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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 être mis en évidence (Trampuz et al. 2004)

�micro-organismes fastidieux (Tropheryma whipplei, Granulicatella

adjacens, etc.)

�Traitement antibiotique préalable



1) Amplification d’un gène avec des amorces universelles et 

séquence de l’amplificat; ARNr 16S

2) Amplification de plusieurs gènes d’un seul pathogène (ex.: 

Staphylococcus aureus et résistance à la méticilline) 

3) Approche multiplex: divers microorganismes et quelques 

gènes de résistance

4) Analyse métagénomique

Quatre Stratégies



Z. J. Jay, W. P. Inskeep, July 2015, Biology Direct 10(35)

Stefan Bertilsson et al. Appl. Environ. Microbiol. 
2002; 6077-6086.2002

1) L’ARNr 16S



L’ARNr 16S

Molecular Medicine Today, 1998

Recherche PUBMED « 16S rRNA bone joint infection »: 25 références



L’ARNr 16S

1998 – 2018 :  Sensibilité 28 – 92%, 

Spécificité 61 - 100%

Problèmes

� prélèvement (liquide articulaire)

� technique « maison »

� séquençage des prélèvements positifs à la PCR indispensable

� contaminations

� absence de contrôles de qualité

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 

L.H. et al. JCM 56:e01351



2) Amplification spécifique des gènes d’un seul pathogène 

(ex.: Staphylococcus aureus et résistance à la méticilline) 

Infinity, Cepheid, Vira Solelh, Maurens-Scopont, France



Gène spa (protéine A): présence de S. aureus

Gène mecA (PLP2a): résistance à la méticilline

SCCmec: cassette chromosomique porteuse du gène mecA

2011 – 2014 :  Sensibilité 94 - 100%, 

Spécificité 91 - 100%

Amplification spécifique des gènes d’un seul pathogène 



Unyvero i60 ITI© (Curetis, Holzgerlingen, Allemagne)

Prove-it© bone&joint (Mobidiag, Espoà, Finlande)

SeptiFast© Test Mgrade (Roche, Basel, Suisse) 

FilmArray© en développement (BioMérieux, Craponne, France)

3) PCR multiplex



Unyvero i60 ITI© (Implant and tissue infection)



1 cassette � 8 chambres de PCR



Test Unyvero© ITI, Curetis, 

for diagnosis of bone and joint infection

Protocole

Liquide articulaire (LA)

• culture négative à 48 heures (incubation 14 jours)

• nombre de leucocytes > 2000/mm3

• taux de neutrophiles polymorphonucléaires (PNN) > 60%

• Volume nécessaire: 180 µl



Total 33 patients

LA localisation genou N=24 hanche   N=9 NS

Prothèse 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

Résultats





Patients avec une PTH ou PTG (N=18)

Culture négative/PCR négative N moyen leuco        % moyen PNN  

N=10 11.449/mm3 80%

Culture positive/PCR positive

N = 7 51.697/mm3 81%

Culture positive/PCR négative 

N=1* 90.900/mm3 88%

*PTH, culture positive à 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/mm3 91%

*culture négative, PCR positive à Corynebacterium sp

culture négative, PCR positive à 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 à la culture 

Culture négative/PCR positive: 

1 patient avec la PCR positive à Corynebacterium sp

→ Considéré comme contamination de la PCR test, probable 

chondrocalcinose

1 patient avec la PCR positive à Cutibacterium acnes

→ Interprétation impossible, un seul prélèvement, 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 gènes de résistance

• Prix très élevé (250 €/test)



Sensibilité 60% - 78,8% 

Spécificité 89% - 100%

Concordance avec la culture: 

58% - 88%

Panel: trop de gènes de 

résistance (carbapénèmases)

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



Prove-it© Bone&Joint

Metso et al. 2014, Hinic et al. 2014

Sensibilité 62 - 82%

Spécificité 74%

Concordance avec la culture 62%

Panel:

Absence de Cutibacterium acnes !



SeptiFast© (développé pour hémocultures positives)

Sensibilité 86%, Spécificité 100%

Concordance avec la culture 57%

Achermann Y. 2010;  Sancho-Tello S. 2011 

Panel: 

absence de Corynebacterium

sp., Cutibacterium sp., 

absence de gènes de 

résistance



4) Analyse métagénomique du prélèvement

Street et al. 2017; Ruppé et al. 2017; Sanderson et al. 2018

Extraction de l’ADN total du prélèvement

Soustraction de l’ADN humain

Séquençage de l’ADN restant

Problème de contamination d’ADN humain

Problème de contamination bactérienne: exclusion de 30% de 

prélèvements 



Ruppé E. et al. Sci Reports 2017



19 103 104

Ruppé E. et al. Sci Reports 2017



La méthode est prometteuse mais 

• l’extraction de l’ADN est compliquée

• elle est très couteuse

• le data management est extrêmement fastidieux

Il manque de l’expertise

• définition de standards de qualité

• critères d’interprétation

• définition des seuils de contaminants



On n’est pas tout à fait prêt 

�techniques « maison »

�contaminations

�méthodes pas encore suffisamment définies

�absence d’espèces importantes de panels

�absence de gènes de résistance des panels

�trop de gènes de résistance dans les panels

�absence de contrôles de qualité

Intérêt des techniques de biologie moléculaire pour 

le diagnostic des infections ostéo-articulaires 
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Merci de votre attention 


