité Quantité
/ champ microscopique d’éléments d’éléments
(10x100) / mL / mm®
Aucun Absence <10* <10
<1 Rare 10*- 10° 10 -100
1a4 Quelques ~12a4.10° 1000 - 4000
5330 Nombreux ~ 10’ 10 000
>30 Trés nombreux ~10° 100 000

Tableau XV : Correspondance du nombre d’éléments /champ microscopique au 10x100 avec la quantité

d’éléments présents dans I'échantillon /mm3 et /mL, d’apres (2)
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- Examen direct : coloration de Gram

- Formule cytologique : coloration rapide RAL® (Kit RAL 555, RAL Diagnostics®)
Ces examens sont réalisés avant le broyage éventuel, et dans le cas des colorations a partir
d’une pastille de cytocentrifugation (Cytospin®) ou bien directement sur le frottis en cas de

prélevement de consistance visqueuse.

e Broyage:

Des tubes contenant 10 billes en inox (INOX AISI 304 Grade 1000 (afbma); Marteau &
Lemarié, Pantin) dans 10 ml d’eau distillée (qualité biologie moléculaire), sont préparés et
stérilisés au laboratoire de Bactériologie. Le contenu d’un tube est versé sous poste de
sécurité microbiologique (PSM) sur chaque échantillon contenu dans un pot stérile (HDPE).
Le broyage est effectué a I'aide d’un broyeur a billes (Broyeur Retsch® MM400) réglé de la
fagon suivante : fréquence 30.0/s, durée : 2 min 30. Les tubes sont conservés a température

ambiante, prés du broyeur, durant 3 mois maximum (au-dela : stériliser a nouveau).

Figure 18 : Etape de broyage : mise en place de I’échantillon dans le broyeur (136)
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Le broyage est réalisé :
- systématiquement : pour les prélevements chirurgicaux solides ou mous

- encas de quantité <4 ml : pour les liquides articulaires

e Cultures:
Ensemencement sous PSM a partir du liquide articulaire ou du broyat :
- par isolement en quadrant pour les géloses : gélose Columbia 5% sang de
cheval et gélose Chocolat vitox (Oxoid®)
- parinoculation a I'aide d’'une seringue (aiguilles de type 1,2x40 et seringues 5
mL ou 10 mL) pour les flacons de culture prolongée Bactec® (BD BACTEC™
Plus Aerobic/F, BD BACTEC™ Lytic/10 Anaerobic/F, BD BACTEC™ Peds Plus/F)
L'incubation est réalisée :
- dans une étuve a 37°C pour les géloses
- dans un automate Bactec® 9240 pour les flacons (agitation et surveillance

continue)

Figure 19 : Automate Bactec® 9240
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Milieux

gélosés

Milieux

liquides

Milieu

Gélose au sang
Gélose chocolat
Gélose au sang

VF

Flacon Bactec® :

- Anaérobie

- Aérobie

Volume

50uL
50uL
50uL
1mL

1mL
1mL

Incubation

Conditions Durée

CO, 72h

CO, 72h

anaérobie 5j

10]j

automate 10

automate 10

Lecture

Tous les jours

12,15
J10

Automatique

Automatique

Tableau XVI : Parametres de mise en culture ; volume d’échantillon ensemencé, milieux utilisés et conditions

d’incubation (atmosphére, durée)

[P

Figure 20 : Ensemencement des milieux de culture : géloses et flacons Bactec (136)

Suivi des cultures : dénombrement et identification bactérienne sur chaque

morphotype de colonie différent observé par prélévement.
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- Suivi des flacons: coloration de Gram des flacons détectés positifs par

I’automate et réalisation de subcultures.

e Conservation des échantillons :

- Prélevement: congélation a -20°C en microtubes de 500 pL minimum du
prélevement pur (LAR: liquide articulaire) ou du broyat (PCHIR: prélévement
chirurgical) pour la recherche par Biologie Moléculaire.

- Extraits Sepsityper®: congélation a -20°C en microtubes des extraits issus du
prélévement ou du contenu des flacons Bactec lors de I'étape de mise dans I'éthanol,
permettant de réaliser I'extraction éthanol/acide formique dans un délai différé.

- Souches bactériennes : conservation de toutes les souches en bouillon glycérolé a -

20°C pendant une période de 1 an.

2.3.Spectrométrie de masse

2.3.1. Extraction

La méthode d’extraction utilisée pour les prélevements ostéo-articulaires et les flacons de
culture prolongée qui en sont issus est celle recommandée par Bruker® pour les flacons
d’hémoculture.

Elle consiste en une extraction par la méthode Sepsityper® suivie d’une extraction a
I’éthanol/acide formique. L’extraction a I'éthanol/acide formique peut étre utilisée seule
(non précédée d’une extraction Sepsityper®) pour les colonies bactériennes issues de culture
sur milieu gélosé pour lesquelles I'identification simple par spectrométrie de masse n’est pas
satisfaisante.

L’extraction a été réalisée dés la réception du prélévement et des le signal de la détection de
croissance par I'automate pour les flacons Bactec®. |l n’est pas possible de différer I’'analyse
en conservant les échantillons a -20°C, sous peine d’altérer le spectre obtenu en

spectrométrie de masse, d’aprés les données du fournisseur (Bruker®).
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e Extraction avec le kit Sepsityper® (Bruker®) :
A partir d’1 ml de prélevement ou de flacon de culture prolongée détecté positif par
I’'appareil, dans un tube eppendorf conforme pour le Biotyper :
- Ajout de 200 uL de Buffer Lysis, puis 10 secondes d’agitation par vortex
- Centrifugation 1 minute/13 000 rpm (centrifugeuse Thermo Scientific®)
- Elimination du surnageant et remise en suspension du culot dans 1 mL de Washing
Buffer
- Centrifugation 1 minute/13 000 rpm
- Elimination du surnageant et remise en suspension du culot dans 300 pL d’eau
déminéralisée
- Ajout de 900 puL d’éthanol absolu
Cette suspension eau/éthanol peut étre conservée jusqu’a 6 mois a -18° et contient les

organismes sous forme inactivée.
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Figure 21 : Kit d'extraction MALDI Sepsityper® (Bruker®)

e Extraction a I'éthanol/acide formique :
A partir de la suspension précédente :

- Centrifugation 2 minutes/13 000 rpm

- Elimination du surnageant et séchage du culot

- Ajout de 10 a 40 plL d’acide formique a 70% (Sigma-Aldrich®) en fonction de la taille

du culot, homogénéisation par aspiration-refoulement

Le volume d’acide formique peut étre réduit suivant la quantité de matériel disponible,
jusqu’a 10 ul en cas de culot de faible volume afin de ne pas diluer le signal dans un volume

trop important.
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- Ajout d’un volume d’acétonitrile (Sigma-Aldrich®) équivalant au volume d’acide
formique utilisé, puis homogénéisation
- Centrifugation 2 minutes/13 000 rpm

L’extrait bactérien obtenu est ensuite analysé sur le spectrometre de masse.

2.3.2. Analyse au spectrométre de masse

- Dépot de I'échantillon sur la cible (plague en inox réutilisable comprenant 96 spots) :

o Colonie bactérienne (technique « smear ») : étalement de la colonie en film
mince sur la totalité du « spot » a I'aide d’'un embout de pipette type céne de
P100 ou d’une anse plastique a usage unique.

Précautions : utilisation d’un échantillon pur monomicrobien, en faisant attention a ne pas
prélever de gélose.

o Prélevements ou flacons Bactec® aprés extraction Sepsityper® -
éthanol/acide formique (technique « bottom layer ») : dépo6t de 1,2 uL
d’extrait bactérien.

- Dépotde 1,2 uL de Bacterial Test Standard (BTS) sur la cible.
Celui-ci est composé d’'un mélange d’extrait d’E. coli ATCC 25922 (American Type Culture
Collection), de RNAse et de Myoglobine, reconstitué selon les recommandations du fabricant
(Bruker®). L'IVD MALDI Biotyper® effectue une validation automatique via le BTS pour
vérifier les performances de l'instrument chaque fois qu’une séquence d’identification est
lancée (il rend compte de différents parametres du systeme, qui ensuite sont comparés a

une échelle de valeur du fabricant).

Bruker Bacterial Test ‘@ o
Standard v “t ‘%

%
T e 30 L e \
O Sy 2 PariNo 255M3 Lot ex 256343 oo ' £
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e

Figure 22 : Bacterial Test Standard (Bruker®)
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- Séchage a température ambiante.
- Dépot de 1,2 uL de matrice HCCA (Bruker®) sur chaque « spot » par capillarité a I'aide

d’une pipette, dans les 15 minutes suivant le dép6t.

Figure 23 : Matrice HCCA (Bruker®)

- Séchage a température ambiante.
- Passage dans les 4h suivant le dép6t au spectrometre de masse MALDI TOF

(Microflex LT/SH Biotyper, Bruker® : laser a nitrogéne 337 nm, analyseur TOF linéaire,

logiciel IVD MALDI Biotyper® 2.3).
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2.4.Biologie moléculaire : PCR ARN 16S et séquencage

Les étapes de réalisation de la PCR ARN 16S suivie du séquengage sont les suivantes :

POA
Broyé ou non

Extraction manuelle
(Qiagen)

PCR BGH

Présence d’inhibiteurs Absence d’inhibiteurs
(persistants apres dilution)

PCR ARN 16S

Présence d’une amplification Absence d’amplification

PCR de séquengage
(Big Dye® Terminator)

Analyse au séquenceur

(ABI PRISM 3130)

Figure 24: Etapes de réalisation de la PCR ARN 16S et du séquengage sur les prélevements ostéo-articulaires
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e Extraction de ’ADN bactérien a partir du préléevement :

Il s’agit d’une extraction manuelle a I'aide du kit QlJAamp® DNA Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France) : par adsorption puis élution de ’ADN sur une membrane de silice
en présence de fortes concentrations de sel, avec une étape de lyse des tissus par la

protéinase K au préalable.

Une succession de 3 PCR est ensuite réalisée :

e PCR du gene de la B—globine humaine (BGH) :

Il s’agit d’une PCR en temps réel qui amplifie le gene de la f—globine humaine, réalisée sur
un thermocycleur StepOne Plus® (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Elle a pour but
de rechercher les éventuels inhibiteurs de la réaction de PCR présents dans le prélevement
(68) :

- Tout échantillon d’origine humaine devrait étre positif, tandis qu’une souche
bactérienne seule par exemple (ne possédant donc pas ce géne) ne présentera pas
d’amplification.

- En I'absence d’amplification une dilution au 1/10° 1/20° puis 1/40° est réalisée afin
de diminuer I'effet inhibiteur. Si celui-ci persiste, le résultat de la PCR ARN 16S ne

peut étre interprété.

Amorce B.G.H. sens - G- GCA AGHRTEAACGTGG ATG A4 -3
Amorce B.G.H antisens : Q-AACCTGTCTTGT AMC CTT GAT ACC AA =3
Sonde B.G.H. : W C-5'- —TAMRA-3

Figure 25 : PCR BGH : séquence nucléotidique des amorces et de la sonde utilisés

01317 Humanbetaglobin[g455025)]
gagccacaccctageettseccaatctactcccaggagcagesasgecageagccagegctegecataaaagtcagegcagagccatctattgcttacatitg
cttcteacacaactgtottcactaccaacctcaaacameaccatgotecacctoactoctoagramantctocosttactpocctgtpeoocaacotoaacot
ggatgaag aggttostatcaagettacaagacagstttaaggagaccaatagaaactggecatetecagaca

Figure 26 : Séquence nucléotidique du géne de la beta-globine humaine
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Figure 27 : Cycles de la PCR BGH

e PCR pour amplification du géne de I’ARN 16S :

Elle est réalisée en point final et comporte 2 couples d’amorces encadrant le gene de ’ARN
16S : PB/UNI21 et UNI14/P13B sur un thermocycleur GeneAmp PCR® System 9700 (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France).

Une migration par électrophorese (80 volts, 2h) sur gel d’agarose a 1,2% (Seakem LE®
Agarose, LONZA, Rockland ME USA) en présence d’'un agent intercalant de I’ADN
(SyberGreen®) avec révélation sous UV permet de savoir si 'amplification a fonctionné ou
non, en regardant la présence des produits par comparaison a des témoins positifs et

négatifs ainsi qu’a un marqueur de poids moléculaire.

PB: S-TAA CAC ATG CAA GTC GAA CG-3
UMI2Z1:  S-ACACGAGCT GAC GACAGT CA-F
UNI14 1 5-GTG CCA GCA GOC GCG GTA AT-3
P13B: 5-CGG GAT COC AGG CCC GGG AAC-3

Figure 28 : PCR ARN 16S : séquence nucléotidique des amorces

aaattgaagagtttgatcatggctcagattgaacgetggcggcaggectaacacatgeaa® PB>

gTCgaacygtascagyaagaagettgettetitgetgacgagtygcygacygataagtas
TgTCTOggaaactgeCTgatggagUgggataactactggaaacggtagetaataccycat
aacgtcgcaagaccaaagagggggaccttegggectettgecatcggatgtgeccagatg
ggattagctagtaggtggggtaacggctcacctaggegacgatcocctagetggtctgaga
GUaTgACCageCacactggaactgagaCacyItcCagactcctacyggagucagcagtyy
ggaaTAaTTgCaCaaTgUgCyCaAagecTgatgCagecatgecgegtytatgaagaaggeet
TCgQgTLgTaaagractttcageggggagyaagggagraaagriaatacctitgctcatt
gacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgecageageegeggtaatjacggag
QOTgCaagCgTTaatcggaatTactgggegTasagegcacgcaggeggtgtraagea
gaTQTgaaatCceccgggctcaacctgggaactgcatctgatactggcaagettgagtcte
gtagaggggggtagaattccaggtytagcggtgasatgegtagagatctggaggaatace
GUTggCcEaagICIgCCECCtygacgasgactgacgctcagytygcgaaagegtagggagca
A2CAgATTAQATACCCTgUTagTCCaCcyCCytaaacyatgtegacttggaggutatyce
cttgaggcgrggcttccggagetaacgogttaagtcgaccgectggggagracggecgea
aggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaageggtggageatgrggttaat
tcgatgoaacgcgaagaaccttacctggtottgacatccacggaagttttcagagatgag <1
aaTQTQCCTLCgggaaccgtgagacaggtgctgcarggetgtegtcagetegtottgtgae—
aatgttgggrtaagtcccgcaacgagegcaacccttatcetttgtigecageggtecgge
cgggaactcasaggagactgecagtgatal G - ;2 cotcaagtc
3TCAtggCCCttaCgactagygCcTacaCaCcytyCTtaCaAtggCICatacaragagaagey
aCCTCgegagagcaageggaccCaAtaaagugcytcgragtecygattggagtetgeaac

UNI 14>

gogttgcasaagaagtagge
agcttaaccttcgggagggcgettaccactttgtgattcatgactggggtgaagtegtaa
caaggtaaccgtaggggaac a

<P13B

Figure 29 : Disposition des amorces sur le géne rrs d'Escherichia coli (1542 pb)
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84tc 84°c ! 595G ! q2°C Ja5c itc
pendant pendant ' pendant ' pendant pendant jusgu'a
7 mn 30 secondes | 30 secondes | 1 mn 10 mn glectrophoréae
3% cycles

Tableau XVII : Cycles de la PCR ARN 16S

L’échantillon amplifié est purifié sur une résine déshydratée Sephadex G100 (Bio-Gel®,
BioRad Laboratories Inc, Marnes La Coquette, France). Ceci permet d’éliminer les amorces et

autres débris de la réaction et de récupérer ’ADN double brin du gene amplifié.

e PCR de séquencage Big Dye® Terminator :
Elle est réalisée a I'aide du kit Big Dye Terminator cycle sequencing Ready Reaction version
3.1 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) selon les recommandations du fabricant.
Elle permet I'élongation du gene amplifié afin d’obtenir des fragments nucléotidiques de
taille variable, par incorporation au hasard d’un nucléotide terminateur de chaine marqué
par un fluorochrome possédant un spectre d’émission propre a chaque nucléotide.

Il s’ensuit une étape de purification a I'aide d’un systéme de billes magnétiques.

e Séquencage:
Dans |'appareil ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems, Applera France SA) a lieu la migration
par électrophorése capillaire des fragments en fonction de leur taille et de leur charge (les
plus petits sortent en 1) puis la lecture de la séquence par fluorescence.
Les séquences obtenues sont ensuite alignées et corrigées a I'aide des logiciels Applied
Biosystem (Sequencing Analysis) et/ou Bionumerics. Une comparaison a la base de données

BLAST de NCBI permet I'identification.
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3. Criteres de jugement

3.1.Criteres d’infection

Un ensemble de critéres est pris en compte pour différencier les patients non infectés de
ceux atteints d’infection ostéo-articulaire : arthrite septique, infection sur matériel,

ostéomyélite...

3.1.1. Criteres cliniques

e Infection sur prothése: présence de fistule et/ou de pus lors de l'intervention
(d’aprés les recommandations du SPILF en 2009 (7) et de I'IDSA en décembre
2012 (59))

e Arthrite septique :

- Erythéme, algie, hyperthermie, limitation de la mobilité au niveau d’une articulation
(10)

- Le critére clinique est peu spécifique d’'un phénomeéne infectieux car il est valable
pour le diagnostic des arthrites en général, que leur origine soit septique ou non

(137), il n’est donc pas seul suffisant pour faire le diagnostic d’arthrite septique.
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3.1.2. Criteres bactériologiques

Pour cette étude :

Deux souches bactériennes sont considérées identiques si |'espece et
I’'antibiogramme sont identiques (raisonnement adopté en pratique quotidienne au
laboratoire).

Un échantillon est dit positif si au moins 1 milieu de culture est positif, parmi les 6

milieux ensemencés (4 milieux solides et 2 milieux liquides).

Des criteres spécifiques en fonction du type d’infection sont ensuite appliqués :

Infection sur protheése : par culture bactérienne et/ou par biologie moléculaire sur le
préléevement
Echantillon : série de 5 prélévements ostéo-articulaires étagés

Criteres d’infection monomicrobienne : d’apres I'IDSA (59)

o 21 prélevement positif a une souche bactérienne pathogene stricte ou rare :
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa...
o 2 2 prélevements positifs a une souche bactérienne appartenant a la flore

cutanée : P. acnes, Staphylocoques a coagulase négative...

Nota bene : les criteres de la SPILF (7) prennent en compte 2 3 prélévements positifs a une

souche bactérienne appartenant a la flore cutanée comme critere d’infection

monomicrobienne ; ce critére plus restrictif que celui de I'IDSA (59) n’a pas été retenu pour

I'étude.

Criteres d’infection polymicrobienne : il n’existe actuellement pas de consensus sur le

diagnostic des infections polymicrobiennes sur prothése, les critéres d'interprétation
proposés ici donc sont issus de I'étude Microbios du CRIOGO : Programme Hospitalier
de Recherche Clinique (PHRC) 2010 - Dr Pascale Bemer (CHU de Nantes) :
o Association de > 3 prélevements positifs a une souche bactérienne cutanée et
> 1 prélevement positif a une souche bactérienne pathogene stricte ou rare
o Association de > 2 prélevements positifs a 2 ou 3 souches bactériennes

pathogenes strictes ou rares
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o Association de > 3 prélevements positifs a 2 ou 3 souches bactériennes

appartenant a la flore cutanée

e Arthrite septique :
— Echantillon : préléevement de liquide synovial
En I'absence de consensus dans la littérature, il a été décidé d’un diagramme décisionnel
comprenant un seuil minimal de leucocytes > 1700 /mm? dans le liquide synovial (d’apres le
seuil défini pour les infections sur prothése par la SPILF (7)), celui-ci pouvant varier de
1100/mm? jusque plus de 50 000 /mm? selon les études ((10) ; (137)) :
— Cytologie :
- < 1700 leucocytes /mm?® : origine non infectieuse, sauf cas particulier
(immunosuppression...)
- >1700 leucocytes /mm? : recherche de cristaux :
o Positive : arthrite microcristalline
Nota bene : il est possible d’observer une arthrite septique chez un patient atteint d’arthrite
microcristalline sur la méme articulation, la positivité de la culture ou de la biologie
moléculaire est donc dans ce cas également prise en compte.
o Négative : culture bactérienne et/ou PCR ARN 16S sur le préléevement :
= Négative : absence de critére bactériologique
= Positive :
e Bactérie pathogene strict ou rare : critére bactériologique
positif
e Bactérie de la flore cutanée ou peu pathogéne : nécessite un
2éme prélevement de LAR positif avec la méme souche
bactérienne et/ou une hémoculture positive avec la méme

souche pour que le critére soit positif.

Arthrite sur matériel : dans cette étude, cette terminologie est utilisée les prélevements de
liguide articulaire avec présence de matériel associé au niveau de I’articulation ponctionnée
et pour lesquels les critéres d’arthrite septique sont positifs. Il s’agit dans la plupart des cas
de patients pour lesquels les 5 prélevements chirurgicaux n’ont pas été réalisés car ils ne
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peuvent étre opérés, ou bien en cas d’infection avec une souche bactérienne sensible aux
antibiotiques et ayant peu d’adhérence au matériel pour laquelle la chirurgie n’est pas

envisagée (traitement par lavage et antibiothérapie) ...

3.1.3. Classification

Les patients sont ainsi répartis en fonction des critéres définis précédemment dans le groupe

des infections certaines, probables ou exclues :

2 Critére clinique
Infection sur ltere clinig
prothéese
Présent Absent
Critére Présent Infection Infection
bactériologique certaine probable
Absent Infection Infection exclue
probable

Tableau XVIII : Classement des patients en infection sur prothése certaine, probable ou exclue en fonction de

la présence ou non des critéres bactériologique et clinique

Anhrite Critére clinique
septique
Présent Absent
Critere Présent Infection Infection
bactériologique certaine probable
Absent Infection Infection exclue
exclue

Tableau XIX : Classement des patients en arthrite septique certaine, probable ou exclue en fonction de la

présence ou non des critéres bactériologique et clinique

La sensibilité et la spécificité des différentes techniques sont ainsi évaluées et comparées par
rapport aux groupes de population suivants :
- Patients infectés : classés dans le bras infection certaine ou infection probable

- Patients non infectés : classés dans le bras infection exclue
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Pour le diagnostic des infections sur prothese ou matériel un seul des deux criteres
bactériologique ou clinique suffit a classer le patient dans le groupe des infections probables
(I'infection est dite certaine si les deux sont présents), tandis que pour I'arthrite septique le
critere bactériologique est obligatoire pour classer celui-ci dans le bras des infections
probables.

En effet, le critére clinique étant peu spécifique d’un phénomene infectieux il n’est pas seul
suffisant pour classer I'infection en infection probable et sert uniquement a différencier une
infection certaine et d’une infection probable, si celui-ci est présent de fagcon concomitante

avec le critere bactériologique.

3.1.4. R.C.P.

Pour les infections ostéo-articulaires autres (ostéomyélite, spondylodiscite...) ou complexes,
en I'absence de recommandations consensuelles, les dossiers des patients concernés ont été
évalués en réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) du CRIOGO selon un ensemble de
criteres radiologiques, cliniques, bactériologiques...

Lors d’'une séance, quatre spécialités du corps médical comptent obligatoirement un
représentant : Chirurgie orthopédique, Radiologie, Infectiologie et Microbiologie. De
nombreuses autres spécialités sont cependant fréguemment représentées comme la
rhumatologie, la pharmacologie ou toute autre spécialité médico-chirurgicale concernée par

le dossier étudié.

3.2.Criteres d’identification bactérienne par spectrométrie de masse

Les critéres pris en compte sont basés en partie sur les recommandations du fabriquant
(Bruker®) :
- Score = 1,7 pour une identification probable au genre ou 2 pour une identification
probable a I'espéce,
et/ou
- Reproductibilité acceptable c’est-a-dire au moins 3 espéces identiques dans la liste

de résultats présentée, a I'exception des bactéries rares dont le spectre est présent
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moins de 3 fois dans la base de données du spectrometre de masse et qui ne peuvent

donc pas avoir de reproductibilité acceptable.

Les résultats d’identification par spectrométrie de masse sont classés ainsi :
- Criteres acceptables pour l'identification :
o « Positif monomicrobien » : identification d’une seule espéce de score et/ou
de reproductibilité acceptable, qui peut étre correcte ou incorrecte
(différente de I'espéece bactérienne attendue)
o « Positif polymicrobien » : identification de > 2 espéces de score et/ou de
reproductibilité acceptable chacune,
- Criteres non acceptables pour I'identification :
o «Degré de confiance insuffisant pour [lidentification »: identification
d’espece avec un score et une reproductibilité inacceptable,

o « Négatif » : absence de pics.

3.3.Critere de biologie moléculaire par PCR ARN 16S

Les résultats d’amplification sont classés ainsi :
-« Négatif »,
-« Positif » (sur échantillon pur, ou dilué pour éliminer les inhibiteurs)

-« Ininterprétable, persistance des inhibiteurs apres dilution ».

Si 'amplification est positive les résultats du séquencage sont répertoriés de la facon
suivante :
- Identité de la bactérie et pourcentage de similitude de la séquence obtenue par
rapport aux données de la base BLAST de NCBI, avec une homologie > 98% (138).
- Présence de séquences peu informatives ou non analysables ne permettant pas de
conclure.
Le critére par biologie moléculaire est acceptable si I'amplification 16S est positive (au pur
ou aprés dilution) et si le séquencage permet lidentification correcte d’une espéce
bactérienne.
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4. Analyse des résultats

4.1. Termes a comparer

L'analyse des résultats se fera par comparaison de :

Sensibilité et spécificité de l'identification directement par spectrométrie de masse
sur le prélévement et :

Cultures bactériennes

PCR ARN 16S sur le prélevement

Examen direct sur le prélévement

Score d'identification directement sur le flacon Bactec® :

Par rapport a l'identification sur milieu gélosé (colonies)

Selon le type de flacon (aérobie et anaérobie)

Selon type bactérien (bacilles a Gram négatif, Staphylocoques, Streptocoques,
Anaérobies...)

Sur les flacons polymicrobiens

Délais d’identification :

Sur milieu gélosé : le délai de positivité des cultures pris en compte était soit de 24h
(jour 1), 48h (jour 2), 36h (jour 3)... ou 10j, selon le milieu de culture concerné et les
recommandations de l'instruction de travail.

o Nota bene : les cultures anaérobies sont observées a partir de 48h.

Sur flacon : les flacons détectés positifs par I'lautomate sont classés en fonction du
délai (en heures) fourni par 'automate : 12 a 24h (jour 1), 24 a 48h (jour 2), 48 a 72h
(jour 3)... En cas de délai < 12h ceux-ci ont été considérés comme positifs au jour O,
car au laboratoire les flacons détectés positifs sont analysés 2 fois par jour (matin et

apres-midi).
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4.2. Exploitation statistique

e Calculs de sensibilité, spécificité, valeurs prédictive positive et négative :

Malade |Non-malade

Positif a b a+b
Négatif c d c+d
Total a+c b+d N

Tableau XX : Recueil des données pour le calcul de sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive et

négative

Sensibilité (Se) : probabilité qu'un test réalisé sur une personne malade se révéle positif, c’est a
dire nombre de personnes malades et positives au test (vrais positifs) parmi I'ensemble des
personnes malades.
Se=a/(a+c)
Spécificité (Sp) : probabilité qu'un test réalisé sur une personne saine se révele négatif, c’est a
dire nombre de personnes non-malades et négatives au test (vrais négatifs) parmi I'ensemble
des personnes non-malades.
Sp=d/(b+d)
Valeur prédictive positive (Vpp) : probabilité que le sujet soit malade si le test est positif,
c'est-a-dire nombre de vrais positifs parmi I’ensemble des tests positifs.
Vpp=a/(a+bh)
Valeur prédictive négative (Vpn) : probabilité que le sujet soit indemne si le test est négatif,
c'est-a-dire nombre de vrais négatifs parmi I'’ensemble des tests négatifs.

Vpn=d/(c+d)

e Traitement par logiciel de biostatistique pour I'obtention de courbes ROC (« Receiver
Operating Characteristic ») : Stata® 9.0 (« Data analysis and Statistical Software »),
calcul de 'AUC (« Area under Curve ») et de son intervalle de confiance (IC) a 95%

e Test du X2 et test exact de Fisher, avec un risque relatif a = 5%
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Résultats

1. Caractéristiques de la population étudiée

1.1.Echantillonnage

Le résultat du recueil des échantillons est le suivant :

Sy

'

Figure 30: Détail des patients, des prélevements et des flacons inclus ou non dans I'étude « Spectro-LA »
(LAR = liquide articulaire, PCHIR = prélévement chirurgical)

Au total 111 prélevements ont été analysés :
-70 dont I'analyse a porté en plus de I'examen bactériologique standard (culture,

examen direct) sur I'étude en PCR ARN 16S puis spectrométrie de masse aprés extraction
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directe des prélevements, et sur I'analyse en spectrométrie de masse apres extraction des
flacons Bactec.

-41 dont I'analyse a porté en plus de I'examen bactériologique standard uniquement
sur I'analyse en spectrométrie de masse apres extraction des flacons Bactec (principalement
en raison d’une quantité insuffisante du prélevement pour réaliser la PCR ARN 16S et la SM).
2 patients on été exclus car le diagnostic réalisé n’entrait finalement pas dans le cadre des
IOA (1 cellulite du dos de la main et 1 hématome surinfecté avec fistule sous-cutanée).

6 flacons Bactec n’ont pas été ensemencés a l'arrivée du prélevement et 4 ont été exclus car

non extraits pour des raisons techniques.

1.2.Diagnostic

Le diagnostic définitif est porté sur I'ensemble des arguments clinico-biologiques et

radiologiques :

IOA probable ou certaine
-1
Ostéomyélite ' b
Infection sur prothése 18
Arthrite sur matériel 3
Arthrite septique l 12
/ .
0 5 10 15 20

Figure 31 : Diagnostic porté chez les patients atteints d’IOA (n = 38)
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I0A exclue
/]
Autre '
Arthrite microcristalline 7
Arthrite rhumatismale 1
Arthrose 17
0 5 10 15 20

Figure 32: Diagnostic porté chez les patients non atteints d’lIOA (n = 40)

1.3.Epidémiologie
Paramétre Infection ostéo-articulaire probable Infection ostéo-articulaire exclue
ou certaine
Patients 38 40
Prélévements 64 47
Age - Moyenne (médiane) 55,8 (63) 64,5 (66)
- Ecart 1-92 27-93
Sexe - Homme 27 22
-  Femme 11 18
- Sexe ratio 2.45 1.22
Antibiothérapie dans le mois 9 5
précédent (%) (23.7) (12.8) (1 NR)
Antécédent de ponction ou de 26 26
chirurgie locale (%) (68.4) (65.0)
Immunosuppression locale ou 2 17
générale (%) (5.1) (42.5)
Facteurs de risque autres (%) 18 18
(47.4) (45.0)
Pathologie ostéo-articulaire (%) 30 36
(78.9) (90.0)
Atteinte cutanée en regard 12 0
(%) (30.8) (0)
Infection sur matériel 22 0
(%) (57.9)
Hémocultures positives 8(25,0) 0
(%) (6 non réalisées)

Tableau XXI : Données épidémiologiques relatives aux patients atteints d’|OA ou non



Les 2 populations semblent comparables en ce qui concerne le nombre d’éléments inclus (38
patients infectés pour 40 non infectés), I'existence d’une pathologie ostéo-articulaire
préalable, la présence d’antécédents de ponction ou de chirurgie locale ainsi que de facteurs
de risques d’IOA.

Bien que I'écart d’age des patients inclus soit étendu (de 1 a 93 ans), I’age des 2 populations
étudiées est similaire, avec une médiane autour de 64,5 ans. Le sex ratio apparait par contre

supérieur dans la population infectée.

1.4. Nombre d’articulations atteintes

Non applicable
Nonrenseignés
Polyarthrite (4)

Oligoarthrite (2 - 3)

Monoarthrite

0 10 20 30 40 50 60
Oligoarthrite (2 -
Monoarthrite g 3) ( Polyarthrite (4) | Nonrenseignés | Nonapplicable
HOA 35 3 0 0 0
m Absence d'lOA 21 5 8 4 2

Figure 33: Nombre d’articulations cliniquement symptomatiques chez les patients atteints d’IOA ou non
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1.5. Type d’articulations atteintes

5%

3%
3%

IOA probable ou certaine

B Genou
Hm Hanche
M Epaule
H Coude
H Rachis
M Cheville
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Figure 34: Localisation de I'articulation cliniquement symptomatique chez les patients atteints d’IOA
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Figure 35: Localisation de I'articulation cliniquement symptomatique chez les patients non atteints d’IOA

La catégorie « autre » comprend les atteintes osseuses non situées sur une articulation

regroupant notamment certains patients atteints d’ostéomyélite : tibia, phalange...
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1.6.Facteurs de risque d’I0A

Insuffisance rénale chronique

Dyslipidémie

Alcoolisme ou toxicomanie

Absence

Diabéte

Autre

Facteursde risque

0] 5 10 15 20 25 30 35 40
Alcoolisme ou Insuffisance
. . Autre Diabéete Dyslipidémie rénale Absence
toxicomanie .
chronique
HOA 2 7 5 0] 17
B Absence d'lOA 2 1 2 22

Figure 36: Différents facteurs de risque retrouvés chez les patients atteints d’IOA ou non

La catégorie « autre » comprend les patients atteints de cancer (SMP... ), de troubles de la

vascularisation (Artériopathie Oblitérante des Membres Inférieurs...), de maladies rares ...

En dehors de I'immunosuppression et de I'existence d’une pathologie ostéo-articulaire qui

sont traitées a part, la répartition des facteurs de risque d’lOA est hétérogéne entre les 2

populations avec en apparence plus de patients atteints de dyslipidémie (20%) et

d’insuffisance rénale chronique (5%) dans le groupe des patients non infectés et plus de

diabete (13,2 %) dans les groupe des patients infectés.
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1.7.Especes bactériennes isolées

La distribution des bactéries responsables d’|OA rapportée au nombre de patients (certains

patients ayant plusieurs prélévements) est la suivante :

Bactéries Nombre de patients (%)
Staphylococcus aureus 13 (25,5)
Enterobacter cloacae complexe 3(5,9)
Escherichia coli 3
Pseudomonas aeruginosa 3
Staphylococcus epidermidis 3
Streptococcus pyogenes 3
Eikenella corrodens 2(3,9)
Staphylococcus lugdunensis 2
Streptococcus anginosus 2
Actinomyces odontolyticus 1(2,0)
Bacteroides vulgatus 1
Clostridium subterminale 1
Enterococcus faecalis 1
Kingella kingae 1
Listeria monocytogenes 1
Moraxella catarrhalis 1
Parvimonas micra 1
Peptoniphilus harei 1
Propionibacterium acnes 1
Propionibacterium avidum 1
Staphylococcus haemolyticus 1
Streptococcus agalactiae 1
Streptococcus minor 1
Streptococcus mutans 1
Streptococcus pneumoniae 1
Streptococcus sanguinis 1

Tableau XXII : Espéces bactériennes isolées chez les patients atteints d’IOA : nombre de patients pour
lesquels une espéce bactérienne a été retrouvée

Les espéces bactériennes isolées chez les patients classés dans le groupe IOA exclue
(contaminants) sont les suivantes :
S. epidermidis/capitis/hominis/pasteuri, E. faecalis, Arthrobacter cumminsii, P. acnes,

Actinomyces radingue, Corynebacterium, Gemella haemolysans ...
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2. Evaluation de la spectrométrie de masse apres extraction directe sur le
prélevement : résultats des différentes techniques

2.1. Culture
Culture Infection ostéo-articulaire Total
Certaine ou probable Exclue
Monomicrobienne 39 5 44
Polymicrobienne 16 7 23
Négative 9 35 44
Total 64 47 111

Tableau XXIII : Résultats des cultures des prélevements de patients atteints ou non d’IOA (négative : culture
bactérienne stérile, monomicrobienne : 1 espéce isolée, polymicrobienne : > 1 espéce isolée)

Parmi les prélevements des patients infectés, la culture est restée négative dans 14% des cas
(9/64), ce qui peut s’expliquer de la fagon suivante :

- 7 prélevements concernent des patients qui étaient sous antibiothérapie dans le
mois précédant l'inclusion (dont 2 prélevements présentant une PCR ARN 16S
positive)

- 2 autres prélevements étaient négatifs alors qu’un prélevement ultérieur moins

d’une semaine plus tard s’est avéré positif en culture bactérienne.

Parmi les préléevements des patients non infectés, 25.5% d’entre eux (12/47) présentaient
des bactéries en culture correspondant a une contamination soit endogéne (flore
bactérienne du patient) soit exogéne (manipulation du prélevement dans le service ou au
laboratoire) car ils ne possédaient pas les criteres d’infection ostéo-articulaire

précédemment définis (critere clinique, critére bactériologique par culture ou RCP).
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m I0A
mAbsence d'IOA

Nombre de bactéries isolées

Nombre de préléevements

0 1 2 > 2
mAbsence d'lOA 35 5 4
@ I0A 8 40 11

Figure 37 : Répartition du nombre d’espéces isolées dans les prélevements de patients atteints ou non d’IOA

2.2.Examen direct sur le prélevement

Examen direct Infection ostéo-articulaire

Certaine ou probable Exclue
Positif monomicrobien 17 0 17
Positif polymicrobien 3 0 3
Négatif 43 47 90
Total 63 47 110

Tableau XXIV: Résultats de I’examen direct des prélevements de patients atteints ou non d’IOA

Il n’y a que 110 prélévements (au lieu des 111 inclus) dans ce tableau car I'examen direct n’a

pas été effectué pour un prélévement pour des raisons techniques.
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2.3.Biologie moléculaire PCR ARN 16S sur le prélevement

Critere moléculaire : Infection ostéo-articulaire
PCR ARN 16S et Certaine ou probable

Exclue

séquencgage

Acceptable 8 0 8

Non acceptable 20 38 58

Total 28 38 66

Tableau XXV : Résultats de la PCR ARN 16S suivie d’un séquencage dans les prélevements de patients atteints
ou non d’IOA

Il n’y a que 66 prélevements dans ce tableau (pour 70 échantillons inclus deés le prélevement)
car la PCR ARN 16S n’a pas été effectuée pour 4 prélevements pour des raisons techniques.

Lorsque I'on rapporte le nombre d’échantillons ayant un critére moléculaire acceptable au
nombre d’échantillons correspondants pour lesquels la culture est positive (qu’ils soient

dans le groupe des patients infectés ou non) I'on obtient 8/27 soit 29,6% de sensibilité.

Tous les prélévements ayant un critére par biologie moléculaire acceptable proviennent de

patients appartenant au groupe des IOA certaines ou probables, et les bactéries identifiées
sont les suivantes : E. coli (4), S. pyogenes (2), P. aeruginosa (2). 2 d’entre eux sont stériles en
culture : il s’agit d’'un méme patient pour lequel la croissance bactérienne a été inhibée par
un traitement antibiotique 1 a 2 jours avant le préléevement. Peu avant la mise sous
traitement, un prélevement de liquide articulaire avait montré une arthrite septique a S.
pyogenes.

Tous les prélevements de patients classés dans le groupe infection exclue ont présenté un
critére moléculaire non acceptable. Un échantillon de ce groupe n’a cependant pas pu étre

analysé en raison de la présence d’inhibiteurs de la Taq polymérase dans le prélevement.

Parmi les préléevements ayant un critére par biologie moléculaire non acceptable, 20

proviennent de patients appartenant au groupe des infections certaines ou probables :
- 19 prélevements ne présentent pas d’amplification,
- 1 prélevement présente une amplification positive mais la séquence génétique

obtenue est ininterprétable. Ce résultat s’explique par la présence dans |’échantillon
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de plusieurs espéces bactériennes, entrainant I'amplification d’une succession

incohérente de bases d’ADN qui ne peut étre lue directement par un séquenceur.

2.4.Spectrométrie de masse sur le prélevement

Critere Infection ostéo-articulaire
d'identification par

SM sur le prélevement

Certaine ou probable

Acceptable 2 0 2
Non acceptable 30 38 68
Total 32 38 70
Tableau XXVI : Résultats de la spectrométrie de masse sur les préléevements de patients atteints ou non
d’I0A

Parmi les échantillons ayant un critére par SM non acceptable, les résultats se répartissent
de la fagon suivante :

Résultat de SM I0A certaine ou 10A exclue
probable

Degré de confiance insuffisant s 1
pour l'identification

Absence de pic 25 26

Tableau XXVII : Détails des résultats de spectrométrie de masse obtenus parmi les prélevements ayant un
critére d’identification non acceptable

La spectrométrie de masse retrouve une identification acceptable sur 2 prélévements, avec
un score et une reproductibilité respectivement de 1,81 ; 1,58 et 8 ; 4.

Dans les 2 cas, la bactérie a poussé sur la totalité des 5 milieux de chaque échantillon : dans
un délai de 1 jour pour les cultures solides et entre 4,5 et 4,8 heures pour les flacons
Bactec®. De méme, I'examen direct montrait la présence de bacilles a Gram négatif pour 1
des 2 prélevements et la PCR ARN 16S était systématiquement positive.

Il s’agit en I'occurrence de prélévements chirurgicaux broyés réalisés au contact du fourreau
dural et dans le rachis profond, pour un méme patient appartenant au groupe des I0A
certaines ou probables. L'histoire clinique est celle d’un abcés postopératoire de chirurgie
d’arthrodése rachidienne pour une discopathie, pour lequel 4/4 prélévements réalisés

retrouvent de I'E. coli.
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2.5. Comparaison des différentes techniques

Valeur Valeur Aire sous la courbe
Sensibilité  Spécificité prédictive prédictive ROC
(%) (%) positive négative (IC a 95%)
(VPP) (%) (VPN) (%)
0,849
Culture 85,9 74,5 82,1 79,5
(0,748 — 0,949)
. 0,593
Examen direct 31,7 100 100 52,2
(0,448 - 0,737)
PCR ARN 16S 0,648
. 28,6 100 100 65,5
(prélevement) (0,509 - 0,790)

Spectrométrie de
masse 6,3 100 100 55,9

(préléevement)

0,532
(0,395 - 0,670)

Tableau XXVIII : Evaluation des différentes techniques (Se, Sp, Vpp, Vpn, AUC) : culture bactérienne, examen
direct, PCR ARN 16S et spectrométrie de masse sur le prélevement

3. Evaluation de la spectrométrie de masse apres extraction sur les flacons

3.1.Echantillonnage

216:
117 positifs
99 négatifs

Positif 48 8
(52%)

51
Négatif 12 39
(48%)
Tableau XXIX : Résultat de la subculture des flacons aérobies et anaérobies issus de prélevements de patients
atteints ou non d’10A
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Il existe une différence entre le nombre de flacons aérobies et anaérobies car 2 flacons

aérobies et 4 flacons anaérobies n’ont pas été ensemencés.

3.2. Spectrométrie de masse apres extractions des flacons

Flacons positifs
117
Dont 113 extraits

Subculture Subculture
monomicrobienne polymicrobienne
88 25

Positif
monomicrobien
84 (95,5%)

Positif Positif
polymicrobien jg @ monomicrobien
12 (48%) 10 (36%)

Degre de confianc
insuffisant

Degre de confianc
insuffisant

2 (8%)

Negatif

1 (4%)

1(1,1%)

Figure 38 : Résultats de la spectrométrie de masse aprés extraction de I’ensemble des flacons positifs (le %
fait référence au nombre de flacons positifs parmi les subcultures mono ou polymicrobiennes)

113 flacons parmi les 117 positifs sont étudiés car 4 flacons aérobies n’ont pas été extraits.

Au total sur I'ensemble des flacons détectés positifs par 'automate :

- Une identification acceptable (correcte ou incorrecte) a été obtenue par SM aprés
extraction pour au moins une bactérie présente dans le flacon pour 106/117 flacons
(90,5%), avec 94 positifs monomicrobiens (80%) et 12 positifs polymicrobiens
(10,5%).

- Un degré de confiance insuffisant pour l'identification a été obtenu pour 3 flacons
(2.5%)

- Un résultat négatif (aucun pic retrouvé pour l'identification) a été obtenu pour 4

flacons (3%) avec les résultats suivants :
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o Echec de I'extraction sur flacon anaérobie mais identification acceptable et
correcte sur le flacon aérobie pour les especes bactériennes suivantes :
Streptococcus sanguinis, Staphylococcus haemolyticus,

o Echec de I'extraction sur le flacon anaérobie avec mais identification
acceptable et incorrecte sur le flacon aérobie pour les espéces bactériennes
suivantes : Streptococcus minor (Streptococcus sinensis sur le flacon aérobie),

Streptococcus oralis (Streptococcus pneumoniae sur le flacon aérobie).

Des discordances entre les flacons aérobies et anaérobies des prélevements
monomicrobiens sont observées :
- Flacons aérobies positifs seuls : 8/117 (6,8%) (S. aureus 3/8, S. epidermidis 2/8,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus capitis, S. pyogenes)
- Flacons anaérobies positifs seuls: 5/117 (4,2%) (P. acnes 3/5, Staphylococcus

pasteuri, S. aureus)

3.3.Identification

Le seuil de 1,5 pour le score d’identification a également été retenu car plusieurs études le

considerent comme acceptable (99,139,140).
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3.3.1. Selon le milieu de culture

3 , . Gélose sang Flacons Flacons Flacons
Résultat de I'identification par L. L.
o (%) totaux aérobies anaérobies
spectrométrie de masse
(%) (%) (%)
Haut degré d'identification a
Pespe 42 61 31 30
espéce
P (40,4) (54,0) (54,4) (53,6)
Score > 2,3
Identification a I'espece 85 90 49 41
Score > 2 (81,7) (79,6) (86,0) (73,2)
Identification au genre 98 101 54 47
Score>1,7 (94,2) (89,4) (94,7) (83,9)
Identification au genre si seuil
et 98 104 55 49
modifié
(94,2) (92,0) (96,5) (87,5)
Score > 1,5
Identification inacceptable 1 3 1 2
Score<1,7 (2,0) (2,7) (1,8) (3,6)
. 5 5 2 3
Identification incorrecte
(4,8) (4,4) (3,5) (5,4)
. I 0 4 0 4
Absence d’identification
(0) (3,5) (0) (7,1)
. 91 98 52 45
Reproductibilité acceptable
(87,5) (86,7) (92,9) (80,4)
104 113 57 56
Total
(100) (100) (100) (100)

Tableau XXX : Résultat de I'identification en spectrométrie de masse apreés extraction des flacons aérobies,
anaérobies ou des colonies bactériennes directement sur milieu gélosé

Il n’y a pas de différence significative entre la SM sur gélose au sang et sur flacons totaux en
ce qui concerne lidentification a I'espéece, l'identification au genre, les identifications
incorrectes, I'absence d’identification et la reproductibilité (p-value respectivement a 0,70 ;
0,20; 0,89; 0,12 ; 0,87). Une différence significative est par contre retrouvée pour le haut
degré d’identification (p-value = 0,045).

Concernant la SM sur flacon aérobie et anaérobie, aucune de différence significative n’a été

retrouvée pour I'ensemble des parametres: haut degré d’identification, identification a
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I'espece, identification au genre, identifications incorrectes, absence d’identification et

reproductibilité (p-value respectivement a 0,93 ; 0,09 ; 0,06 ; 0,68 ; 0,06 ; 0,10).

3.3.2. Selon le type de bactérie

Staphylocoques  Streptocoques et  Bacilles a gram Bacilles a gram Anaérobies
Type de bactérie (%) entérocoques négatif positif (%)
(%) (%) (%)
Haut degré
d'identification a 33 9 15 2 2
I'espéce (%) (60) (34,6) (68,2) (50) (33,3)
Score > 2,3
Identification a 49 15 20 2 4
espece (%) 89 57,7 90,9 50 66,7
coore s s (89) (57,7) (90,9) (50) (66,7)
Identlflcat(ljr; au 54 18 21 3 5
genre (%
Score > 1,7 (98,2) (69,2) (95,5) (75) (83,3)
Identification au
genre si seuil 55 19 21 3 6
modifié (%) (100) (73,1) (95,5) (75) (100)
Score > 1,5
Identification 1 1 0 0 1
inacceptable 18 46 0 0 16.7
score < 1.7 (18) (4,6) (0) (0) (16,7)
Identification 0 3 1 1 0
incorrecte (%) (0) (11,5) (4,5) (25) (0)
Absence 0 4 0 0 0
d’identification (0) (15,4) (0) (0) (0)
Reproductibilité 53 17 21 3 4
acceptable (%) (96,4) (65,4) (95,5) (75) (66,7)
Total 55 26 22 4 6

Tableau XXXI : Résultat de I'identification en spectrométrie de masse aprés extraction sur les flacons (score,
reproductibilité et identifications incorrectes), en fonction du type de bactérie isolée

Il N’y a pas de différence significative entre la SM sur les flacons contenant des bacilles a

Gram négatif ou des Staphylocoques en ce qui concerne le haut degré d’identification,
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I'identification au genre, les identifications inacceptables, les identifications incorrectes,
I'absence d’identification et la reproductibilité (p-value respectivement a 0,50; 0,49; 1;
0,29; 1; 1). Une différence significative est par contre retrouvée pour l'identification a
I'espece (p-value = 0,02).

Concernant la SM sur flacon contenant des Staphylocoques ou des Streptocoques, une
différence significative entre retrouvée pour I'ensemble des parameétres: haut degré
d’identification, identification a I'espéce, identification au genre, identifications incorrectes,
absence d’identification et reproductibilité (p-value respectivement a 0,03 ; 0,001 ; 0,0003 ;
0,03; 0,009 ; 0,0004), a I'exception des identifications inacceptables (p-value = 0,54).

Les résultats obtenus sur les bacilles a Gram positif et les bactéries anaérobies demeurent
néanmoins peu informatifs car ces catégories comportent peu d’échantillons:
respectivement 4 (2 Listeria, 2 Arthrobacter) et 6 (2 Clostridium, 4 Propionibacterium)
spécimens.

Les identifications incorrectes obtenues concernent les espéces bactériennes suivantes :

Espéce bactérienne attendue

Identification en spectrométrie de masse
apres extraction sur le flacon

Streptococcus minor

Streptococcus sinensis

Streptococcus oralis

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus parasanguis

Gemella haemolysans

Kingella kingae

Staphylococcus aureus

Arthrobacter cumminsii

Corynebacterium lipophile groupe F1

Tableau XXXII: Détail des identifications incorrectes obtenues en spectrométrie de masse aprés extraction
des flacons (score et/ou reproductibilité acceptable)

3.4.Flacons polymicrobiens

Dans la majorité des cas 2 espéces bactériennes sont retrouvées avec un score et/ou une
reproductibilité acceptable (48%), ou bien une seule espece est retrouvée (36%). Une plus
grande proportion de résultats négatifs ou ayant un degré de confiance insuffisant est

observée par rapport aux flacons monomicrobiens : 12% contre 4,5%.
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Les especes bactériennes identifiées conjointement avec un score et/ou une reproductibilité

acceptable (« positif polymicrobien ») en SM apres extraction d’'un méme flacon sont les

suivantes :

Tableau XXXIII : Nature des bactéries isolées dans les flacons polymicrobiens donnant un résultat
d'identification "positif polymicrobien" en spectrométrie de masse apreés extraction

Espéce bactérienne n°1

Espéce bactérienne n°2

Arthrobacter cumminsii

Weeksella virosa

Enterococcus faecalis

Streptococcus anginosus

Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus anginosus

Enterococcus faecalis

Staphylococcus epidermidis

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus epidermidis

Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Propionibacterium avidum

Peptoniphilus harei

Streptococcus anginosus

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Enterobacter cloacae

Staphylococcus aureus

Enterobacter cloacae

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter aerogenes

(une ligne correspond a un flacon)
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3.5.Délai de croissance

.. Ecart entre le délai de croissance sur
Bactérie - L,
milieu gélosé et sur flacon

<1j 1j > 1j
Actinomyces odontolyticus 1
Bacteroides vulgatus
Clostridium subterminale
Eikenella corrodens
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis

u W b P -

Escherichia coli
Peptoniphilus harei
Propionibacterium acnes
Propionibacterium avidum
Pseudomonas aeruginosa 3
Staphylococcus aureus 2 14 5
Staphylococcus haemolyticus 1

Staphylococcus lugdunensis

Streptococcus anginosus 1
Streptococcus minor

Streptococcus mutans

Streptococcus oralis 2
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Streptococcus sanguinis 2

Tableau XXXIV : Différence entre le délai de croissance sur le milieu gélosé et le flacon Bactec positifs en

premier dans un préléevement donné, en nombre de prélévements par espéce bactérienne.

Sur le total des espéces bactériennes isolées I'on retrouve donc :

3,1% des bactéries isolées avec un délai de croissance < 1 jour entre la culture sur
gélose et le flacon
39,8% des bactéries isolées pour lesquelles le flacon est positif 1 jour avant la culture
sur gélose
16,3% des bactéries isolées pour lesquelles le flacon est positif plus d’1 jour avant la
culture sur gélose
Les flacons sont positifs seuls pour 33,7% des bactéries isolées.

o Nota bene : si 'on ne prend en compte que les prélevements de patients

appartenant au groupe des IOA probables ou certaines : 18/88 soit 20,4% des
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bactéries isolées ne sortent qu’en flacon (les bactéries isolées sur flacon seul
des prélevements de patients appartenant au groupe des IOA exclues
correspondent a des contaminants).
Les milieux gélosés sont positifs seuls pour 7 prélevements en ce qui concerne les
especes bactériennes suivantes (7,1% des bactéries isolées sur tous les
prélevements) : E. corrodens, Moraxella catarrhalis, Finegoldia magna, Actinomyces

radingue, Pasteurella multocida, S. aureus, S. epidermidis.
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Discussion

L’étude « Spectro-LA » nous permet d’avoir une représentation épidémiologique succinte de
la population incluse. Dans ce travail, les critéres cliniques et microbiologiques définis au
préalable permettent de distinguer deux populations de patients :
- groupe patients infectés : IOA probable ou certaine
- groupe patients non infectés : I0OA exclue

Bien que I'on observe des similitudes en termes d’age et de comorbidités, plusieurs points
différencient ces 2 groupes. Le sexe masculin est prédominant chez les patients infectés, ce
qui a été décrit dans la littérature (141). De méme, alors que I'on aurait pu s’attendre a voir
apparaitre I'immunosuppression comme un facteur de risque d’infection (26,141), dans
notre étude la proportion de patients présentant une immunosuppression locale ou
générale est plus grande dans le bras des patients non infectés. Ceci s’explique par la
proportion élevée de patients présentant une arthrite rhumatismale dans la population non
infectée (11 patients soit 27.5% dans le groupe non infecté pour aucun dans |'autre groupe),
ces derniers étant couramment traités par corticoides ou immunosuppresseurs
(méthotrexate, anticorps monoclonaux...). Dans le groupe des patients infectés aucun
facteur de risque prédominant n’a été retrouvé, mais tout comme décrit dans I'étude de
Ryan et al. (141), on observe |'existence contemporaine au prélevement d’hémocultures
positives (12,6% des cas). De méme, les signes d’infection cutanée en regard de
I"articulation touchée ne sont rapportés que dans cette population.

Concernant le nombre d’articulations atteintes : dans le groupe des patients infectés, des
monoarthrites ont été principalement observées, avec quelques oligoarthrites (touchant 2
articulations dans ce cas) alors gu’une majorité de polyarthrites et d’oligoarthrites a été
décrite dans l'autre groupe. Cette observation est en accord avec le profil décrit des
infections ostéo-articulaires qui sont principalement monoarticulaires (9) tandis que les
arthrites rhumatismales ou microcristallines touchent plus volontiers plusieurs articulations.
La majorité des prélevements de patients du groupe IOA certaine ou probable
correspondent a des infections monomicrobiennes avec 25%  d’infections
polymicrobiennes, qui sont souvent décrites dans les infections sur prothése et les infections

sur pied diabétique (9).

126



Les articulations de gros volume sont principalement touchées dans les 2 populations
(>50%), avec une prédominance d’atteintes au niveau du genou pour les patients non
infectés (60%) et de la hanche pour les patients infectés (30%) ; ces articulations sont celles
rationnellement les plus fréquemment touchées par des arthropathies (9). Le reste des
articulations concernées regroupe sans prédominance le rachis, I'épaule, la cheville, le
poignet...

On retrouve parmi les bactéries responsables d’infection une majorité de Staphylococcus
aureus (25,5%) puis des entérobactéries, staphylocoques a coagulase négative,
streptocoques et Pseudomonas aeruginosa (5,9%), ce qui est cohérent avec I'épidémiologie

des IOA décrite dans la littérature (9,23,33,141).

Un des objectifs de notre étude était de déterminer l'intérét de la SM directement sur le
prélévement apres extraction, pour cela une comparaison des performances en termes de
sensibilité et spécificité avec la culture, 'examen direct et la PCR-séquencage ARN 16S sur le
prélévement a été réalisée.

La culture, qui demeure la technique de référence pour le diagnostic des I0A,
présente la meilleure sensibilité (85,9% ici et jusque 82% dans les travaux sur I’AS (14)) mais
la moins bonne spécificité (74.5%) parmi les techniques évaluées, en raison d’une potentielle
contamination du prélévement. Elle présente également I’AUC la plus élevée dans notre
étude (0,849), ce qui en fait donc le meilleur marqueur prédictif d’IOA parmis ceux étudiés.
Une diminution de la sensibilité peut étre due a une mauvaise qualité de I’échantillon
(préléevement, délai d’acheminement ou de mise en culture...), a la prise d’antibiotiques
préalablement au prélévement ou encore a la présence de bactéries difficiles voire
impossible a cultiver sur les milieux usuels (142). Ceci témoigne de l'importance de se
référer aux différents criteres existants pour linterprétation d’une culture issue de
POA (7,46,59) : critéres bactériologiques par culture et par biologie moléculaire, critéres
cliniques, criteres d’imagerie... afin de distinguer une bactérie réellement responsable
d’infection d’un contaminant.

La PCR-séquencgage ARN 16S sur le prélevement a présenté une sensibilité de 28,6%
et elle a permis notamment de confirmer I'origine bactérienne de I'lOA pour certains

prélevements, malgré I’échec de la culture inhibée par I'antibiothérapie. Ce résultat rappelle
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I'intérét de la biologie moléculaire dans le cas de prélevements réalisés aprés mise en place
d’un traitement antibiotique (143,144). La présence de plusieurs especes bactériennes dans
le prélevement est un obstacle a I'obtention d’une séquence génétique interprétable, ce qui
pourrait étre résolu par une étape intermédiaire de clonage des amplicons (145).
L'utilisation de telles techniques demeure toutefois difficile en routine de laboratoire
d’analyses médicales. Il n’y a pas eu de faux positif en biologie moléculaire dans cette étude
tout comme dans celle de Fihman (146), bien que des faux positifs en PCR ARN 16S liés a une
contamination par de I'ADN aient déja été observés (145). On retrouve en revanche
beaucoup de faux négatifs contrairement a ce qui est décrit dans plusieurs travaux
(145,146) ; ceci peut s’expliquer par la variabilité des techniques d’extraction utilisées dans
ces derniers. En I'occurrence, seuls des bacilles a Gram négatif ou des streptocoques ont été
correctement identifiés par biologie moléculaire directement sur le prélevement dans notre
étude, alors qu’aucun staphylocoque n’a été retrouvé, bien qu’ils soient majoritairement
isolés par culture dans les prélevements inclus (24/111 prélévements). Ce résultat peut étre
lié a une difficulté pour identifier les cocci a Gram positif en raison de leur paroi plus difficile
a lyser pendant I'étape d'extraction (en effet, celle-ci est plus résistante car composée
principalement de peptidoglycane) (68,147,148). Une autre hypothése est celle d’'un
inoculum trop faible, puisque la sensibilité de la biologie moléculaire reste proche de celle
de I'examen direct.

L’examen direct a présenté une sensibilité de 31,7% (entre 45 - 50% dans les travaux
sur I’AS (14,149)), comparable dans notre étude a celle de la PCR- séquencage ARN 16S sur le
prélevement, mais son implication est différente. Réalisée des la réception du prélevement,
la lecture apres coloration de Gram permet d’orienter I'antibiothérapie du patient avant les
résultats de la culture ou de la biologie moléculaire. En cas de culture négative tous les
examens directs correspondants étaient également négatifs, cette technique n’a donc pas
présenté de faux positif dans notre étude.

La spectrométrie de masse a été utilisée dans ce travail car de nombreuses
publications montrent sa supériorité en terme d’identifications acceptables au genre et a
I'espéce pour la plupart des bactéries isolées dans les laboratoires de biologie médicale
(120,131,133,150,151), et démontrent sa capacité a identifier des bactéries réputées

difficiles a caractériser comme certaines bactéries anaérobies ou les bactéries du groupe
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HACEK (Haemophilus, Actinobacillus actino-mycetemcomitans, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens, Kingella...) ... (134,152,153) Les limites de cette technique demeurent
toutefois I'identification des bactéries de type streptocoques alpha-hémolytiques
(notamment la distinction entre le groupe Streptococcus mitis et Streptococcus
pneumoniae), le genre Shigella (dont le spectre n’est pas toujours présent dans les bases de
données), les espéces de Listeria... qui sont régulierement mal identifiées en spectrométrie
de masse (99,120,131,151,154). En cas de difficulté d’identification par spectrométrie de
masse (score et reproductibilité insuffisantes), I'identification a été obtenue par I'utilisation
de galeries biochimiques (API, ID32..) ou de disques antibiotiques (optochine pour les
pneumocoques...) voire par biologie moléculaire si les méthodes phénotypiques se sont
avérées également insuffisantes (séquencage avec PCR des genes codant I’ARN 16S, la
superoxyde dismutase (SOD), ou bien PCR spécifique...). Par rapport a un examen direct
réalisé sur prélevement ou sur flacon de culture prolongée, 'orientation thérapeutique
déduite de I'identification par SM est plus précise (155), notamment pour la différenciation
des bacilles a Gram négatif et des cocci a Gram positif en amas. En effet, la sensibilité aux
antibiotiques et la prise en charge thérapeutique different notablement entre
Enterobacteriacae, Acinetobacter ou Pseudomonas (156,157), de méme qu’entre S.aureus
qui est souvent pathogéne et les différentes espéces de Staphylocoques a coagulase
négative ou de Micrococcus, qui sont possiblement des contaminants.

Parmi les 70 prélévements analysés seuls 2 échantillons ont un résultat de
spectrométrie de masse sur le prélevement avec un score et/ou une reproductibilité
acceptable. Ainsi le nombre trop faible d’échantillons positifs ne permet pas d’extrapoler des
conditions favorables a la réussite de I'analyse (nature du prélevement de type liquide
synovial ou prélevement chirurgical, consistance solide ou liquide, broyage ou non au
préalable...). Toutefois, I'espéce bactérienne retrouvée sur ces 2 échantillons est un E. coli,
bactérie aisément identifiée en pratique quotidienne par SM (fréquemment de score >2 et
de reproductibilité = 10) et ayant poussé rapidement sur la totalité des milieux ensemencés
pour chaque échantillon, avec une PCR ARN 16S (2/2 préléevements) et un examen direct
(1/2) positifs, laissant supposer que I'inoculum était important.

La spectrométrie de masse aprés extraction sur le préléevement présente donc une sensibilité

moindre (6,3%), inférieure a celle des techniques existantes (biologie moléculaire, culture et
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examen direct), ne justifiant pas son utilisation en pratique quotidienne dans cette
indication. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer cela. La plus probable est celle d’un
inoculum insuffisant : en effet, les travaux de Ferreira et al. (115,116) évaluant directement
la spectrométrie de masse sur des échantillons d’urines montrent qu’un résultat correct
n’est obtenu qu’a partir d’un inoculum de 6x10* UFC/mL pour I’E. coli voire 10° UFC/mL pour
d’autres bactéries telles que P. aeruginosa ou E. faecalis. D’autres études sur le méme type
de prélévement retrouvent cependant des identifications cohérentes dés 10° UFC/mL (158).
A l'inverse, des travaux réalisés sur flacons d’hémoculture obtiennent une identification
acceptable a partir seulement de 10° UFC/mL, sachant que I'inoculum moyen est de 5 x 10®
UFC/mL lorsqu’un flacon est détecté positif par 'automate (159). Les bons résultats dans
notre étude de la spectrométrie de masse aprés extraction sur les flacons Bactec® de POA
confortent également I’hypothése d’un inoculum insuffisant, puisque la principale différence
entre cette méthode et I'analyse sur le prélevement d’origine est I’enrichissement de
I'inoculum bactérien. Cependant cette explication n’est pas seule suffisante pour expliquer
les résultats. En effet, le seuil de sensibilité en microscopie optique étant d’environ 1
bactérie pour 100 champs (au grossissement 10*¥100), ce qui correspond au minimum a 10*
UFC/ml (33), il y aurait di avoir presque autant de résultats positifs en SM sur le
préléevement que d’examens directs positifs soit pres de 37,1%.

L'interférence avec la matrice du prélevement est également une explication possible. En
effet, le liquide articulaire est de composition riche en mucopolysaccharides et en
hyaluronate et les bactéries peuvent demeurer piégées au sein de la trame tissulaire des
POA, en dépit du broyage réalisé. Des difficultés semblables sont observées pour la PCR ARN
16S dont la sensibilité est plus faible sur les POA que sur d’autres liquides biologiques
comme le liquide céphalo-rachidien (160,161) ou les valves cardiaques (162—-165).

Enfin, la consistance du préléevement peut aussi avoir une influence sur le résultat : souvent
visqueux et parfois coagulé, celui-ci forme fréquemment un culot d’aspect fibrineux lors de
I’extraction, susceptible de masquer ou d’englober le culot bactérien recherché et rendant
difficile la réalisation de I'extraction.

En définitive, le manque de sensibilité de la spectrométrie de masse sur les préléevements
ostéo-articulaires peut s’expliquer par la conjonction de plusieurs facteurs: inoculum

insuffisant, interférence matricielle et difficultés d’extraction liées a la consistance du
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prélevement. L'ensemble des résultats obtenus sur les différentes méthodes comparées
dans notre étude (examen direct, culture, PCR ARN 16S et SM sur le préléevement) rappellent
également qu’a I'heure actuelle, la culture demeure un élément incontournable dans le

diagnostic bactériologique des IOA.

Notre étude avait également pour objectif d’étudier I'efficacité de I'identification par
SM apres extraction sur les flacons d’hémocultures utilisés pour I’enrichissement des POA.
La performance de cette technique a donc été comparée a celle de I'identification par SM
directement sur les colonies issues de cultures gélosées et celle obtenue dans la littérature
sur des flacons d’hémoculture. En parallele, les résultats ont été analysés en fonction du
type de flacon et de la nature de I'espéce bactérienne incriminée.

La performance de l'identification par spectrométrie de masse apres extraction sur
les flacons d’enrichissement de prélevements ostéo-articulaires est statistiqguement
comparable a celle obtenue sur gélose au sang dans notre étude. Le pourcentage de haut
degré d’identification est néanmoins significativement supérieur sur flacon (54,0% contre
40,4%), ce qui peut étre lié au fait qu’il n'y ait pas systématiquement d’extraction a I'acide
formique pour lidentification directement a partir des colonies, alors que pour
I'identification a partir des flacons I'extraction Sepsityper® est obligatoirement suivie d’'une
extraction a I'acide formique.

A notre connaissance, peu d’études ont évalué les performances de la SM sur des
flacons de culture prolongée ensemencés avec des POA. Une étude de Ferroni et al (155)
analysant les flacons d’enrichissement (flacons sans charbon, bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) de 15 liquides de conservation de greffons et 31 POA (liquide articulaire, biopsie
osseuse et abcés profond) retrouve une identification a 100% au genre et 96% a I'espéece sur
I’ensemble des bactéries testées.

Les résultats obtenus par spectrométrie de masse sur flacon de POA (respectivement
89,4% et 76,9% d’identifications au genre et a I'espece) sont analogues a ceux décrits lors de
travaux réalisés sur des flacons d’hémoculture, pour lesquels le pourcentage d’identification
correcte a I'espéce est proche de 80%, avec une variation de 31,8 a 99 % selon les études
(95,99,135,139,140,155,159,166—170). Par ailleurs en considérant uniquement les flacons

monomicrobiens, on obtient dans notre étude une identification acceptable au genre ou a
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I'espéce de 95,5% en SM aprés extraction et seule une faible proportion (<5%) obtient un
résultat négatif ou un degré de confiance insuffisant pour I'identification.

Le pourcentage d’identification au genre obtenu augmente a 92 % sans obtention
d’identifications incorrectes supplémentaires, si I'on prend en compte le seuil de 1,5 retenu
par certaines études dont celle de Nonnemann et al. (139), dans laquelle ce pourcentage est
porté de 54 a 63 % en abaissant le seuil de 1,8 a 1,5. Pour Moussaoui et al (140), un score >
1,4 est pertinent si la reproductibilité a I'espece est d’au moins 4 et concerne des
propositions successives. L'utilisation du seuil proposé par le fabriquant sous-estimerait
donc la proportion d’identifications correctes, I'obtention d’un score inférieur étant
principalement due a la qualité de I’échantillon (faible inoculum et présence d’un bruit de
fond) plutot gu’a un faible degré de corrélation entre le spectre de masse de I'échantillon
isolé et le meilleur profil correspondant dans la base de données (159).

Le pourcentage de haut degré d’identification c'est-a-dire de score > 2,3 (54%) est
plus élevé dans notre étude que celui retrouvé sur flacon d’hémoculture dans I’étude de Kok
et al. (169) qui mentionne 47,1% pour les bactéries a gram négatif (68,2% dans notre étude),
9,8% sur les Staphylocoques (60%) et 22,6% pour les Streptocoques (34,6%). Cette étude
comporte cependant plus de Staphylocoques a coagulase négative et de bacilles a Gram
négatif non fermentants qui y sont moins bien identifiés, ce qui peut expliquer la différence
retrouvée avec nos travaux.

Quelques différences sont observées entre les résultats retrouvés sur flacons
aérobies et anaérobies dans la littérature. Christner et al (159) décrivent ainsi des scores
inférieurs sur flacons d’hémoculture aérobies par rapport aux flacons anaérobies (1,786
contre 2,101 en moyenne) pour |'espéce S.aureus, avec 6 S.aureus mal identifiés sur flacon
aérobie contre aucun sur flacon anaérobie. Ce n’est pas le cas dans notre étude ol une
différence est observée uniquement avec le genre Streptococcus, mieux identifié sur les
flacons aérobies (4 absences d’identification sur flacons anaérobies contre aucune sur flacon
aérobie).

En ce qui concerne I'extraction des flacons contenant plusieurs espéces bactériennes,
des résultats similaires a ceux obtenus dans notre étude sont retrouvés dans les travaux sur
flacons d’hémocultures polymicrobiens. Kok et al. rapportent ainsi 35,5% de flacons non

identifiés ou mal identifiés (12% dans notre étude) et 64,5% de flacons sur lesquels une
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seule des 2 espéces bactériennes est retrouvée (169). D’aprées I'étude de Ferroni et al. (155),
en cas d’identification unique sur un flacon polymicrobien, I'espece bactérienne la plus
fréguemment identifiée est celle présente en plus grande quantité sur la coloration de Gram
(dans cette étude seulement 2,3% des flacons polymicrobiens ont un seul morphotype a
I'examen direct). Aucun des flacons monomicrobiens n’a donné de résultat faussement
polymicrobien apres extraction, ceci amene a penser qu’en cas d’identification multiple il est
possible de tenir compte de la présence de toutes les espéces ayant un score et/ou une
reproductibilité acceptables (48% des flacons polymicrobiens dans notre étude obtiennent
une identification aprés extraction avec plusieurs espéces ayant un score acceptable).
Inversement, la présence d’une seule espéece bactérienne en SM apres extraction ne permet
pas d’exclure la présence d’une autre espéce dans le prélevement (pour 36% des flacons
polymicrobiens dans notre étude une seule espéce bactérienne a été identifiée apres
extraction).

L’analyse a également porté sur la performance de l'identification en SM sur flacon
en fonction de I'espéce bactérienne considérée. Celle-ci est significativement meilleure sur
les Staphylocoques et les bacilles a Gram négatif que sur les Streptocoques. Ces résultats
correspondent a ceux trouvés dans la littérature sur les flacons d’hémoculture : en effet, les
bacilles a Gram négatif sont usuellement mieux identifiés que les bactéries a Gram positif
(98,99,139,168,169). Plusieurs études décrivent un inoculum inférieur dans les flacons
contenant des bactéries a Gram positif au moment de la détection de pousse par
I'automate, et Christner et al (159) observent une similarité entre les spectres des
échantillons mal identifiés et ceux de flacons d’hémoculture stériles. Les scores inférieurs
obtenus sur les flacons contenant des bactéries a Gram positif pourraient donc étre la
conséquence d’'une différence d’inoculum (dés < 10° UFC/mL, les spectres obtenus sur
hémocultures sont proches de ceux d’échantillons stériles (159)). Les bons résultats obtenus
sur les Staphylocoques dans notre étude peuvent quant a eux s’expliquer par le fait qu’il y ait
plus de S. aureus que de Staphylocoques a coagulase négative (55 prélevements contre 16),
le Staphylocoque doré étant décrit comme mieux identifié dans les travaux réalisés sur
flacon d’hémoculture (9,3% contre 36% de non identification (score <1,7) d’aprés Kok et al.
(169)). Une différence d’inoculum peut néanmoins également en étre a l'origine car ce

résultat n’est pas retrouvé dans I'étude de Loonen et al. (171) qui porte uniquement sur

133



I'identification a partir de colonies sur milieu gélosé de Staphylocoques a coagulase négative,
et qui recense 99,3% d’identifications correctes.

Les bacilles a Gram positif sont quant a eux pauvrement identifiés avec 50%
d’identification a I'espece et 75% au genre, tout comme dans I'étude de Kok et al. (169) ou
65% des bacilles a Gram positif sont non identifiés. Il en est de méme dans notre étude pour
les bactéries anaérobies avec 66,7% d’identification a I'espece et 83,3% au genre tandis
gu’aucune espéce bactérienne anaérobie n’a été identifiée par SM sur flacon dans I'étude de
Kok et al (169). Ces derniers n’ont cependant pas considéré le Propionibacterium comme un
genre anaérobie et les effectifs de I'étude étaient également faibles (seulement 4 flacons
contenant des anaérobies). L'étude de Stevenson et al. (170) reporte quant a elle 12/44
identifications non acceptables (score < 1,7) pour P. acnes, résultat qui avait été retrouvé
également sur les études par SM directement sur colonies (131).

L’ensemble des bactéries non identifiées et la majorité des identifications incorrectes
concernent les Streptocoques (13,6% d’entre eux) dont le groupe des alpha-hémolytiques,
ce qui est retrouvé dans de nombreuses études réalisées sur flacons d’hémoculture
(98,99,167,169,170). Une erreur d’identification de K. kingae a également été observée
(identification en S. aureus). Cette discordance est probablement liée a une contamination
lors de la manipulation puisqu’aucune étude ne mentionne ce type d’incohérence. De plus,
seule K. kingae a été retrouvée sur la subculture du flacon tandis que le S. aureus est une
espéce moins exigeante et dont la pousse est beaucoup plus rapide; il est donc peu
probable que celui-ci ait été réellement présent dans le flacon.

En définitive, la spectrométrie de masse aprés extraction sur les flacons de culture
prolongée de POA ne permet pas de s’affranchir de la subculture de celui-ci mais permet
dans la plupart des cas une identification acceptable pour au moins une bactérie présente
dans le flacon (90,5% des flacons de notre étude). De plus, parmi le groupe des patients
infectés, une importante proportion des bactéries ne pousse que dans les flacons de culture
prolongée (20,4%) ce qui permettrait donc une identification bactérienne plus rapide en
utilisant cette technique. Dans le cas des flacons polymicrobiens le résultat est seulement
indicatif, mais pour les flacons monomicrobiens (74%) les résultats sont directement
interprétables en ce qui concerne les bactéries pathogenes (les examens étant a répéter sur

d’autres prélevements pour les bactéries appartenant a la flore cutanée, qui peuvent étre
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des contaminants). Il existe en revanche un risque de faux négatif (3%) (notamment pour les
Streptococcus viridans) ; il conviendrait donc dans le cas d’un flacon détecté positif par
I'automate dont I’'analyse par SM aprés extraction est négative de ne pas rendre le résultat,

en attendant I'analyse de la subculture sur milieu gélosé.

Cette étude présente toutefois certaines limites. En effet, I'échantillonnage pour I'étude de
la spectrométrie de masse directement sur le prélevement est relativement faible : pour ce
parametre 32 préléevements de patients appartenant au groupe des IOA certaines ou
probables ont pu étre inclus. Ces difficultés de recrutement sont liées d’une part a
I’épidémiologie locale, et d’autre part a la quantité souvent insuffisante de prélévement
parvenue au laboratoire.

Différents types d’échantillons sont utilisés dans I’étude, tant en terme de matrice (liquides
articulaires, tissus mous, os..) que de contenant (pot stérile, tube hépariné..) ou de
traitement (broyage ou non), ce qui pourrait constituer un biais dans I'exploitation des
résultats. De méme, le volume de prélévement utilisé pour la mise en culture des liquides
articulaires de quantité < 5 ml est incertain car ceux-ci sont broyés a partir de la totalité du
préléevement ce qui représente un volume variable. Ces incertitudes n’ont cependant
probablement pas eu d’influence sur les résultats de I'étude, puisque l'identification apres
extraction par spectrométrie de masse est peu sensible sur I’ensemble des prélevements et
elle est performante sur I'ensemble des flacons, ceci quel que soit le type de prélévement et
la quantité d’échantillon utilisée.

Cette technique nécessite également un temps de réalisation conséquent pouvant impacter
sur l'organisation du laboratoire : en effet, la technique d’extraction utilisée dans cette
étude (kit Sepsityper® commercialisé par Bruker®) requiert pres de 40 minutes (169,172),
mais elle présente I'avantage d’étre standardisée et validée par des essais dans la littérature
(169,173). D’autres méthodes d’extraction simplifiées ont été testées sur les flacons
d’hémocultures et permettent toutefois de réduire ce délai de moitié, telles que les
méthodes a la saponine (155,174,175), au chlorure d’ammonium (98), a l'acide
trifluoroacétique ou a l'acide formique (99), voire méme des méthodes comprenant

uniguement une série de centrifugations (173,175).
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De plus, il n’y a pas de données dans notre étude sur la spécificité de I'identification par SM
aprées extraction sur flacon (aucune extraction de flacon non détecté positif par I'automate
n’a été réalisée), mais les résultats sont systématiquement comparés avec la subculture
issue du flacon dont on ne peut actuellement s’affranchir (pour la réalisation d’un
antibiogramme, en cas de flacon polymicrobien...).

Enfin, I’évaluation précise de I'incidence d’une identification bactérienne plus précoce sur la
prise en charge du patient atteint d’lOA ou sur I’écologie des bactéries multi-résistantes dans

le service pourra faire I'objet d’une étude future.

Au travers de notre étude, |'utilisation de la SM sur les flacons de culture de POA
apparait prometteuse dans le diagnostic et la prise en charge des I0A. Cette technique
permettrait notamment la réduction du délai pour le rendu des résultats au clinicien avec un
colt modéré.

En effet, malgré son prix d’achat, la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF a
permis de réduire le prix de I'identification bactérienne par rapport aux tests phénotypiques
et aux divers kits d’agglutination, en raison de son faible co(t de réalisation par échantillon
(réduction du co(t de 56,9% par an (151), environ 5 fois moins cher (135)). De plus,
I'utilisation d’une méthode a la saponine par exemple est moins colteuse qu’une extraction
avec le kit Sepsityper® (0,72 contre 7,45 € par analyse d’aprés (174)), le colt de cette étape
peut donc étre encore diminué. Ainsi, au laboratoire, I'identification bactérienne par SM
apres extraction sur les flacons pourrait étre réalisée avec un colt matériel raisonnable.

Une réduction des délais d’identification est également envisageable : d’aprés Tan et
al. (151), l'utilisation de la SM pour l'identification sur colonies bactériennes réduit de 1,45
jours le délai d’identification par rapport aux méthodes traditionnelles. Celui-ci est estimé a
environ 6 minutes par colonie bactérienne (135), pour plus d’1 jour avec les méthodes
phénotypiques (au moins 16h (135)) ou la biologie moléculaire. Dans le cas des flacons
d’hémocultures, I'identification bactérienne par SM directement sur le flacon optimise le
délai de rendu de résultat par rapport aux méthodes conventionnelles avec un gain variant
de 1h a plus de 24h selon les méthodes d’extraction (97,159). Ce gain de temps est
également observé notre étude puisque 89,8% des bactéries isolées des POA inclus poussent

soit uniquement en flacon de culture prolongée soit avec un délai < a 1 jour sur flacon par
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rapport aux milieux gélosés. Etant donné que les performances de l'identification par SM
directement sur flacons de POA sont comparables a celles sur flacons d’hémoculture, il est
donc possible de réduire les délais d’identification bactérienne pour une majorité de ces
prélevements.

Une étude de Vlek et al (176) montre de surcroit que lidentification par
spectrométrie de masse aprées extraction effectuée sur des flacons d’hémocultures réduit le
délai d’identification de 28,8h et augmente par conséquent de 11,3% la proportion de
patients recevant une antibiothérapie adaptée a la résistance naturelle de I'espece
bactérienne identifiée et a I'écologie du service, 24h apres la positivité du flacon (177). La
réduction du délai d’identification permettrait d’une part de réduire la prescription
empirique d’antibiotiques a large spectre d’action qui favorise I'’émergence des résistances
bactériennes (156,178,179), et d’autre part de diminuer la morbidité (180,181) et la
mortalité pour le patient (d’aprés des études réalisées dans le cadre des septicémies
notamment (180,182,183)), cette derniére pouvant atteindre 11,5% dans les arthrites
septiques (14). D’un point de vue financier cela se traduirait par une diminution du co(t en
traitement (177,182,184) et de la durée d’hospitalisation (181,184,185). Ces résultats,
associés a ceux de I'étude « Spectro-LA », mettent en relief I'intérét de I'utilisation de la SM

sur les flacons de culture de POA dans le diagnostic et la prise en charge des IOA.
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Conclusion

Les infections ostéo-articulaires sont de par leur impact sur la morbi-mortalité un probléme
majeur de santé publique, justifiant la création en 2008 des Centres de Référence des
Infections Ostéo-articulaires du Grand Ouest (CRIOGO) dont fait partie le C.H.U. de Rennes.

C’est dans ce contexte qu’a été initiée I'étude « Spectro-LA », qui a pour objectif d’évaluer
I'apport de la spectrométrie de masse dans la réduction du délai d’identification des
bactéries responsables d’IOA, afin d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients
concernés. Elle utilise pour cela une technique performante récemment introduite en
laboratoire de Bactériologie médicale : la spectrométrie de masse avec source d'ionisation

laser assistée par une matrice (MALDI-TOF).

Durant 10 mois, 78 patients pour un total de 111 prélevements ont été inclus dans I'étude
au laboratoire de Bactériologie et Hygiene hospitaliere du C.H.U. de Rennes (Pontchaillou).
La spectrométrie de masse type MALDI-TOF (Biotyper, Bruker®) est alors réalisée
directement sur les prélevements et sur les bouillons d’enrichissement (flacons Bactec, BD®)
aprés traitement préalable grace au kit MALDI Sepsityper® (Bruker®), en paralléle d’un
examen bactériologique standard et d’'une analyse par biologie moléculaire du prélevement

(PCR ARN 16S et séquencage). Les conclusions de I'étude « Spectro-LA » sont les suivantes :

D’une part, l'identification par spectrométrie de masse aprés extraction directement sur le
prélevement ne peut étre utilisée en pratique quotidienne au laboratoire car elle possede
une sensibilité insuffisante (6,3%), ceci pour des raisons probablement multifactorielles :
inoculum insuffisant, interférence avec la matrice du prélévement, difficultés techniques lors

de I'extraction liées a la consistance du prélévement...

D’autre part, l'identification par spectrométrie de masse apres extraction sur les milieux
liquides d’enrichissement (flacons) de POA présente des performances similaires aux
résultats des travaux réalisés sur flacons d’hémocultures, avec une proportion
d’identification a I'espéce et au genre respectivement de 79,6 et 89,4%. Ses limites sont

également les mémes: l'intérét est limité pour les flacons polymicrobiens et certaines
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bactéries incorrectement identifiées (streptocoques alpha-hémolytiques...). Au final, cette
technique pourrait permettre I'amélioration des délais d’identification sur les prélevements
ostéo-articulaires puisque prés de 90% des especes bactériennes isolées par prélévement
poussent dans un délai inférieur d’au moins 1 jour sur flacon de culture prolongée par
rapport aux milieux gélosés ou bien poussent uniquement sur le flacon d’enrichissement.
Compte tenu de I'importance dans les infections ostéo-articulaires aigués de la mise en place
dans les délais les plus brefs d’un traitement adapté afin d’éviter un passage a la chronicité
et une morbi-mortalité conséquente, I'implantation en routine de cette technique pourrait
permettre d’améliorer la prise en charge thérapeutique du patient par la mise en place plus
rapide d’une antibiothérapie adaptée a |'espéce bactérienne et de diminuer le colt
d’hospitalisation.

De plus, des études récentes montrent que la méthode d’extraction utilisée (kit Sepsityper®)
pourrait étre simplifiée avec une réduction du colt d’utilisation et du temps technique
nécessaire a sa réalisation, facilitant ainsi son utilisation en pratique quotidienne au

laboratoire.

A terme, cette technique pourrait également étre appliquée a d’autres préléevements
biologiques soit directement sur I"échantillon pour les préléevements a fort inoculum
(examen direct positif...) soit sur le flacon pour ceux ensemencés dans des flacons de type
Bactec® pour enrichissement : valves cardiaques, liquides de dialyse péritonéale, liquide de
conservation d’organes, liquides d’ascite... Une automatisation de I'extraction pourra sans

doute également étre envisagée.

Si aujourd’hui le laboratoire de Bactériologie propose comme stratégie diagnostique dans les
infections ostéo-articulaires un examen direct rapide et spécifique mais relativement peu
sensible, ainsi qu’'une mise en culture pouvant étre accompagnée de biologie moléculaire
pour les espéeces bactériennes exigeantes et les patients sous antibiothérapie, la
spectrométrie de masse MALDI-TOF réalisée sur les flacons de culture lors de la détection de
leur positivité par 'automate pourrait permettre de réduire les délais d’identification pour
une importante proportion de prélevements, et améliorer ainsi la prise en charge des

patients.
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Annexes

Annexe 1 : Milieux de culture utilisés

Milieux non sélectifs : ils contiennent au minimum des peptones ainsi que des
extraits de viande et de levure et sont complétés ou non de diverses substances
(vitamines, sang, sérum, ceuf..) selon les exigences de la bactérie a cultiver. lls
peuvent étre sous forme liquide ou solide si additionnés d’une substance gélifiante
(agar-agar). Les géloses de type trypticase-soja permettent donc la croissance des
bactéries peu exigeantes tandis que les géloses au sang frais de cheval ou de mouton
(5 a 10%) et les géloses au sang cuit (permettant la libération des facteurs de
croissance érythrocytaires) permettent la pousse des bactéries plus exigeantes.
Milieux semi-sélectifs : ils contiennent des substances inhibant la croissance de
certaines bactéries telles que des antibiotiques ou des antiseptiques permettant de
mieux isoler I'espéece recherchée au sein d’un milieu polymicrobien, ce qui est le cas
des prélévements provenant de sites ou une flore locale commensale est présente
(peau, tractus respiratoire et digestif...). Il existe ainsi des milieux semi-sélectifs pour
Staphylococcus, Pseudomonas, Neisseria, Legionella, Brucella...

Milieux chromogeénes : les POA étant normalement stériles, ces milieux ne sont pas
utilisés en premiére intention sauf en cas de croissance polymicrobienne avec des
colonies difficiles a différencier ou a isoler.

Milieux d’enrichissement liquide : bouillon coeur-cervelle, bouillon Schaedler, milieu
de Rosenow, flacons d’hémoculture aérobies et anaérobies... lls sont plus
performants que les milieux solides car ils permettent de cultiver des prélevements
paucimicrobiens ou de favoriser la croissance des espéces bactériennes a pousse
lente voire déficients, comme c’est le cas parfois dans les IOA. En effet, la
composition optimale du milieu utilisé, la mise en culture d’une quantité de liquide
plus importante, la présence d’agents adsorbants d’antibiotiques (résines) et
d’agents lytiques libérant les bactéries intracellulaires ainsi que la possibilité étre
ensemencés au lit du malade augmentent les chances des flacons d’hémoculture de

permettre la culture de ces bactéries fragiles (7,186,187).
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Annexe 2 : Principe de la PCR

Extraction des acides nucléiques

Cette premiere opération a pour but de purifier les acides nucléiques sans pour
autant les détruire, tout en éliminant les inhibiteurs pouvant perturber I'amplification. Elle
peut étre réalisée a partir d’une colonie bactérienne pure ou d’un échantillon biologique. La
contamination du produit d’extraction par des acides nucléiques non contenus dans
I’échantillon doit étre soigneusement prévenue.

Elle comporte deux étapes, variables en fonction du type de prélevement et de I'espéce
bactérienne recherchée :

- La lyse du tissu collecté et de la paroi bactérienne: enzymatique (lysozyme,
protéinase K), mécanique (broyage a billes, ultrasons), thermique (micro-ondes, bain
marie) ou bien chimique (chélateurs tels que le Chelex®ou le sodium-dodecyl-
sulfate).

- La purification des acides nucléiques a partir du produit lysé : manuelle (a I'aide de
phénol/chloroforme puis précipitation a I’éthanol), semi-manuelle (sur colonnes de
silice) ou automatisée.

Le rendement de cette étape conditionne la réussite de 'amplification.

Amplification des acides nucléiques

Elle consiste a produire un grand nombre de copies d’acides nucléiques a partir d’'une faible
guantité et fait appel a la réaction de polymérisation en chaine.
Les différents réactifs utilisés sont :
- Les nucléotides: sels de lithium ou de sodium des désoxyribonucléotides
triphosphates (dGTP, dCTP, dATP, dTTP)
- La Taq polymérase : enzyme thermostable a plus de 70°C (optimum a 75°C, inactive a
90°C) issue de la bactérie Thermus aquaticus (souche YT1) ou d’un clonage dans I'E.

coli (188,189)
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Les amorces (« primers ») : oligonucléotides complémentaires de la séquence d’ADN
cible a analyser se positionnant a chaque extrémité de celle-ci, elles conditionnent la
spécificité de la réaction

Le tampon : composé de Tris-HCI, KCI, MgCl,, il équilibre la concentration en sels de

la solution et apporte le Mg”* indispensable a la réaction enzymatique.

La réaction d’amplification est réalisée dans un thermocycleur et comporte 3 étapes qui se

reproduisent sur plusieurs cycles (20 a 40) :

La_dénaturation : dissociation des brins d’acides nucléiques bicaténaires par

chauffage entre 90 - 95°C.

L'hybridation : appariement des amorces avec la séquence cible d’ADN

monocaténaire complémentaire, grace a un refroidissement de la température a un
degré qui varie en fonction de leur composition en nucléotides (la température doit
étre < Tm). La température d’hybridation peut se calculer de la fagon suivante :

Tm =2 (A+T) + 4 (G+C)

Tm : température de demi-dénaturation de I’hybride formé entre chaque amorce

A, T, G, C: nombre de bases de l'oligonucléotide correspondant (Adénine, Cytosine, Guanine,

Thymine) présent dans la séquence de I'amorce utilisée

L’élongation : synthése d’acides nucléiques par la Tag polymérase a partir des

extrémités libres des amorces, grace a I'augmentation de la température jusqu’a 70

a 75°C.

A chaque cycle les fragments synthétisés au cours du cycle précédent servent de matrice

lors du cycle suivant, I'amplicon prédominant devenant la séquence autour de laquelle les

amorces s’hybrident. L’amplification en tant que nombre final de copies de la séquence cible

peut étre exprimée par I'équation suivante :

(2™-2n)x

n : nombre de cycles, x:nombre de copies de la matrice originelle

Plusieurs éléments peuvent perturber la réaction et diminuer le rendement :

Epuisement ou dénaturation des réactifs (amorces, nucléotides)
Dimérisation ou compétition des amorces

Hybridation des fragments amplifiés entre eux
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- Production de sous-produits de réaction ayant un pouvoir inhibiteur

(pyrophosphates)

Détection

Plusieurs modalités de détection des produits amplifiés existent :

e PCR en point final
Lors d’'une PCR en point final la détection du produit amplifié n’est effectuée qu’une fois la
réaction de PCR achevée. La révélation peut étre effectuée :

- Par électrophorese sur gel : avec migration des protéines polyanioniques en fonction
de leur masse moléculaire et révélation par un agent intercalant (bromure
d’ethidium) présentant une fluorescence orange sous I'effet de rayons UV. La taille
des bandes de produits amplifiés est alors comparée a un marqueur de poids
moléculaire et a des témoins positifs et négatifs.

- Par hybridation sur bandelette de nitrocellulose : elle contient une sonde spécifique
du produit recherché marquée a la biotine avec révélation par addition de

streptavidine-peroxydase par exemple.

e PCR en temps réel
Dans les systémes de PCR en temps réel, la détection de la production d’amplicons se fait
tout au long de la réaction par la mesure de fluorescence d’'un émetteur situé sur une sonde,
dont le signal est proportionnel a la quantité d’amplicons générés. Le thermocycleur dans

lequel s’effectue la réaction de PCR est donc couplé a un détecteur fluorimétrique.

Différents types de sondes de sensibilité équivalente mais de spécificité variable peuvent
étre utilisées (190):
- Sondes d’hydrolyse (Tagman®)
- Agents se liant a 'ADN double brin :
o Agentsintercalants : SYBR Green

o Agents se fixant au sillon mineur (« minor groove binders »)
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- Hybridation de 2 sondes
- Amorces scorpion (Scorpion primer: « self-fluorescing amplicon »)

-« Molecular beacons »

Le résultat est une courbe sigmoide exprimant l'intensité de fluorescence en fonction du
nombre de cycles de la réaction. On distingue 3 phases :

- Phase d’initiation : au cours des lers cycles d’amplification, l'intensité faible de
fluorescence permet de définir la ligne de base de la courbe. La cinétique
d’hybridation des amorces est supérieure a celle des sondes, il n'y a donc pas de
signal tant que les amorces sont en exces.

- Phase exponentielle : I'amplification est réalisée de facon constante a un taux
exponentiel car la concentration des réactifs en excés demeure assez faible pour que
la renaturation des amplicons n’entre pas en compétition avec I'hybridation des
amorces. C'est lors de cette phase aisément reproductible qu’est extrapolée la
guantité de matrice cible présente avant amplification : I'intensité de fluorescence
est alors proportionnelle a la concentration d’amplicons.

- Phase de plateau : la réaction entre dans une phase linéaire ou le taux d’amplification
devient extrémement variable, a cause d’une compétition entre la renaturation des
amplicons et I'hybridation des amorces, puis il décroit a prés de zéro générant trés

peu d’amplicons.
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Le cycle seuil (Ct) représente le nombre de cycles requis pour que le signal d’émission de
fluorescence soit statistiquement et significativement plus élevé que la ligne de base (bruit
de fond). Comparé a une gamme d’étalonnage, il permet une quantification : plus il y a de
matrice a amplifier moins le nombre de cycles requis pour atteindre le Ct sera élevé. En ce
qui concerne les échantillons négatifs, soit il n'y a pas de valeur de Ct car ceux-ci ne
dépassent pas la ligne de base soit la valeur du Ct est trop élevée et la réaction est

considérée comme aspécifique.

Deux autres courbes sont a étudier :

- La courbe de température en fonction du temps : pour s’assurer que les cycles ont
été correctement réalisés.

- La courbe de fusion dérivée (dérivée primaire de la courbe de fluorescence en
fonction de la température) : permet pour les technologies SYBR Green® de vérifier
gu’il 'y a qu’un seul type de produit amplifié. La température de fusion de
I’échantillon doit étre proche de celle du témoin positif, plusieurs pics pouvant

signaler un mélange d’amplicons.
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Annexe 3 : Fiche de renseignements cliniques

: étude SPECTRO-LA

Partie réservée au laboratoire
N° d'inclusion: SL ........

Etiquette patient
Nom Prénom:
Date de naissance: .../ .../ ...
Sexe: HI/F
Date de la ponction : e | 12013

Thérapeutique :

[ Antibiothérapie, au cours du mois précédent (date et traitement) :

[ Injection ou ponction intra-articulaire : antécédents (date et traitement)

] Immunosuppression (corticoides, immunosuppresseurs, chimio...) :

Terrain :

L1 Insuffisance rénale chronique [ Cirrhose 1 Immunodépression (HIV, ttt)
L1 Alcoolisme, toxicomanie [1 Dyslipidémie [1 Diabéte

L AULTE (DrECISEI) & w.vveeeeeeee ettt ettt ettt ettt
Pathologie ostéo-articulaire :

[] Goutte/Chondrocalcinose [ Traumatisme articulaire L1 Arthrose

] Spondylarthropathie [ Polyarthrite rhumatoide [ Prothése
Clinique :

Articulation ponctionnée (entourer I'articulation concernée sur le schéma)

Signes articulaires : [ douleur [ chaleur [ gonflement [ limitation de la mobilité
Ancienneté de I'épanchement : ... jours

Nombre d'articulations gonflées: ........ [ Figvre (température) : ....... °C
[ Infection cutanée (en regard de l'articulation) [ Infection sur prothése associée
L AUITE £ ottt

Diagnostic final retenu :

[arthrite septique [arthrite rhumatismale (PR/ Spa)

[arthrose [autre (préciser) ........c..c......

[Igoutte/chondrocalcinose
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Annexe 4 : Fiche de suivi des cultures
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