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Diagnostic des IOA

CLINIQUE

HISTOLOGIE

IMAGERIE

BIOLOGIE BACTERIOLOGIE

Rôle dans le diagnostic de 
certitude +++

Adaptation du TTT

Important mais difficile :

contamination

pousse lente/difficile

faible quantité

plurimicrobiens

biofilms/intracellulaires



Les prélèvements 

➔Prélèvements précieux

➔Condition d’aseptie chirurgicale / sous PSMII

➔Avant antibiothérapie ou après arrêt prolongé

15 j mini par rapport à un traitement anti-infectieux

3 sem FQ, macrolides, aminosides

1 mois pour la rifampicine

➔Multiplication des prélèvements +++

➔Acheminement rapide, TA (dans les 2h) 

➔ Informations cliniques, nom du préleveur, date et heure du 

prélèvement, nature de l’échantillon
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Les prélèvements de ponction 

➔ Infection aiguë : URGENCE

➔Ponction de liquide articulaire ou liquide de lavage

➔Radioguidée ou non (arthroscanner)

Flacon stérile : examen direct, 
culture

Flacons d’hémoculture : aérobie 
et anaérobie

Tube ou seringue hépariné ou 
citraté pour cytologie

+/- tube EDTA pour PCR



Les prélèvements per-opératoires

Ecouvillonnage fistule ou prélèvement superficiel 
 A PROSCRIRE !!!
Si est réalisé : attention à l’interprétation 
(colonisation bactérienne +++)

Recommandations HAS, 2014, Infections récentes PTH et PTG



Les prélèvements per-opératoires

➔biopsies tissulaires/os, LA, pus, (liq de drainage : post-op)

➔ séquestres, interfaces, …

➔petit matériel : vis, clou… ou prothèse

➔Plusieurs échantillons : 5 

➔Où ? - sites suspects (chirurgien)

➔ sites multiples : à chaque plan et chaque interface

Flacons stériles
Avec billes

Pour BROYAGE

Avec sérum physiologique
Pour SONICATION

50hz 5 minutes
DeHaan A et al., 2013, J Arthroplasty



Les autres examens

➔Hémocultures

➔Bilan inflammatoire très évocateur en cas d’arthrite aiguë

➔ Infection sur prothèse ostéoarticulaire :

NFS, CRP et VS normales n’excluent pas l’infection !!

➔Recherche de mycobactéries

➔Certaines sérologie dans un contexte évocateur :

› Borréliose de Lyme

› Brucellose

› Mycoplasme

➔PCR sur LA : maladie de Whipple
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Intérêt de l’examen direct

➔Liquide articulaire :

› Différencier l’infection des autres causes d’inflammation 

articulaire :

goutte, chondrocalcinose (arthrite microcristalline), auto-

immune -> recherche de cristaux

› Arthrite septique GB > 10 000/mm3 et > 90%PNN

› Inf chronique / prothèse : GB >1 700 et > 65% PNN
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Pertuiset Rev. Prat 2007;57:985-90



Examen direct
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Intérêt de l’examen direct

➔Gram : Bonne spécificité (99%) mais mauvaise sensibilité (6%)

➔MGG : pour formule si GB > 250/mm3

* Schinsky ME et al., 2008, J Bone Joint Surg Am
** Jonhson AJ et al., 2010, Clin Orthop Relat Res
*** Oethinger M et al., 2011, Clin Orthop Relat Res

▪ Johnson AJ et al., 2010**
Sens 9,8%      Spé 100%
VPN 62%        VPP 100%

▪ Oethinger M et al., 2011***
Existence de faux positifs
Avant filtration : sens 23% spé 92%
Après filtration : sens 9% spé 99%



Mise en culture

➔Quelles bactéries dans les IOA ?

› Diverses : aérobies/ anaérobies

croissance rapide ou lente

bactéries exigeantes ou non, non cultivables ou 

milieux très spécifiques

› Conditions particulières : biofilm/intracellulaire 

bactéries cachées, engluées et adhérentes

bactéries stressées

bactéries physiologiquement peu actives
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Micro organismes responsables

12 ECN-2020 Pilly



Intérêt du broyage

➔Différents protocoles

➔Culture sur différents milieux 

 Amélioration détection bactéries (83,7%)

 Réduction du délai de pousse (49/77 48 h)

 Faible taux de contaminants (8,7%)

 Possibilité de congeler les broyats

=> Libération des bactéries de la matrice osseuse, du biofilm

* Roux AL et al., ICAAC 2010 ; Roux AL et al., CMI, 2011
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Intérêt du broyage

Prétraitement des biopsies tissulaires : homogénéisation mécanique 

nécessaire et la plus efficace



Intérêt de la sonication

Ensemencement sur milieux

solides et liquides
Trampuz et al. N Engl J Med 2007 

Portillo et al. JCM 2013 

IOA aiguës
IOA chroniques



Intérêt des cultures prolongées (14 j)



Mise en culture

Recommandations HAS, 2014, Infections récentes PTH et PTG, REMIC 2018

Ensemencement et repiquage



Mise en culture

➔Gélose Sang aérobie J1, J2, J10/J14 

➔Gélose PVX « Chocolat » sous CO2 J1, J2, J10/J14

➔GS ou Schaedler en anaérobiose J2, J3, J10/J14

➔Milieux liquides bouillons BH et Schaedler

› Lecture quotidienne jusqu’à 14j

› Gram ou repiquage à J14

➔ Flacons d’hémoculture

› Directement au bloc ou au lit du malade

› Enfants +++

› Sur broyat ou produit de sonication
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Mise en culture
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Claire Duployez, Frédéric Wallet, Henri Migaud, Eric Senneville, Caroline Loiez 2020.

199 prélèvements, broyage des tissus, ensemencement Flacon aé et ana

Pvts + : hémocultures 69% > culture standard 42,1 %



Interprétation

20

Infection polymicrobienne 10 à 15% des cas

Polymorphisme des bactéries

Contamination



Interprétation

➔ IOA aiguës : ED +, culture + rapidement

pas de problème d’identification et d’antibiogramme 

Interprétation sans difficulté (si pas d’ATB avant )

➔ IOA chroniques et en particulier sur prothèse : plus difficile

ED rarement +, culture longue à se positiver

caractère atypique des colonies 
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Interprétation

➔ Isoler tous les aspects

➔ Identification de toutes les colonies différentes : Maldi-TOF

➔ Antibiogrammes de toutes les colonies différentes et sur 2 prélèvements 

différents  (Flore cutanée) 
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Interprétation

➔ Contexte clinique (infection aiguë vs chronique; ostéomyélite vs arthrite; 

infection primitive vs sur prothèse; antibiothérapie préalable)

➔ La ou les espèces identifiées

➔ La nature et le nombre de prélèvements positifs, et pour ces derniers le 

nombres de milieux positifs voire le nombre de colonies observées

➔ Définition microbiologique de l’infection:

3 plvts ou 2 plvts + espacés dans le temps au même germe (FC)

2 plvts per opératoires au même germe

1 plvt per opératoire quand pathogène

➔ Infections sur prothèse :

probabilité d’infection > 95% quand ≥ 3 prélèvements +

20% 2

10% 1

3% 0

➔ Que faire des résultats négatifs
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Les objectifs du diagnostic moléculaire 

➔Rapidité du résultat 

› Adaptation du traitement

› Diminuer le risque de rechute/récidive

› Complète la culture sans jamais s’y substituer

➔En cas d’échec des méthodes classiques :

› TTT antibiotique préalable et/ou critères biologiques :

• Croissance retardée

• Pas de croissance du tout 

› Bactéries à croissance lente ou délicate : 

• Cutibacterium acnes, Kingella kingae, SCV, Mycobacterium

tuberculosis

› Culture + posant le problème d’une contamination de laboratoire



Les méthodes moléculaires

➔Détection de l’ADN bactérien
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➔Différentes méthodes

➔PCR Universelle : PCR 16S + séquençage

➔PCR spécifiques 

› Maison

› Commerciales 

➔PCR multiplex multi-cibles

➔Approche métagénomique



La PCR universelle : PCR 16S + séquençage

➔Avantages

› Détecte toutes les bactéries avec 1 PCR

› Spécificité semble meilleure que la culture
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➔Inconvénients

› Temps technique +++

› Moins sensible que la culture

› Détecte les contaminants des réactifs

› Pas applicable aux infections polymicrobiennes

› Pas de détection des levures et des champignons

› Pas d’antibiogramme



Les PCR spécifiques 

➔Amorces spécifiques d’une espèce ou d’un genre bactérien
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➔Amplification et détection concomitantes : RT-PCR

➔Bactéries recherchées

› Genre Staphylococcus 

› Staphylococcus aureus, SARM

› Genre Streptococcus 

› Streptococcus pneumoniae

› Kingella kingae

› Borrelia burgdorferi

› Cutibacterium acnes

➔Robuste et spécifique 



Les PCR spécifiques 

➔Amorces spécifiques d’une espèce ou d’un genre bactérien
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➔Amplification et détection concomitantes : RT-PCR

➔Bactéries recherchées

› Genre Staphylococcus 

› Staphylococcus aureus, SARM

› Genre Streptococcus 

› Streptococcus pneumoniae

› Kingella kingae

› Borrelia burgdorferi

› Cutibacterium acnes

➔Robuste et spécifique 

Ostéo-arthrite de l’enfant < 4 ans

PCR >>>>> culture



Les PCR spécifiques 
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Ostéomyélite aiguë du jeune enfant < 4 ans 
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Les PCR multiplex

➔ Unyvero ITI® (Menarini)

Malandain et al., 2017, CMI

Faible sensibilité
10 invalides (2,2%)
Concordance globale / culture : 58,1%
Concordance globale / PCR 16S : 70,1%

85 pathogènes, 17 gènes de résistance



Les PCR multiplex

➔ Etude prospective

➔ 41 patients inclus et 46 PCR-multiplex Unyvero-ITI réalisées.

➔ Patients suspects d’infection et culture négative à J3 d’incubation

➔ La sensibilité combinée des deux techniques était de 45%.

➔ Le taux de concordance entre les deux techniques était de 70%. 

➔ Intérêt quand ATBthérapie
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Diagnostic des infections ostéo-articulaires : intérêts de la 
PCR-multiplex Unyvero-ITI (2019-2020)

Basées sur les critères MSIS pour les infections péri-prothétiques



Les PCR multiplex
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Hirai et al. J Inf Chemo 2023

Pas de détection  de :

Staphylococcus epidermidis

Cutibacterium acnes



Métagenomique
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Résistance chez les bactéries des IOA

34



Résistances chez les bacilles à Gram négatif
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Entérobactérales productrices de BLSE

Résistances associées à d’autres antibiotiques 

(Aminosides, FQ, cotrimoxazole …)

Recours aux carbapénèmes



Résistances chez les bacilles à Gram négatif
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Entérobactéries productrices de carbapénèmases

OXA-48, NDM, VIM, KPC, IMP …

Résistance à (presque) toutes les 

β-lactamines

Résistances associées à d’autres 

antibiotiques (Aminosides, FQ, 

cotrimoxazole …)



Résistances chez les cocci à Gram positif
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12,1%

Linezolide

Tedizolide

Résistance par mutations sur l’ARN 23S, protéines ribosomales

Résistance plasmidique cfr, optrA, poxtA

Résistance croisée phénilcolés, lincosamides, linezolide, streptogramine A

Résistances associées Méti-R, KTG, MLSb, Rifampicine   S. epidermidis muliti-R

SARM



Résistances chez les cocci à Gram positif
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68%  aux USA

 1% en France

Entérocoques résistants aux glycopeptides

Nombre d’épisodes d’infection 

ou de colonisation à ERG

98% E. faecium

88% de dépistage rectal

E. faecium >> E. faecalis

80% ERV



Résistances chez les cocci à Gram positif
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Daptomycine : lipopeptide cyclique

action sur la membrane cytoplasmique

Miller et al 2016

Résistance exceptionnelle mais en augmentation

Mécanisme mal connu et sans doute multifactoriel

CNR : 2019 : 106 souches de staphylocoques

46  effectivement résistantes

Quelques souches d’E. faecium



Résistances chez les cocci à Gram positif
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Ślusarczyk et al. 

Ceftaroline : inactif sur les entérocoques 

Ceftobiprole : actif sur E. faecalis mais pas E. faecium

activité plus large sur les Gram négatif  



Résistances chez les cocci à Gram positif
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Dalbavancycine, (oritavancine, télavancine)

efficace sur  hGISA

½ vie longue et très bonne diffusion tissulaire

pas d’action sur E. faecium

meilleure activité de l’oritavancine sur les entérocoques 

CNR 2019 : 2 souches résistantes S. epidermidis et S. haemolyticus

CNR 2019-20 : Résistance croisée avec vanA



Conclusions

➔Points clés du diagnostic 

› Diagnostic microbiologie délicat : gestions de prélèvements, 

des conditions de culture 

› Interprétation parfois difficile

› Résultats échelonnés parfois longs à obtenir

› Place de la biologie moléculaire à trouver 

› Dialogue clinico-biologique important

➔Le problème de la résistance

› En augmentation

› Quelques alternatives 
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Merci de votre attention



Merci de votre attention


