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Prise en charge des infections osteo-articulaires

Radiologue

Imager, visualiser

Chirurgien vasculaire
Evacuer, nettoyer, reconstruire

Microbiologiste
Détecter, identifier, tester la sensibilité

Infectiologue

Interpréter, choisir et optimiser I'lantibiothérapie
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Approche syndromiqgue : Panel Joint Infection BioFire®

Néanmoins ATTENTION aux contaminations
nécessité d’un environnement sécurisé - Personnels habilités



Approche syndromique : Panel Joint Infection BioFire®

BIOFIRE®
JOINT INFECTION (JI) PANEL

1 Test. 39 Targets. =1 Hour.  Validation uniquement pour le liquide synovial

GRAM-POSITIVE BACTERIA 8 +7 GRAM-NEGATIVE BACTERIA 13+ 1  ANTIMICROBIAL 8

Anaerococcus prevotii/vaginalis ides fragili ~ RESISTANCE GENES
Citrobacter ~ Carbapenemases
Enterobacter cloacae complex IMP

Enterococcus faecalis Escherichia coli KPC
Enterococcus faecium Haemophilus influenzae NDM
nge ' OXA-48-like
Klebsiella aerogenes VIM
Klebsiella pneumoniae group
Morganella morganii ESBL
Staphylococcus aureus Neisseria gonorrhoeae CTX-M
Staphylococcus lugdunensis Proteus spp.
Streptococcus spp. Pseudomonas aeruginosa Methicillin Resistance
Salmonella spp. mecA/C and MREJ (MRSA)
Serratia marcescens ;
Vancomycin Resistance
YEAST vanA/B
Candida spp.

Candida albicans




Approche syndromique : Panel Joint Infection BioFire®

L)

.. qu

’on aurait bien voulue avoir’” ... et qui étaient prévues au départ

Staphylococcus epidermidis
Cutibacterium acnes
Staphylococcus capitis
Staphylococcus warneri
Corynebacterium spp




Panel Joint Infection BioFire® - Cibles absentes

...’qu’on aurait bien voulue avoir”’

... et qui etaient prévues au depart

Staphylococcus epidermidis
Cutibacterium acnes
Staphylococcus capitis
Staphylococcus warneri
Corynebacterium spp
Pourquoi ?
* Présents au départ du développement
 Bonne détection des patients infectés par ces pathogenes
mais - cut-offs sur le signal non suffisamment discriminants VP/FP

- régles de la FDA tres rigide qui aurait mis en jeu 'lacceptation globale du test
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Pourquoi ?

Panel Joint Infection BioFire®

...’qu’on aurait bien voulue avoir”’

... et qui etaient prévues au depart

Staphylococcus epidermidis
Cutibacterium acnes
Staphylococcus capitis
Staphylococcus warneri
Corynebacterium spp

Présents au départ du développement
Bonne détection des patients infectés par ces pathogenes
mais - cut-offs sur le signal non suffisamment discriminants VP/FP

- régles de la FDA tres rigide qui aurait mis en jeu 'lacceptation globale du test

— Nécessité d’étre tres explicite sur
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ce qui est dans le panel
ce qui n’est pas dans le panel

En déhors des cibles indiquées ci-dessus les
autres pathogénes ne sont pas détectables
notamment les Staphylocoques blancs,

Cutibacterium acnes et les Corynébactéries.




Panel Joint Infection BioFire® - Etude clinique en "vraie vie”

e Juillet 2021-Mai 2022 (agrément FDA), en collaboration avec bioMérieux

* 6 sites en France (5 laboratoires CRIOAc et 1 laboratoire privé)

Sl e
* Liquide articulaire résiduel (200 ul) de patients avec arthrite aigué L;Arw,i Y y:
eg *\:C\ '-"“'j\!'-" 4 =
o Criteres chez I'adulte R VA L
R B ek <
—> Combinaison de critéres de I'ICM Philly 2018 + EBJIS 2021 ﬁfa A e 5
z OO e Oy
v" Arthrite aigué sur articulation native ou prothétique oy - /)
—Av:"/._;ﬂ r.'k o~ ‘—L)&L.\v(‘j/
v Matériel : Cellularité synoviale > 1700 GB/mm3 avec = 65 % PNN Mo

v Ou présence d’une fistule depuis I’articulation ou visualisation de la prothése

o Criteres chez I'enfant

= Impotence fonctionnelle avec signes cliniques (douleur, épanchement) ou biologiques d’infection
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Matériels et méthodes

 PEC des prélevements de Liq Art selon le protocole habituel du laboratoire
* Selon recommandations de la SFM

* Milieux gélosés et liquides, incubation = 14 jours

» Réalisation d’un test Biofire JI (si volume suffisant)
* Comparaison des résultats des cultures conventionnelles versus Biofire JI

e Sirésultat discordant (et si volume suffisant) :

o Confrontation aux résultats des autres prélevements pour un méme patient (biopsies tissulaires)

o Réalisation de PCR spécifiques ou 16s suivies d’un séquencage nanopore Minion




Résultats

313 ponctions articulaires incluables = 312 résultats interprétables

Vrai positif (VP) Vrai négatif (VN) Faux positif (FP) Faux négatif (FN)

BF+ / Cult ou autre + BF- / Culture - BF+ / Cult ou autre - BF- / Culture +
155 130 0 27

Trés peu de résultats invalides !
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Résultats

313 ponctions articulaires incluables = 312 résultats interprétables

Vr3i positif (VP) Vrai négatiif (VN) Faux positif (FP) Faux négatif (FN)

" BF+ / Cult ou autre + BF- / Culture - ' BF+ / Cult ou autre - BF- / Culture +

/ 155 130 0 27

Résultats strictement concordants ou confirmés apreés investigations

!

285/312 (91%)
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Résultats

313 ponctions articulaires incluables = 312 résultats interprétables
P e

Vrai positif (VP) Vrai négatif (VN) Faux positif (FP) Faux négatif (FN)

BF+ / Cult ou autre + BF- / Culture - BF+ / Cult ou autre - BF- / Culture +
130 + 25 130 0 27

Le Biofire JI a permis de rattraper 25 diagnostics

= 7 S. aureus, 1 P. aeruginosa, 2 S. agalactiae, 1 Streptococcus spp
= 5 K. kingae, 1 S. pneumoniae

—> 2 gonocoques

—> 6 polymicrobiens (sur les 12 compris dans I'étude)




Résultats

313 ponctions articulaires incluables = 312 résultats interprétables

Vrai positif (VP) Vrai négatif (VN) Faux positif (FP) Faux négatif (FN)

BF+ / Cult ou autre + BF- / Culture - BF+ / Cult ou autre - BF- / Culture +
155 130 0 27

... Mais au détriment du panel
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Résultats

313 ponctions articulaires incluables = 312 résultats interprétables

Vrai positif (VP) Vrai négatif (VN) Faux positif (FP) Faux négatif (FN)

BF+ / Cult ou autre + BF- / Culture - BF+ / Cult ou autre - BF- / Culture +
155 130 27

o 18 (6%) : non détections liées aux cibles absentes du panel (dont 10 S. epidermidis, 2 S. capitis, 2 C. acnes)

o 9 (3%) : résultats faussement négatifs sur des cibles présentes (5 S. aureus, 2 P. aeruginosaq,
g P g

1 N. gonorrhoeae, 1 P. micra) o~
M e~
—> Investigations complémentaires : |
. 4
&

* Confirmation des FN
* Pour 3 S. aureus, hypothése d’inoculi trés faibles (+ uniquement dans flacon HC et/ou Ct tardifs)
* Pas d’explication pour les autres...

Intérét d’une centrifugation prélable au test ¢



Panel JI BioFire ® : quels impacts medico-économiques?

Impacts médicaux @ %
v Délai de réponse: THOO = Impact important ,

v" Performances diagnostiques +++ = si BF + sur arthrite aigué L ‘

v' 25 diagnostics récupérés et 6/12 polymicrobiens détectés uniquement sur le test !

v" Adaptation thérapeutique

Impacts économiques

—> Evaluation & distance requise avec davantage de pathogénes résistants

—> Premiers résultats laissant présager adaptation thérapeutique possible a JO sur la base BF + notamment si BGN
heg

Intégrer les contraintes organisationnelles d’un établissement

—> Screening aux urgences avant transfert dans # services cliniques (rhumato / infectiologie)

Co0t non négligeable du test 160 euros

A confronter

*  Au colt des examens complémentaires réalisés (PCR spécifiques)

26
*  Aux économies éventuellement réalisées si évolution des pratiques en cas de résultat + (pédiatrie)



Panel JI BioFire ® : quels impacts medico-économiques?

Populations généralees Adultes et Enfants

Patient avec risque élevé
d'IST dans le cadre d'une Arthrite septique
arthrite septique aigue nosocomiale

Patient avec haut risque

Arthrite Jeunes
de MDR

enfants

Populations vulnerable

incluant les ID Patients ayant recu une

ATBthérapie préalable

Résultats de culture

négative avec
persistence des signes
cliniques a J2 2 J10 ¢

Arthrite septique
sévere
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Panel JI BioFire ® : quels impacts medico-économiques?

Populations spécifiques

Patient hospitalisé ou rapatrié
d'une zone a haute
prevalence de BMR/BHRe

Résultats de culture
négative avec
persistence des signes
cliniques a J2 2 J10 ¢

Patients ayant recu une
ATBthérapie préalable

Patients avec

sepsis sur PJI Populations vulnerable

incluant les ID




Panel JI BioFire ® : quels impacts medico-économiques?

* Besoin d’études d’impact clinique

* Besoin d’études médico-économiques
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Is there any questions ?
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Diagnostic des infections osteo artlculalres




Diagnostic des IOA : PCR 16S — Sequencage SANGER

PCR universelle ou PCR 16S ou “broad range” PCR = PCR sans « a priori »
» une seule paire d’amorces primers ciblant une région constante du gene 16 qui
est présent chez TOUTES les bactéries

réegions du gene 16S constante

T régions du gene 16S constante
quelleque soit I'espece

guelleque soit I'espece

—i1 0 I _ NN I .

— —
500 paires de base

Une seule et méme amorce quelle que soit la bactérie
PCR positive des qu’il y a une bactérie presente
ET
la sequence du fragment amplifié est specifigue a chaque espece
Il ne reste qu’a séquencer !




Diagnostic des IOA : PCR 16S — Séquencage SANGER

PCR universelle ou PCR 16S ou “broad range” PCR = PCR sans « a priori »

Séguencage Sanger

PCR

Prélevement

_ WAL} N R L ... 1 - _ N - 8 .3
|l AIACCCCOAATTORCCCCICTAL ATCCATCCTCOM CoRCCoC Cuc TRTCATGGATATICTICCUCY
1) ¢ (3] 1

I)HU 1 |

J!nm !

cible = gene 16S

P *

Mn' 11| 'WL LJLlhlﬁ

g

—1 0 N -I | IIL-_
Analyse de séquence

J g

Lyse/ExtracUon ADN Purification du produit PCR Identification




Diagnostic des IOA : PCR 16S — Séquencage SANGER
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Diagnostic des IOA : PCR 16S — Sequencage SANGER

PCR universelle ou PCR 16S ou “broad range” PCR = PCR sans « a priori »
» Une seule paire d'amorces ciblant une région constante du géne 16 qui est
present chez TOUTES les bactéries
» Moins sensible que la PCR spécifique

v Extraction/PCR /purification produits PCR/ Séquencage /analyse de séquence
» Technicien formé / Biologiste spécialiste analyse de séquence/
» 48 a72h de délai de réponse S erGAAAT TET AT CGGE ToncAn

v’ Probléme si . ’ || 'l|' ““l N \t,ll‘l'(r..
"jl /! ""l'l. u{
- contaminants BRUVALATURIN

- infections polymicrobienne (15-20%)
» dual sequences car basé sur ampli
> interprétable

+ Méthode Sanger “non accréditable” car extérieur non LABM



Diagnostic des IOA : PCR 16S — Séquencage SANGER




Diagnostic des IOA : Métagénomique 16S

Génomes des Amplification par PCR du géne codant pour I'ARNr 16S
microorganismes présents dans
I'échantillon

o= S

génome connu

D ————
—_— génome inconnu
e—
T ——

* Ildentification uniquement L J
, . P Alignement et Assignation taxonomique

 Equipement spécifique

 Délai de quelques heures (MinlON) a 2-3 jours ouvreés (lllumina)

e Colt +++




Diagnostic des IOA : Métagénomique 16S

Technologie
MinION

NANOPORE

IO
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NANOPORE
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Comment faire pour les infections polymicrobiennes 2?77

Mesure en continue du ik molecile
passge des base ATCG dans
le pore

Current
—
.

v

resistances électriques
différentes pour chaque type
de base

— Basecalling : traduction signal électrique en A,T,G, C

Diagnostic des IOA : Métagenomique 16S — MinlON

1 pore =12 nm
2 000 pores/membrane




Diagnostic des IOA : Métagenomique 16S — MinlON

Quality Control:

READS ANALYSED

Rg[g::gsimén REA[EL:SlésaFlED 38,748

92% M CLASSIFIED AVG QUALITY SCCRE

8%  UNCLASSIFIED 9 71

Taxon = Cumulative Reads -~
I Bacteroides fragilis B 15,345
Results : I Parvimonas micra M 7.052
I Streptococcus porci | 2347
I Peptoniphilus harei 12,039

44



Diagnostic des IOA : Métagenomique 16S — MinlON

> Front Microbiol. 2022 Jul 14;13:943441. doi: 10.3389/fmicb.2022.943441. eCollection 2022.

Improving the Diagnosis of Bacterial Infections:
Evaluation of 16S rRNA Nanopore Metagenomics in
Culture-Negative Samples

Coralie Bouchiat ' 2, Christophe Ginevra 2, Yvonne Benito ', Tiphaine Gaillard 7 4,
Héléne Salord ', Olivier Dauwalder 7, Frédéric Laurent ' 2, Frangois Vandenesch ! 2

e Extraction ADN du prélevement
 Amplification d’'un fragment de 480 paires de base du gene 16S
» Software Epi2Me —> Data analysis and bioinformatics

Coralie
BOUCHIAT

)

Tiphaine
ROUSSEL-GAILLARD

45



Diagnostic bactériologique des infections osteo-articulaires

IOA connues et patients suspects d’I0OA
35 prélevements
(tissu, biopsie, liquide articulaire)

Cultures 16 +
(10 mono / 6 polymicrobiiens) Cultures 19 -

h PCR 16S rRNA 4—'

Sanger sequencing J Vs L Minlon metagenomics sequencing

Analyse:
|dentification bactérienne
Analyse du délai de rendu
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Diagnostic des IOA : Métagenomique 16S — MinlON

Pour les 6 prelevements polymicrobiens en culture

PCR 16S + Seq Sanger Metagenomique 16S MinlON

P. Mirabilis + E. coli + E. faecalis Uninterpretable P. mirabilis + E. coli + E. faecalis +
Prevotella + Bacteroides

S. aureus + Anaerococcus S. aureus S. aureus + Anaerococcus
S. dysgalactiae/S. aureus/ anaerobic flora S. dysgalactiae S. dysgalactiae
S. aureus + P. aeruginosa S. aureus S. aureus + P. aeruginosa
S. aureus + C. striatum Uninterpretable S. aureus + C. striatum
S. aureus + S. mitis/oralis Uninterpretable Streptococcus spp + Veillonella +

Peptoniphilus

Performance +++ de la métagénomique 16S MinlON
Capacité a identifier les pathogenes au cours des infections polymicrobiennes +++




Diagnostic des IOA : Métagenomique 16S — MinlON

Pour des prélevements ininterpretables en PCR 16S - Sanger

Sample type / Context PCR 16S seq Sanger Métagénomique 16S seq MinlON

Bone tissue Uninterpretable Peptoniphilus + S. agalactiae + Anaerococcus
Bone biopsy (firearm injury) Uninterpretable Serratia spp + Klebsiella spp + Corynebacterium spp
Bone biopsy Uninterpretable F. nucleatum + Tannerella + B. pyogenes
Porphyromonas + F. nucleatum + Tannerella
Bone biopsy Uninterpretable
+ S. aureus/haemolyticus/simiae
S. sanguinis/mitis/oralis + Lactococcus
Bone biopsy (tibial) Uninterpretable

+ H. parainfluenzae
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Diagnostic des IOA : Métagenomique “Shutgun”

Génomes des
microorganismes présents dans
I'échantilion

|dentification

+ genes de résistance + virulence + ...
Analyse génétique complexe (Pipeline+++)
Equipement spécifique

séguenceur ILLUMINA
Délai 2-3 jours ouvrés
Colt +++
Contamination et seuil de positivité

génome inconnu
[——--———— I ————————— ) N — e E—
r— . -1 —_—
—_ e
L
Assemblage etalignement sur des génomes références Assemblage etnouvelle
dans les bases de données annotation



Diagnostic des IOA : Métagenomique “Shutgun”

Clinical Infectious Diseases

I\/Ietagenomlque BRIEF REPORT

SH UTGU N A Novel Prosthetic Joint Infection
. e Pathogen, Mycoplasra salivariwurn,
directement sur prelevement Identified by Metagenomic Shotgun
Sequencing

Matthew Thoendel,'! Patricio Jeraldo,?
Kerryl E. Greenwood-Quaintance.? Nicholas Chia.”? Matthew P. Abdel,”
James M. Steckelberg.' Douglas R. Osmon,' and Robin Patel’

All Reads (234 088 137) Microbial Reads (21 081) Bacterial Reads (20 914)

@

C. Mycoplasma (19 642)>. Staphylococcus (36)

Human (228 541 886) B Read Too Short (395 776)
M Low LMAT Score (2 763 397) ll Microbial (21 081) B Propionibacterium (371) M Streptococcus (35)
B No Database Hits (883 550) M Chimeras (38 803) W Pseudomonas (247) W Burkholderia (33)

M Cellular Organism (24 395) M PhiX (1 419 249) B Corynebacterium (86) Rubrivivax (35)
B Acinetobacter (73) M Other Bacteria (356)

M Bacteria (20 914) M Protozoa (144)
M Fungi (20) B Viruses (3)



CMI délafloxacine et IOA a SA et SCN

Distribution des CMI ofloxacine

1009 =3 S. aureus et argenteus (n=116)
s04 = S. coag neg (n=60)
o — >1,0flbR
g 60+
12% 88%
5 40
2 25% 75%
20~
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Distribution des CMI levofloxacine
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T
9% 9%

85%
75%

100 =
[ S. aureus et argenteus (n=116)
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pourcentage

100+

60

Distribution des CMI moxifloxacine

S. coag neg (n=60)
— >0,25, moxiR

3 S. aureus et argenteus (n=116)

15%
25%

Céline
Dupieux
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- Sion
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CMI Témocilline et IOA EB BLSE et HRCASE

Souches d’IOA Résistantes a au moins une C3G BLSE-HRCASe hors EPC
Activitéd Témarilline ve rarhanédnamec délaflavarine |evofloxacine, etc ...

80- Sandrine Boisset Anne Carricajo
. Sy Distribution des CMI pour la Tigécycline
N Temocilline
ID Tighcycine
604 —>16R o
2
9 g
3
% 40+
B ||[— [ 4 I3
20= g'-‘.&”o.-"?c‘-‘b ALY PRI OR DR
oM Distribution des CMI pour les carbapenémes
e = Ertapenéme
BN Méropénéme
0 1 1 1 1 1 | . (mipénéme
DO DD DA ND VYD KO DO LD ] —o me
Vo ¥ o? O N NV R0 4 ab o g“ Stk
=>4 Imipénéme R

CMI

o PO
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Prise en charge des infections osteo-articulaires

Team Work




Prise en charge des infections ostéo-articulaires

Team Work

Coming together is a beginning, staying together
is progress, and working together is success.

(Henry Ford)




