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Intérét des techniques de biologie
moléculaire pour le diagnostic des
infections ostéo-articulaires

Beate Heym
Groupe hospitalier Diaconesses Croix Saint Simon
Laboratoire des centres de santé et d’hopitaux d’lle-de-France
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Pourquoi les techniques de biologie moléculaire seraient-elles utiles ?

Dans 5 —15% des infections ostéo-articulaires aucun micro-organisme
ne peut étre mis en évidence (Trampuz et al. 2004)

=>» micro-organismes fastidieux (Tropheryma whipplei, Granulicatella
adjacens, etc.)

=>» Traitement antibiotique préalable
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Quatre Stratégies

1) Amplification d’'un gene avec des amorces universelles et
sequence de I'amplificat; ARNr 16S

2) Amplification de plusieurs genes d’un seul pathogene (ex.:
Staphylococcus aureus et résistance a la méticilline)

3) Approche multiplex: divers microorganismes et quelques
genes de résistance

4) Analyse métagénomique
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Recherche PUBMED « 16S rRNA bone joint infection »: 25 références

Advances in the diagnosis of
infection in prosthetic joint e

implants

Molecular Medicine Today, 1998

Figure 4, Analysis of muliplex PCR for bacteria
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LARNr 16S A

1998 — 2018 : Sensibilité 28 —92%,
Spécificité 61 - 100%

—

Problemes

=>» prélevement (liquide articulaire)

=>» technique « maison »

=>» séquencage des prélevements positifs a la PCR indispensable
=» contaminations

=>» absence de controles de qualité

CENTRES DE REFERENCE DES INFECTIONS

GROUF UaFIIA : OSTEQ-ARTICULAIRES COMPLEXES

"
DIACON :‘*-A‘ Tunney M.M. et al. 1999. JCM 37:3281; Fenollar F. et al. 2006. JCM 44: 1018; Cazanave C. et al. 2013. JCM 51:2280; Larsen C R IO O
ROIX SA C L.H. et al. JCM 56:€01351 (it ]




2) Amplification spécifique des genes d’un seul pathogene
(ex.: Staphylococcus aureus et résistance a la méticilline)
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Xpert® MRSA/SA SSTI
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Amplification spécifique des genes d’un seul pathogene =]

Gene spa (protéine A): présence de S. aureus
Gene mecA (PLP2a): résistance a la méticilline
SCCmec: cassette chromosomique porteuse du gene mecA

2011 — 2014 : Sensibilité 94 - 100%,
Spécificité 91 - 100%
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3) PCR multiplex

Unyvero i60 ITI® (Curetis, Holzgerlingen, Allemagne)

Prove-it® bone&joint (Mobidiag, Espoa, Finlande)
SeptiFast® Test Mérade (Roche, Basel, Suisse)

FilmArray® en développement (BioMérieux, Craponne, France)
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Unyvero i60 ITI® (Implant and tissue infection)
|

Gram-positive
bacteria

Nutritionally variant
Streptococci

Corynebacteriaceae

Enterobacteriaceae

Non-fermenting
bacteria

Anaerobic bacteria

Fungi

Staphylococcus aureus
Coagulase negative staphylococci
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Enterococcus faecalis
Enterococcus spp.
Granulicatella adiacens
Abiotrophia defectiva
Corynebacterium spp.
Escherichia coli

Enterobacter cloacae complex
Enterobacter aerogenes
Proteus spp.

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii complex
Pseudomonas aeruginosa
Propionibacterium acnes
Finegoldia magna

Bacteroides fragilis group
Candlida parapsilosis

Candida albicans

mecA

mecC (LGA251)
aac(6)aph(2”)
ermA
ermC
van A
vanB
poB
gyrA
aacA4
citx-M
vim
imp

kpc

oxa-23
oxa-24
oxa-48

oxa-58

RESISTANCE AGAINST

Oxacillin/ Methicillin
Oxacillin/ Methicillin
Aminoglycoside
Macrolide
Macrolide
Vancomycin
Vancomycin
Rifampin (S. aureus)
Quinolones
Aminoglycoside

3rd generation Cephalosporins
Carbapenem
Carbapenem
Carbapenem
Carbapenem
Carbapenem
Carbapenem
Carbapenem
Carbapenem
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1 cassette = 8 chambres de PCR

gyrA (E. coli)

Proteus spp. ermaA ermC
" Complexe Enterobacter
Enterococcus faecalis closcEe vanA oxa-48
oxa-58 Staphylococcus aureus ctx-M Streplocoqugs a
coagulase négative
Streptococcus agalactiae imp oxa-23 Granulicatella adiacens

Abiotrophia defectiva

Finegoldia magna

Bacteroides fragilis group

Escherichia coli

Complexe Acinetobacter Pseudomonas Streptococcus pyogenes
baumannii aeruginosa
aacA4
gyrA (E. coli) kpc Enterococcus spp. mecC
Propionibacterium
B avidum/granulosum rpob R
Propionibacterium acnes Enterobacter aerogenes vanB aac(6’)/aph(2”)

Corynebacterium spp.

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Candida albicans

ndm

vim

Candida p arapsilosis




Test Unyvero® ITI, Curetis, \ =
for diagnosis of bone and joint infection \ﬁ
Protocole

Liquide articulaire (LA)

e culture négative a 48 heures (incubation 14 jours)
* nombre de leucocytes > 2000/mm?3
* taux de neutrophiles polymorphonucléaires (PNN) > 60%

* Volume nécessaire: 180 Ll
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Résultats -

-

Total 33 patients

LA localisation genou N=24 hanche N=9 NS
Prothese totale PTG N=9 PTH N=9
Articulation native N=15 N=0

Sexe femmes N=15 hommes N=18

Age moyen 72 ans 67 ans NS



[ Microorganismes

| @ Universal Bacteria i}

Gram-positif

Staphylococcus aureus | 1 |
Coagulase negative staphylococci I

Streptococcus spp. £l

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus agalactiae

Streptococcus pyogenes/dysgalactiae il
Granulicatella adiacens

Abiotrophia defectiva

Enterococcus spp. [

Enterococcus faecalis

0000000009

Enterobacteriaceae

00000000

Escherichia coli

Enterobacter cloacae complex [l

Enterobacter aerogenes

Proteus spp. [#

Klebsiella pneumoniae [

Kiebsiella oxytoca
Klebsiella variicola

Citrobacter freundivk

Corynebacteriacea

=]

Corynebacterium spj

Non-fermenting bacteria

& Pseudomonas aeruginosa

c Acinetobacter baumannii complex §§

Anaérobies
& Propionibactenum acnes

c Finegoldia magna
& Bacteroides fragilis group

Candida spp. i}
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida glabrata

1. orientalis (Candida

[= T = = |
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@  Marqueurs de résistance

Gene de résistance

L'utilisation des classes de subst. actives

” Prévalence élevée dans

suiv. peut
0 mecA Oxacilline Staphylococcus spp.
e mecC Oxacilline Staphylococcus spp.
@ aac(6'yaph(2") Aminoglycosides Staphylococcus spp., Streptococcus spp.
O ermA Macrolides/Lincosamides Staphylococcus spp.. Streptococcus spp., Enterococcus spp.
= ermC Macrolides/Lincosamides Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp.
© vana Glycopeptides Staphylococcus spp.. Streptococcus spp., IS Spp.
e vanB Glycopeptides Staphylococcus spp.. Streptococcus spp., Enterococcus spp.
& kpc Carbapénémes Er . Non-fer pacteria
© oxaz23 Carbapénémes Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria
@ oxa-24/40 Carbapénémes Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria
© oxa4s Carbapénémes Er . Nen-fer ing bacteria
©@ oxass Carbapénémes Entere Non-fer
@ vim Carbapénémes Er . Non-fer bactena
e imp Carbapénémes Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria
& ndm Carbapénémes Er iaceae, Non-fer ing bacteria
Q ctx-M ceé de 3e Enterobacteriaceae, Non-fermenting bacteria
& aaca4 Aminoglycosides Enter . Non-fer bacteria




Patients avec une PTH ou PTG (N=18)

Culture négative/PCR négative N moyen leuco

% moyen PNN

N=10 11.449/mm?3

Culture positive/PCR positive

80%

N=7 51.697/mm?3 81%
Culture positive/PCR négative
N=1* 90.900/mm? 88%

*PTH, culture positive a Streptococcus agalactiae




Patients avec articulation native (N=15)

Culture négative/PCR négative N moyen leuco % moyen PNN
N=12 21.866/mm3 85%

Culture positive/PCR positive
N=1 104.400/mm3 94%

Culture négative/PCR positive
N=2%* 96.450/mm?3 91%

*culture négative, PCR positive a Corynebacterium sp
culture négative, PCR positive a Propionibacterium acnes



Résultats discordants

Culture positive/PCR négative: 1 patient
PTH, culture positive with S. agalactiae
— Echec de la PCR car le LA et trois lavages etaient positifs a la culture

Culture négative/PCR positive:

1 patient avec la PCR positive a Corynebacterium sp

— Considéré comme contamination de la PCR test, probable
chondrocalcinose

1 patient avec la PCR positive a Cutibacterium acnes
— Interprétation impossible, un seul prélevement, patient perdu de
vue



Conclusion
Résultats concordants : 30/33 (91%)

Avantages:

* Possibilité de détecter les microorganismes les plus impliqués
dans les infections ostéo-articulaires en 4h30

* Possibilité de détecter des microorganismes malgré un
traitement antibiotique

Désavantages:
* Panel fixe de microorganismes et de genes de résistance

* Prix trés élevé (250 €/test)



Sensibilité 60% - 78,8%
Spécificité 89% - 100%

Concordance avec la culture:
58% - 88%

Panel: trop de genes de
résistance (carbapénemases)

Morgenstern C. et al. 2017; Malandain D. 2018; Borde J.P. 2015; Lausmann C. 2017;



Prove-it® Bone&Joint

Gram+

Identified targets

mecA meticillin resistance marker
vanA vancomycin resistance marker
vanB vancomycin resistance marker

Clostridium perfringens
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus gallinarum

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streprococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
subspecies equisimilis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Coagulase negative staphylococcus

—
=

Gram-

Identified targets

Acinetobacter baumannii
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Fusobacterium necrophorum
Haemophilus influenzae
Kingella kingae

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Neisseria meningitidis
Proteus mirabilis

Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enterica subspecies enterica

Serratia marcescens
Stenotrophomonas maltophilia

Bacteroides fragilis group
Campylobacter jejuni/coli
Enterobacteriaceae

Neisseria sp. non-meningitidis

Sensibilité 62 - 82%
Spécificité 74%

Concordance avec la culture 62%

Panel:

Absence de Cutibacterium acnes !

Metso et al. 2014, Hinic et al. 2014
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SeptiFast® (développé pour hémocultures positives)

Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria Fungal pathogens
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klebsiella pneumoniae Coagulase-negative Staphylococcit Candida tropicalis
Klebsiella oxytoca Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Serratia marcescens Streptococcus spp.t Candida krusei
Enterobacter cloacae Enterococcus faecium Candida glabrata
Enterobacter aerogenes Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii

Stenotrophomonas maltophilia

Including S. epidermidis, S. haemolyticus, S. xylosus, S. hominis, S. cohnii, S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. saprophyticus, S. capitis, 5. pasteuri, S. warneri.
‘mc\uding S. pyogenes, S. agalactiae, S. mitis, S. mutans, S. oralis, S. anginosus, S. bovis, S. constellatus, S. cristatus, S. vestibularis., S. gordonii, S. intermedius, S. milleri, S.
salivarius, S. sanguinis, S. thermophilus, S. parasanguinis.
doi:10.1371/journal.pone.0062323.t001

Sensibilité 86%, Spécificité 100%  Panel:

Concordance avec la culture 57%  absence de Corynebacterium
sp., Cutibacterium sp.,
absence de genes de e
ROIX S 6 Achermann Y. 2010; Sancho-Tello's. 2011 résistance
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4) Analyse métagénomique du prélevement

Extraction de ’ADN total du prélevement
Soustraction de ’'ADN humain
Séquencage de ’ADN restant

Probléeme de contamination d’ADN humain
Probléeme de contamination bactérienne: exclusion de 30% de
prélevements
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Polymicrobial

Acinetobacter baumanii complex
(90.8), Streptococcus agalactiae (9.2)

Acinetobacter baumanii complex (22.1), Streptococcus
agalactiae (73.1), Finegoldia magna (1.7), Acinetobacter/
pittii/calcoaceticus nosocomialis (0.9), Corynebacterium
resistens (0.9), Helcococcus kunzii (0.7), Advenella
kashmirensis (0.3), Propionibacterium acnes (0.2),
Achromobacter unclassified (0.1), Achromobacter piechaudii
(0.1)

C 103

Polymicrobial

Acinetobacter baumanii complex
(90.8), Streptococcus agalactiae (9.2)

Acinetobacter baumanii complex (66.9), Streptococcus
agalactiae (26.9), Acinetobacter/pittii/calcoaceticus
nosocomialis (2.7), Finegoldia magna (1.5),
Corynebacterium resistens (0.4), Staphylococcus simulans
(0.4), Propionibacterium acnes (0.3), Staphylococcus
lugdunensis (0.2), Achromobacter unclassified (0.1),
Helcococcus kunzii (0.1), Bordetella unclassified (0.1),
Advenella kashmirensis (0.1)

Polymicrobial

Acinetobacter baumanii complex
(90.8), Streptococcus agalactiae (9.2),
Achromobacter xylosoxidans (0.0)

Acinetobacter baumanii complex (70.1), Streptococcus
agalactiae (24.2), Acinetobacter/pittii/calcoaceticus
nosocomialis (3.9), Corynebacterium resistens (1.1),
Propionibacterium acnes (0.2), Achromobacter unclassified
(0.1), Bordetella unclassified (0.1), Enhydrobacter

aerosaccus (0.1)

103 104

A () Ruppé E. et al. Sci Reports 2017
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La méthode est prometteuse mais .

* |'extraction de I'ADN est compliquée ‘|| ||“i“ "‘ “ll
* elle esttrescouteuse

* |e data management est extrémement fastidieux

Il manque de I'expertise

e définition de standards de qualité

e criteres d’interprétation

» définition des seuils de contaminants
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Intérét des techniques de biologie moléculaire pour
le diaghostic des infections ostéo-articulaires

On n’est pas tout a fait prét

=>»techniques « maison »

=» contaminations

= méthodes pas encore suffisamment définies
=>»absence d’espéces importantes de panels
=>»absence de génes de résistance des panels
=>trop de génes de résistance dans les panels
=>»absence de controles de qualité
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ENSEMBLE, LA COMPLEXITE DEVIENT PLUS SIMPLE
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