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Introduction

Les infections ostéo-articulaires ou IOA rassemblent diverses entités en fonction du
contexte et de 'age. Ce sont des infections qui engagent le pronostic fonctionnel articulaire
et parfois le pronostic vital. Elles peuvent survenir sur une articulation native ou sur matériel
prothétique. En effet, chaque année, environ 140 000 prothéses totales de hanche (ou PTH)
et 80 000 prothéses totales de genou (ou PTG) sont implantées en France (1,2). Les
infections sur prothéses peuvent nécessiter de nombreuses reprises chirurgicales et
entrainent une morbi-mortalité non négligeable.

La prise en charge optimale des patients souffrant d'IOA nécessite une prise en charge
multidisciplinaire. Elle sous-entend d’avoir une bonne connaissance de [I'écologie
bactérienne locale (type de bactéries impliquées, profils de résistance aux antibiotiques). Les
bactéries les plus fréquemment rencontrées dans les IOA sont les staphylocoques
(Staphylococcus aureus et staphylocoques a Coagulase Négative (SCN)). Staphylococcus
epidermidis étant le principal SCN rencontré, peu de données existent dans la littérature sur
les IOA dues a d’autres SCN.

C’est I'objectif de notre étude qui s’est intéressée plus particulierement aux I0OA a S.
lugdunensis, S. caprae et S. capitis dans les services d’Orthopédie et de Traumatologie du
CHU de Toulouse. Nous avons voulu savoir si ces 3 staphylocoques étaient particulierement
impliqués dans les I0A, quelles étaient les articulations les plus souvent touchées et si ces
IOA survenaient-elles plutét sur matériel. Afin de mieux appréhender I'implication de ces
espéces, nous nous sommes posés la question de la justesse de leur identification au
laboratoire (avec I'apport de la spectrométrie de masse) ; et de la capacité de ces 3 espéces
a former du biofilm.

Aprés quelques rappels sur les staphylocoques et la prise en charge générale des I0A, nous
présenterons les données épidémiologiques des IOA a ces trois staphylocoques et leurs
profils de résistance aux antibiotiques. Dans la derniére partie de ce travail nous aborderons
I'activité de certains antibiotiques, notamment la minocycline, dans un modéle de biofilm a S.

capitis et S. caprae.
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1 Généralités sur les staphylocoques

1.1 Caractéristiques et identification

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires, présentent dans la flore résidente de la
peau de I'Homme et des animaux et de facon transitoire dans les autres flores.
Morphologiquement, ce sont des cocci a Gram positif, groupés en amas (d’ou l'origine de
leur nom « staphyle » qui désigne la grappe de raisin en grec). Certaines de ces espéces
sont rencontrées chez 'Homme et I'animal (S. aureus, S. haemolyticus, S. warneri, S. cohnii,
S. saprophyticus, S. simulans), d'autres espéces sont rencontrées plus particulierement chez
I'Homme (S. epidermidis, S. hominis, S. capitis, S. auricularis, S. lugdunensis) ou chez plus
souvent chez I'animal (S. caprae, S. pseudintermedius...).
Les staphylocoques sont classiquement divisés en deux catégories :

- Ceux produisant une coagulase libre: S. aureus, S. intermedius, S.

schleiferi...(attention a S. lugdunensis qui posséde une coagulase liée)
- Ceux n’en produisant pas : ils sont appelés staphylocoques a Coagulase Négative
(SCN) ou Staphylococcus non aureus.

Les staphylocoques sont des germes peu exigeants, ils ont un métabolisme aérobie-
anaérobie facultatif et se cultivent facilement sur les milieux usuels de laboratoire a 37°C . lls
présentent une activité catalase, ce qui les différencie du genre Streptococcus.
Si l'identification du genre est basée sur les critéres cités ci-dessus, les différentes espéces
du genre Staphylococcus présentent des caractéristiques biochimiques différentes. Ce
principe est utilisé pour leur identification au moyen de galeries biochimiques
commercialisées et adaptées a la routine d’un laboratoire. Une autre technique plus récente
que nous aborderons plus tard dans ce travail consiste en l'identification de la bactérie par
son spectre protéique a l'aide de la spectrométrie de masse. Le Tableau | représente les

différents critéres biochimiques d’identification de ces germes.
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Tableau | : Identification des staphylocoques gréce a leurs caractéristiques biochimiques et culturels (d’aprés (3))

Summary of the tests used in the first step of the simplified method for the identification of human Staphylococcus species
Coagulase D-Xylose Sucrose D-Trehalose Maltose  Manitol Anaerobic Hemolysis
Species growth
thioglycolate

S. aureus ¢ + - + + + + + +
S. schleiferi subsp. coagulans ¢ + = +, - - - +,— + +
S. schleiferi subsp. schleiferi ® - - - +, - - - + +
S. epidermidis © - - + - + - + +, -
S. haemolyticus b - - + + + +,— - +
S. saprophyticus ® - - + + + +,— + -
S. warneri - - + + + +, - + 4, -
S. hominis subsp. hominis ¢ - - - +, - + - - -
S. hominis subsp. novobiosepticus b — - + - + - - _
S. simulans ¢ - - + +,— + + + +,—
S. lugdunensis b - - + + + - + +
S. capitis subsp. capitis ¢ - - - - - + + +,—
S. capitis subsp. urealyticus ¢ - - - - + + + +,—
S. cohnii subsp. cohnii - - - + 4, - 4, - + +, -
S. cohnii subsp. urealyticum b - - - + + + + ¥, -
S. xylosus ¢ - +,+ + + + -+ +,— -
S. caprae® - - - + +,— +,— + +,—

On remarque ainsi que la majorité des staphylocoques peut pousser en anaérobie et que
’hémolyse sur gélose au sang est inconstamment présente. S. lugdunensis quant a lui,
présente une hémolyse constante et ne fermente pas le mannitol.

Pour exemple, I'identification de S. caprae repose sur les caractéres principaux suivants dont
tous ne sont pas présentés dans le Tableau ll: caractéres positifs pour Dnase, PYR
(=pyrrolydonyl-arylamidase), uréase, lactose tréhalose...et caracteres négatifs pour ODC
(=ornithine décarboxylase). Le diagnostic différentiel avec les souches Dnase positive se
réalise avec la coagulase et le PYR pour S. aureus, le PYR pour S. capitis, 'ODC pour S.
lugdunensis (4). Ainsi, lidentification précise de I'espéce n’est toujours pas aisée,

notamment en raison de I'inconstance de certains de ces caractéres (Tableau I/).

Tableau lI: Différences d’identification entre les staphylocoques DNase+ (d’aprées (5))

% Positive
Slaphy}lo.c‘occal Tube  Ornithine
species coagu- decarbox- Mannitol Maltose PYR”
lase ylase

S. caprae (n = 38) 0 0 95 89 100

S. aureus subsp. aureus 99 0 94 100 0
(n = 133)

S. capitis subsp. capitis 0 0 97 3 0
(n = 39)

S. capitis subsp. ureolyticus 0 0 97 100 0
(n = 36)

S. intermedius (n = 86)° 94 0 13 100 99

S. lugdunensis (n = 109) 0 100 1 100 99

S. schleiferi subsp. 6 (weak) 0 0 0 100

schleiferi (n = 31)

PYR = pyrrolidonyl aminopeptidase, ° = souches animales
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1.2 Pouvoir pathogéne et facteurs de virulence

S. aureus ou « staphylocoque doré » en référence a son aspect en culture (colonies jaunes)
représente I'espéce la plus rencontrée en pathologie humaine. Le site de colonisation
préférentiel chez 'lHomme est la muqueuse nasale, avec environ 30% des adultes porteurs
(6). Les zones cutanées humides sont elles aussi préférentielles. Il est responsable
d’infections suppuratives trés diverses, superficielles ou profondes. Il est classiquement a
l'origine d’infections cutanéo muqueuses comme des folliculites, panaris, impétigos, ou des
infections invasives comme les dermo hypodermites nécrosantes, bactériémies ou infections
ostéo-articulaires. S. aureus peut aussi étre incriminé dans des pneumopathies, des
infections ORL et oculaires. Cette pathogénicité accrue est liée a I'existence de nombreux
facteurs de virulence : coagulase, protéases, nucléase thermostable, ainsi que la possibilité
de produire différentes toxines selon les souches. Ces derniéres sont, pour les plus
fréequemment retrouvées :

-entérotoxines thermostables responsables de toxi-infections alimentaires

-exfoliatines (syndrome de « la peau ébouillantée »)

-toxine du choc staphylococcique (TSST-1)

-leucocidine de Panton Valentine (ou PVL) a l'origine de pneumopathies nécrosantes ou de
panaris récidivants (6,7).

D’autres facteurs de virulence permettent a S. aureus d’envahir les tissus ou de se défendre
contre le systeme immunitaire de 'héte. En effet il posséde des protéines ou toxines aux

propriétés cytolytiques, protéolytiques et super-antigeniques (8).

Les SCN ou « staphylocoques blancs » sont reconnus majoritairement comme des bactéries
opportunistes responsables d’infections nosocomiales. Trois principaux facteurs favorisent
ces infections : 'immunodépression, I'antibiorésistance et la présence de matériel étranger
dans l'organisme. Ces SCN peuvent étre responsables de bactériémies, d’endocardites,
d'lOA, de méningites post-opératoires ou sur matériel de dérivation, de conjonctivites,
d’endophtalmies...(6,7). Les SCN sont pris en compte et identifiés lorsque les circonstances
de leur isolement indiquent qu’ils sont potentiellement pathogénes : souches identiques
isolées sur plusieurs prélévements simultanément ou a plusieurs jours d’intervalle au niveau
du méme site (9). S. epidermidis est le plus fréquent des SCN identifié dans les
prélevements humains, il posséde des facteurs d’adhérence et de production de biofilm (10).
Cette capacité permet de coloniser des surfaces telles que des cathéters, prothéses et de
disséminer secondairement. D’autres espéces ont été reportées dans la littérature comme

pouvant étre pathogénes, c’est le cas de S. caprae (11) et S. lugdunensis (12). En effet, S.
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lugdunensis peut étre responsable d’infections sévéres locales (infections cutanées ou 10A)
ou systémiques (endocardites) de maniére similaire aux infections a S. aureus (12). Par
exemple, la plus grande série de cas d'IOA a S. lugdunensis fait état de 28 épisodes
infectieux chez 22 patients sur une période de 9 ans a la Mayo Clinic (Etats-Unis) (13). S.
caprae a été deécrit comme responsable d’'IOA, d’endocardites et d’infections urinaires
(11,14). Quant a S. capitis, certains auteurs l'ont identifi€ comme responsable de

bactériémies (15) et d'IOA sur matériel (16).

1.3 Staphylocoques et biofilm

Les bactéries du genre Staphylococcus ont une aptitude a former des « biofilms » adhérant a
des surfaces trés diverses, avec une implication directe en pathologie humaine.
Actuellement, il est considéré qu’environ 70% des infections chroniques sont en lien avec la
formation de biofilm, tous genres ou espéces confondus. Nous allons voir dans cette partie
des généralités sur la formation des biofilms et ce que cela implique pour le traitement. Dans
la partie expérimentale, nous développerons I'évaluation de I'activité d’antibiotiques sur un

modéle de biofilm.

1.3.1 Définitions

Les bactéries peuvent se rencontrer sous divers états physiologiques. On différencie les
bactéries planctoniques des bactéries sessiles. Les premiéres sont en suspension dans
un environnement aqueux et dans ces conditions présentent une sensibilité aux antibiotiques
(selon le spectre défini) ou aux anticorps ; elles représentent la forme principalement utilisée
au laboratoire. Les secondes ont la caractéristique d’étre adhérentes a des surfaces
(abiotiques ou inertes) ou a des cellules de leur environnement (vivantes ou biotiques) et de
se multiplier sous forme adhérée. Ce mode d’existence (ou de persistance) leur confére une
protection contre les agressions chimiques, physiques ou immunitaires ; elles constituent la
forme la plus fréequemment rencontrée dans la nature, mais également dans les
ecosystémes humains et animaux.

Plusieurs définitions peuvent étre retenues. Celle de Costerton et al. (17) décrit le biofilm
comme une « communauté structurée de cellules bactériennes incluses dans une matrice
polymérique autoproduite et adhérentes a une surface inerte ou vivante ». D’autres auteurs
allegent la définition comme Carpentier et Cerf (18) qui simplifient en une « communauté de
microbes englobés dans une matrice organique polymérique et adhérents a une surface ».

Quelle que soit la définition, il faut plusieurs entités pour constituer un biofilm: le
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microorganisme (ou plutdt les microorganismes), le glycocalyx ou complexe d’exopolymeéres
dont des polysaccharides qui va servir de colle avec la surface d’adhésion, la surface en

présence elle-méme et enfin le milieu environnemental.

1.3.2 Physiopathologie et Cycle du biofilm

1.3.2.1 Pathogénése

La formation du biofilm est un processus en plusieurs étapes qui nécessite 'adhésion des
bactéries a une surface, suivie de la croissance des cellules bactériennes et la création d’un
premier consortium appelé microcolonie, pour aboutir a un biofilm multicouches ou les
cellules sont engluées dans le « slime », qui progressivement va recouvrir 'ensemble du
biomatériau qui sera alors colonisé (19). La notion préliminaire concerne le rapprochement
de la bactérie du support ou phase de transfert qui met en jeu des phénoménes aléatoires,
mais également orientés tels que le chimiotactisme. Lorsque la bactérie atteindra une
distance d’environ 50 nm par rapport a la surface, le processus pourra se mettre en place.

La premiere étape consiste en une adhérence réversible dle aux interactions
électrostatiques, généralement répulsives (charges négatives au niveau des deux surfaces
en présence) et aux forces de Van Der Waals attractives. Les conditions environnementales
en termes de pH, oxygénation, température etc... doivent étre appropriées. Le phénoméne
est favorisé par I'hydrophobicité d’'une part des matériaux (métal, polyméres) et de la paroi
bactérienne (exemple : nombreux acides teichoiques chez les staphylocoques) (20). Par la
suite (distance de I'ordre du nm), I'adhérence va devenir irréversible grace a la mise en place
de nombreuses interactions de faible énergie (liaisons H,...) et a la synthése d’'une matrice
extracellulaire composée d’exopolysaccharides.

L’étape suivante est constituée par la division cellulaire sous forme adhérée, conduisant a la
formation de microcolonies. Enfin, on observe le passage d’un biofilm précoce a un biofilm
mature. La matrice extracellulaire sert de protection pour la formation de micro colonies qui
vont sécréter de nombreux médiateurs bactériens pour faciliter la coordination cellulaire en
fonction du microenvironnement et de la densité cellulaire : ce mécanisme est appelé le
« quorum sensing ».

Le biofilm mature est alors constitué d’amas bactériens englués dans le slime, caractérisé
par une hétérogénéité de populations et pouvant varier en épaisseur de quelques
micrométres a méme quelques millimétres. Parallelement, il y a possibilité de décrochage et
de dispersion de certaines bactéries ou amas issus du biofilm, entrainant Ila colonisation

d’autres surfaces.
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Figure 1 : Représentation schématique des différentes phases de la formation des biofilms (d’aprés (21))

Le biofilm est de ce fait une communauté dynamique en évolution constante. Elle représente

la forme de survie la plus répandue et se structure rapidement comme le met en évidence la

Figure 2.

2h
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Figure 2 : Colonisation du n-butyl-2-cyanoacrylate par S. aureus vue au microscope électronique (d’apres (22))

1.3.2.2 Composition et métabolisme

Le biofilm est constitué d'une trés grande proportion d’eau, il piege aussi les éléments
nécessaires a la vie bactérienne (ions, lipides, protéines...) ou issus de l'activité cellulaire
(ADN...) et I'attraction de nouvelles bactéries sera d’autant plus forte que la phase liquide

sera pauvre en substances nutritives.
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Cependant, deux caractéristiques sont a souligner :

- a lintérieur de cette structure, le transfert des nutriments peut étre limité, de par la
nature hydrophile et polyanionique de la matrice. De nombreux travaux ont révélé
l'existence de canaux aqueux permettant une « circulation » des fluides et
nutriments. Cependant, I'accés a la cible cellulaire reste limité.

- le métabolisme bactérien est modifié quand les bactéries sont sous forme sessile, et
celles situées dans les couches les plus profondes ou internes du biofilm ont une
vitesse de croissance et de division ralentie, telles que les « small colony variants »
(SCV). Ainsi, la division cellulaire est 5 a 15 fois plus lente dans un biofilm que sous
forme planctonique (23).

Ces deux mécanismes sont impliqués dans la perte de sensibilit¢é aux antibiotiques des
bactéries sous forme biofilm (réduction du transfert de masse au sein de la matrice, non

accessibilité ou moindre pertinence de la cible).

1.3.3 Implication médicale

Il est possible de différencier les biofilms environnementaux des biofilms des dispositifs
médicaux. Les premiers sont généralement trés complexes, plurimicrobiens (bactéries,
champignons, algues, déchets), alors que les seconds sont plus simples, généralement
monomicrobiens et ont des conséquences diagnostiques et thérapeutiques directes.

Parmi les différentes bactéries pouvant produire du biofilm, les staphylocoques (S. aureus ou
SCN) prennent une place prépondérante : on peut les retrouver au niveau des cathéters
veineux ou urinaires, des prothéses cardiaques, des prothéses articulaires, vocales, des
lentilles de contact et des dispositifs intra-utérins (17). La présence d’'un petit inoculum
bactérien a la base, associé a des micro-environnements spécifiques et a un support et ses

microanfractuosités permet le développement et la persistance d’un biofilm.

Figure 3 : Cocci organisé en biofilm au fond d’une cassure (d’apres (24))
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Une des principales implications médicales directes de la formation de biofilm est la

résistance aux antibiotiques. Trois raisons permettent d’expliquer cette constatation :

Premiérement la difficulté de pénétration de [l'antibiotique dans la matrice
exopolysaccharidique, ce qui diminue son taux de transport et sa fixation au niveau
de la cible. Cette perte d’activité peut étre également liee a un phénoméne de
neutralisation/consommation (cas des aminosides).

Deuxiéemement, la vitesse de croissance et le rythme de division ralentis des
bactéries, ce qui diminue I'effet des antibiotiques croissance dépendants.

Enfin, 'environnement immédiat du biofilm a une composition différente en minéraux,

taux d’oxygénation...pouvant diminuer encore I'efficacité antibiotique.

Les deux derniers points sont liés et correspondent, via le quorum sensing, a une

modification de I'expression génomique chez les bactéries sous forme sessile. De ce fait, les

cibles définies pour les antibiotiques sous forme planctonique, peuvent se révéler non

adéquates sous forme biofilm.

Les conséquences thérapeutiques peuvent étre exprimées in vitro par une augmentation

significative des concentrations actives entre les formes planctoniques et celles en biofilm.

Widmer et al (25) ont démontré I'influence du métabolisme bactérien sur les CMB avec une

multiplication de cette derniére par 2,5 pour la rifampicine, par 12,5 pour la vancomycine et

par 200 pour la ciprofloxacine entre la phase de croissance bactérienne normale (ou

logarithmique) et la phase stationnaire ou ralentie.

nAn'.lmohc Antibody cPlanktonrc cell - Siofilm cell n Phagocyte enzymes I

Figure 4: Influence du biofilm sur les antibiotiques et les cellules immunitaires (d’apres (17))

La Figure 4 résume la difficulté d’accés des antibiotiques ainsi que des anticorps et cellules

phagocytaires pour atteindre les bactéries organisées en biofilm surtout si ce dernier est

mature. |l constitue une gangue de protection physique et chimique. La persistance de ces
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bactéries peut entrainer la chronicité des symptomes et des rechutes et donc souvent le
remplacement de la prothése infectée. En fait, bien que les bactéries soient protégées par le
biofilm, il se crée une réaction inflammatoire locale avec afflux de cellules phagocytaires qui
vont étre activées par I'environnement cytokinique. Ces cellules vont étre responsables
d’une lyse cellulaire avec, in fine, une ostéolyse et un descellement de la prothése.

Enfin la question du diagnostic microbiologique est aussi délicate. Les staphylocoques
issues du biofilm ne poussent pas facilement sur milieux usuels (ou mettent plus de temps)
ce qui peut entrainer un diagnostic faussement négatif. Cela explique aussi la durée de
conservation des prélévements pour le diagnostic des IOA (15 jours) afin de récupérer ces

bactéries a croissance lente.

1.3.4 Staphylocoques « variants a petites colonies »

Des formes auxotrophes de S. aureus peuvent exister au niveau des bronches des patients
atteints de mucoviscidose et au sein de foyers ostéo-articulaires. Ces « variants a petites
colonies » (ou SCV pour « small colony variants ») sont responsables de la persistance de
S. aureus et de la récurrence des infections. lls constituent des variants métaboliques issus
en partie de la pression antibiotique, et cohabitent avec les souches « normales ». lls sont
d’autant plus difficiles a identifier que leur pousse est lente et que certains de leurs
caractéres biochimiques sont parfois déficients (26). Ces variants peuvent aussi étre
retrouvés chez les SCN comme S. epidermidis, S. lugdunensis et S. capitis (27). Cela peut
entrainer des récurrences d’infections et une résistance accrue aux antibiotiques (certains
d’entre eux étant efficaces sur les bactéries en division, ils sont bien moins efficaces sur les

bactéries & métabolisme ralenti).
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2 Les infections ostéo-articulaires

2.1 Physiopathologie et classification des IOA

Les IOA représentent une morbi-mortalité importante, qu’elles soient associées ou non a la
présence de matériel (prothése, clou, vis, plaque...). En outre elles compliquent 1 a 2 % des
prothéses posées (28,29). L'incidence cumulée des infections est de 0,5; 0,8 et 1,4% a
respectivement 1 ; 5 et 10 ans d’une arthroplastie de la hanche ou du genou (30). Les deux
premiéres années sont celles ou le risque est le plus élevé : 60 a 70% des infections
s’observent durant cette période. Lors d’'une chirurgie traumatologique en cas de fracture

ouverte l'incidence d’lOA peut atteindre 3 voire 5%.

2.1.1 Physiopathologie

Les origines des I0OA peuvent étre multiples :

- inoculation directe, cela peut étre le cas lors d'une fracture ouverte souillée.
L’infection est dans ce cas post traumatique et les germes en cause sont souvent
d’origine tellurique ou hydrique.

- nosocomiale/iatrogéne : l'inoculation directe de microorganismes est aussi possible
lors d’une intervention chirurgicale avec mise en place d’un matériel d’'ostéosynthése
ou d’une prothése articulaire ou bien alors au cours d’'une ponction articulaire, d’'une
infiltration ou d’'une arthroscopie. L'origine de I'lOA est alors iatrogéne (per/post-
opératoire ou post interventionnelle) par contamination bactérienne de la plaie. Les
germes en cause sont souvent d’origine cutanée (staphylocoques, P. acnes,
Corynébactéries) ou sont apportés par les instruments chirurgicaux, les gants du
chirurgien ou tout autre matériel en contact (Entérobactéries, Pseudomonas...).

- extension d’un foyer septique par contiguité. L’infection progresse et atteint I'os et/ou
I'articulation, il convient de rechercher et de traiter aussi le foyer septique d’origine.

- enfin, l'origine peut étre hématogéne au décours d'une bactériémie ou d'une
endocardite. Les germes vont atteindre I'articulation ou I'os notamment au niveau des

meétaphyses (voir Figure 6); on parle alors d’ostéomyélite.
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Figure 5: Différents entités cliniques des IOA de I'adulte en fonction de la présence ou non de matériel (d’apres le

PILLY 2016)

2.1.2 Classification

La classification des IOA peut se découper selon divers critéres. En premier lieu, I'élément
important est sa localisation : concernant une atteinte isolée de larticulation on parle
d’arthrite, pour une atteinte osseuse isolée cela constitue une ostéite ou une ostéomyélite,
sinon l'infection mixte est appelée ostéo-arthrite. La Figure 6 rappelle et situe les éventuels
sites d’infections au niveau d’un os long et d’une articulation mobile (cf éléments ci-dessus).
Il existe certaines conditions pour parler d'IOA complexe. La complexité d’'une I0A est
définie par 'association de critéres concernant :

- le type de programme chirurgical qui nécessite par exemple des gestes majeurs

d’excision ou de reconstruction osseuse ou prothétique

- le terrain médical du patient

- la microbiologie (germes impliqués et résistance aux antibiotiques)

- la prise en charge thérapeutique antérieure (31).
Par exemple les ostéo-arthrites des grosses articulations, ostéites ou pseudarthrose
nécessitant une reconstruction, I'échec thérapeutique primaire ou I'allergie au traitement
antibiotique, une défaillance viscérale etc...entrent dans les cadres d’lOA compliquées ou
complexes.
Certains facteurs de risques associés aux infections sur prothéses, plutdét d’'ordre général,
peuvent étre identifiés. Par exemple le diabéte, I'obésité (IMC>40), la cirrhose, la polyarthrite
rhumatoide, le tabagisme actif, un temps opératoire >2,5 h, la présence d’'un hématome
post-opératoire...Cependant, aucun d’entre eux ne permet de prédire la survenue d’une

infection précoce (31).
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Figure 6: Schéma structurel d’un os long et d'une articulation mobile (d’aprés images future-sciences.com)

2.2 Eléments de prise en charge des I0A

Les IOA doivent étre prises en charge de fagon rapide pour avoir le maximum de chances
d’éradiquer l'infection et d’améliorer le pronostic fonctionnel de l'articulation. Cette prise en
charge s’est structurée depuis 2008, date a laquelle le Ministére de la Santé a reconnu 9
centres de référence des infections ostéo-articulaires complexes (CRIOAC, dont le CHU de
Toulouse), qui sont complétés par une quinzaine de centres correspondants. Ces centres

ont des missions de coordination des soins, d’expertise, de formation et de recherche (31).
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2.2.1 Eléments diagnostiques

2.2.1.1 Arguments cliniques

Les IOA peuvent subvenir suivant différents modes. On parle d’infection aigué sur matériel
étranger lorsque celle-ci survient avant 21 jours, d’infection précoce si elle est inférieure a 3
mois et tardive si elle est supérieure a 3 mois. Une infection est qualifiée de nosocomiale
jusgqu’a un an aprés l'intervention mais les IOAC tardives/chroniques peuvent se déclarer de
nombreuses années apreés la chirurgie (parfois > 10 ans).

Du point de vue clinique, certains éléments vont étre évocateurs : un incident cicatriciel
(écoulement, fistule, absence ou retard de cicatrisation, désunion), une (ré)apparition ou
augmentation de la douleur locale avec +/- la présence d'un épanchement, un
dysfonctionnement de prothése évolutif (descellement) avec dégradation de la récupération
fonctionnelle et un syndrome septique avec la présence de signes généraux (fievre,
frissons). L’infection aigué associe volontiers des signes inflammatoires locaux (abcés,
douleur...) et un syndrome fébrile alors que I'infection chronique est évoquée sur des signes
souvent plus discrets a savoir une limitation fonctionnelle, une rougeur locale, un cedéme, un
épanchement, ou une fistule.

Les manifestations cliniques des IOA dépendent aussi de la virulence du germe en cause,
de lorigine de [linfection, du statut immunitaire du patient, de [latteinte des tissus
adjacents...Par conséquent, et en tenant compte du fait qu’il s’agisse parfois d’'urgence
diagnostique, il est recommandé d’analyser certaines données fondamentales pour la prise
en charge des IOA: le mode de contamination suspecté, le délai de contamination
permettant de différencier l'infection post-opératoire de [linfection hématogéne, [I'état
infectieux, la localisation ainsi que I'état mécanique du foyer infecté, I'état des parties molles

ainsi que de la peau et enfin le statut du malade.

2.2.1.2 Arguments paracliniques

La radiologie occupe une part importante dans le diagnostic des IOA. La radiographie
standard permet de mettre en évidence une ostéolyse, une ostéocondensation, une
chondrolyse, des séquestres, des appositions périostées... mais sa sensibilité reste faible.
Le scanner procure une analyse osseuse meilleure en termes de sensibilité mais la
présence de matériel d'ostéosynthése entraine d’importants artéfacts pouvant géner
linterprétation des résultats. L'IRM est encore plus précise, elle permet de mettre en
évidence des signes plus précoces, une meilleure caractérisation des tissus périphériques,
parties molles, collections et abcés intra osseux. L’échographie est une méthode
intéressante en présence de matériel car les images échographiques ne sont quasiment pas

influencées par des artéfacts liés au matériel métallique, en revanche l'analyse des
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structures osseuses profondes est plus compliquée. L'utilité est surtout dans la recherche de
collections des parties molles au contact de I'os et de permettre une ponction guidée des
épanchements intra-articulaires (32). D’autres procédés permettent d’étayer le diagnostic
d’infection sur prothése comme la scintigraphie osseuse et le TEP scan. La premiére est un
examen « de débrouillage » caractérisé par une bonne sensibilité mais une spécificité assez
faible entrainant de possibles faux positifs. La scintigraphie aux polynucléaires neutrophiles
marqueés in vitro est plus spécifique de I'activité infectieuse avec des images a 30 minutes, 3
et 24 heures. Le TEP scan utilise un analogue du glucose marqué au Fluor 18 dont la

fixation va étre favorisée dans les cellules de I'inflammation, mais de maniére non spécifique.

L’examen anatomopathologique des biopsies per-opératoires est recommandé pour le
tissu osseux et la synoviale. La mise en évidence de polynucléaires neutrophiles (minimum 5
au grossissement x400 sur 5 champs) est en faveur d’un processus inflammatoire. Cet
examen est aussi utile pour orienter le diagnostic vers une infection fongique ou a

mycobactéries (29).

D’autres examens de biologie peuvent étre prescrits pour étayer le diagnostic et la suspicion
d’inflammation. Par exemple le dosage de la CRP (protéine C réactive), méme si une CRP
normale n’exclue pas une IOA, la VS (vitesse de sédimentation) ou la PCT (procalcitonine)
plus spécifique d’'une infection d’origine bactérienne (33). Une méta-analyse met en avant
que les dosages de I'lL-6 (interleukine 6) et de la CRP semblent étre les meilleurs
marqueurs inflammatoires pour le diagnostic des IOA, bien que I'lL-6 ne soit pas encore
adaptée en routine (34). Bottner et al. (35) ont cependant conclu que la PCT est aussi
spécifique que le dosage de CRP mais beaucoup moins sensible (33% versus 95%), de la
méme maniére que le TNF-a (Tumor necrosis factor), qui ne sont donc pas indiqués dans la

démarche diagnostique des IOA.

2.2.2 Traitement médico-chirurgical

2.2.2.1 Prise en charge chirurgicale

La prise en charge thérapeutique des IOA n’est pas seulement médicale grace a un
traitement antibiotique, elle est aussi et souvent chirurgicale. La chirurgie pratiquée dépend
du contexte de l'infection, de sa localisation, de I'état de 'articulation ou de 'os et bien sir de
la présence ou non de matériel. Le sujet de ce travail n’est pas de détailler cette prise en
charge, néanmoins on ne peut pas éluder le versant chirurgical en abordant le théme des
IOA. Le traitement chirurgical doit atteindre trois objectifs & savoir I'éradication de l'infection,

la sauvegarde du capital osseux et la préservation de la fonction articulaire.
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Dans le cas d’'une arthrite aigue, il y a plusieurs possibilités selon le degré d’évolution allant
du lavage articulaire réalisé sous arthroscopie, a une arthrotomie et synovectomie ou
résection articulaire totale ou arthrodése. En cas d’infection aigue sur matériel, le chirurgien
peut étre amené a réaliser un nettoyage articulaire et péri-articulaire sans forcément changer
la prothése. Si I'infection de cette derniére est chronique, I'ablation et la réimplantation du
mateériel prothétique est de mise. Cette chirurgie peut étre effectuée en « 1 temps » avec
documentation microbiologique, c’est a dire si une ponction a été réalisée au préalable. Dans
ce cas, le germe en cause doit étre facilement traitable (pas de BMR, de P. aeruginosa...), le
terrain clinique non compliqué et ce doit étre si possible la premiére reprise. Si ces
conditions ne sont pas réunies, la dépose et la repose se font généralement en « 2 temps ».
Un espaceur en ciment peut étre implanté pour faciliter la repose de prothése ultérieure et
permettre la mobilisation. Ce ciment a la particularité de pouvoir contenir des antibiotiques
(gentamicine, vancomycine et clindamycine). L’intervalle de temps entre les gestes de
dépose et de repose est variable, ce qui conditionnera des « 2 temps longs » et des « 2
temps courts ». Le délai de repose idéal n’est pas défini. Pour le « 2 temps court » le délai
recommandé est de 4 a 6 semaines pendant lesquelles I'antibiothérapie est dispensée, ce
délai varie de 3 a 6 mois pour le « 2 temps long » (29). Les prélevements bactériologiques et
histologiques sont réalisés au moment de la repose et conditionnent la poursuite ou I'arrét de
I'antibiothérapie, comme les parameétres biologiques de l'inflammation. La Figure 7 résume

ces différents temps chirurgicaux.
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Figure 7: Modalités de prise en charge chirurgicale concernant la dépose et la repose de prothése (d’apres (36))

2.2.2.2 Prise en charge anti infectieuse
Le traitement médical, quant a lui, repose sur une antibiothérapie qui doit répondre a certains

critéres pour étre prescrite:
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- documentation du germe en cause (ou alors probabiliste et large spectre puis adapté
secondairement a I'antibiogramme)
- bonne pénétration osseuse
- administration par voie intra veineuse pour avoir rapidement des concentrations
plasmatiques et surtout osseuses efficaces, et débutée par une association de deux
antibiotiques (ne pas utiliser la rifampicine, I'acide fusidique, les fluoroquinolones en
monothérapie).
Le choix des antibiotiques, en complément du traitement chirurgical, est primordial.
L’antibiothérapie idéalement souhaitée répond a plusieurs exigences :
- bonne diffusion osseuse,
- bactéricide in situ
- activité persistante sur les bactéries adhérentes, organisées en biofilm
- diffusion intra phagocytaire
- faible pouvoir de sélection de mutants résistants
- bonne tolérance en utilisation prolongée
- bonne biodisponibilité si administration par voie orale.
Bien que le tissu osseux soit hétérogéne ('os spongieux est bien vascularisé alors I'os
cortical est plus inerte), il est possible de classer les antibiotiques selon leur pénétration
osseuse déterminée par un ratio os/sang. Il existe ceux a «trés bonne pénétration
osseuse » (ratio > 30%): quinolones, acide fusidique, fosfomycine, rifampicine,
clindamycine, cyclines ; ceux a « bonne pénétration osseuse » (ratio 15-30%): béta-
lactamines, linézolide ; et ceux a pénétration osseuse « moyenne » (ratio < 20%):
glycopeptides.
La durée de lantibiothérapie n’est pas standardisée. Elle est généralement de deux
semaines en IV initialement aux posologies maximales type bactériémie, puis le relais per os
sera envisagé si I'évolution clinique est bonne, s’il N’y a pas de collection, cela pour limiter
les problémes d’accés veineux et réduire la durée d’hospitalisation. La durée totale de
traitement est comprise entre 6 semaines et 12 semaines, au-dela la poursuite thérapeutique
doit étre argumentée.
Classiquement, le traitement antibiotique des IOA a staphylocoques associe le couple
rifampicine (antibiotique sensé étre le plus efficace sur le biofilm, que nous aborderons plus
préciseément) et une fluoroquinolone. Nous ne détaillerons pas les schémas thérapeutiques
mais citons ici d’autres antibiotiques pouvant étre prescrits en phase initiale en IV comme
l'oxacilline (si staphylocoque méti-S), la vancomycine (si staphylocoque méti-R), la
daptomycine, ou en relais par voie orale la minocycline, la clindamycine, I'acide fusidique, et
le triméthoprime-sulfaméthoxazole. La rifampicine apparait comme l'antibiotique de choix,

elle doit étre introduite précocement mais pas d’emblée pour laisser le temps a I'antibiotique
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coadministré de diminuer I'inoculum afin d’éviter le risque de sélection de mutants résistants.
La question se pose pour le choix de I'antibiotique a associer a la rifampicine. En cas
d'impossibilité de prescrire une fluoroquinolone, la minocycline peut s’avérer étre un
antibiotique efficace, ce sera 'objet de la derniére partie de notre travail.

La surveillance du traitement antibiotique se fera habituellement a l'aide de la NFS,
appréciation de la fonction rénale, hépatique, CRP, et éventuellement dosage des
antibiotiques. La tolérance du traitement est importante d’autant plus que sa durée est
longue. Le suivi de patient a long terme associera des considérations cliniques (réadaptation
fonctionnelle, douleur, confort...), radiologiques et biologiques. Cette surveillance sera
espacée au fil du temps mais le patient doit étre informé des différents signes d’alertes a
reconnaitre si I'évolution de sa prise en charge n’est pas bonne. En effet, aprés la pose
d’une prothése, une IOA peut apparaitre de maniére trés tardive, méme des années apres le

geste chirurgical.

Afin de synthétiser ces informations, les recommandations HAS actuelles concernant le
diagnostic et la prise en charge d’une infection sur PTH ou PTG dans le mois suivant
limplantation sont présentées en Annexe 1. En Annexe 2, un algorithme décisionnel de prise
en charge d'lOA aigué ou sur prothése suivant Peel et al. est disponible.

La prise en charge des IOA est complexe d’autant plus qu’il existe relativement peu de
référentiels, consensus, et d’études randomisées. C’est un argument de plus pour que les
discussions et la prise de décision se fassent de maniére collégiale et que la prise en charge
soit multidisciplinaire. Enfin, la connaissance de I'écologie bactérienne (types de bactéries
impliquées, profils de résistances retrouvés fréquemment) des services d’Orthopédie

Traumatologie est un avantage non négligeable.

2.3 Diagnostic microbiologique des IOA

2.3.1 Prise en charge des préléeévements au laboratoire

Le diagnostic microbiologique constitue, avec la clinique, la radiologie et
'anatomopathologie, une étape clé du diagnostic des IOA. Tout d’abord pour savoir si la
cause du dysfonctionnement articulaire est d’origine aseptique ou septique et, si tel est le
cas, pour identifier le ou les germes incriminés ainsi que tester leur sensibilité aux
antibiotiques ou aux antifongiques. Ce diagnostic peut étre rendu difficile car les bactéries
incriminées appartiennent a des espéces variées, appartenant a la flore commensale

cutanée ou muqueuse et elles présentent pour certaines d’entre elles une croissance lente
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ou difficile. Une démarche rigoureuse, slre et la plus rapide possible est nécessaire pour
adapter au mieux le traitement. Le REMIC (référentiel en microbiologie médicale) sert de

référentiel pour les bonnes pratiques a réaliser au laboratoire (37).

2.3.1.1 Types de prélévements

Plusieurs types de prélévements peuvent étre réalisés pour argumenter le diagnostic. lls
doivent étre réalisés dans des conditions d’asepsie, logiquement ce sont donc les
prélevements les plus profonds et ceux réalisés au bloc opératoire qui seront les plus
contributifs.

Les prélevements superficiels de plaies, de fistule ou d’écoulement sont a proscrire
car le plus souvent contaminés par la flore cutanée. Cependant, une étude espagnole (38) a
démontré 80% de concordance entre des prélévements superficiels (par eSwab) et des
prélevements profonds, c’est-a-dire qu‘au moins un microorganisme commun a été trouvé
entre les deux types de préléevements. La concordance est bonne pour S. aureus ou les
bacilles a Gram négatif (respectivement 100% et 85% des cas) mais en revanche I'isolement
de SCN est peu prédictif de ce qui est retrouvé dans les prélevements profonds. La régle a
retenir est donc de ne jamais réaliser de prélevement superficiel par écouvillonnage.

Les liquides de ponction (pus et liquide articulaire) doivent étre recueillis en partie dans un
tube hépariné pour éviter la coagulation et réaliser I'analyse cytologique ainsi que dans un
tube ou pot sec stérile prévu a cet effet. De plus, des flacons d’hémoculture aérobie et
anaérobie doivent étre ensemencés si la quantité de liquide est suffisante. Cette pratique
permet d’améliorer la sensibilité et la spécificité diagnostique ainsi que de diminuer les
éventuels risques de contamination lors de la manipulation du liquide, en particulier lors de
'ensemencement (39). Une étude de Roberts et al. (40) sur des prélévements de prothése
de hanche a montré une sensibilité de 87% et une spécificité de 95% lorsque le liquide
synovial est inséré dans des flacons d’hémocultures.

L’analyse du liquide synovial sera réalisée avec premiérement un comptage cytologique
comprenant une formule (polynucléaires neutrophiles et cellules mononuclées) pour évaluer
le caractére inflammatoire du liquide, et secondairement la culture bactériologique. L’aspect,
la couleur, la viscosité du liquide ainsi que la présence de cristaux sont aussi notés. On
parle de liquide inflammatoire pour un nombre de leucocytes supérieur a 2000/mm?
avec plus de 50% de polynucléaires neutrophiles. Cependant, dans le cas d’'une arthrite
septique, ces valeurs sont généralement plus élevées, a fortiori si le processus est aigué
(10000/mm?®). Dans le cas d’une infection sur prothése, ces valeurs sont inférieures : plus de
1700 éléments/mm?® avec 65% de PNN sont généralement trés évocateurs d’une infection.
En revanche, un liquide synovial classé inflammatoire n’est pas obligatoirement

septique (polyarthrite rhumatoide, spondylarthrite, goutte...), d’ou l'intérét de la
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culture. Enfin, la sensibilité de la culture du liquide synovial est meilleure dans le cas d’une
infection sur prothése aigue (91%) que chronique (79%) (41).

Il'y a possibilité de réaliser des biopsies en préopératoire, qu’'elles soient osseuses ou
tissulaires. Sadiq et al. (42) ont mis en évidence 70% de concordance entre ces
prélevements preéopératoires et ceux peropératoires, avec 10% de cas négatifs en
préopératoire et positifs en peropératoire. Globalement, la sensibilité et la spécificité sont de
88% et 91% pour ce type de préléevements dans le diagnostic des IOA.

Enfin, la mise en culture des prélevements peropératoires constitue ['aide
microbiologique la plus importante. On peut citer par exemple comme prélévements
anatomiques : biopsie synoviale, os, capsule, membrane d’interposition; et comme
prélevement de matériel: matériel prothétique ou une partie de celui-ci, matériel
d’ostéosynthése (vis, ciment, tige, plaque), fiche de fixateur externe (le long de la fiche avec
une seringue et un cathlon, sans écouvillon) etc...

Point important, il doit y avoir de préférence plusieurs préléevements (au minimum 5) au
niveau de sites anatomiques différents afin d’étre le plus exhaustif possible (43). Les
prélevements liquides prélevés par aspiration peuvent étre transvasés dans un pot de
prélevement (mais risque accru de contamination) ou alors laissés dans la seringue bouchée
avec un bouchon spécial (ex : female luer-lock Ref 888.0, Vygon) aprés avoir chassé I'air, ou
ensemencés directement dans des flacons d’hémoculture. Les prélévements solides sont
déposés dans des pots stériles secs ou des milieux de transports, sous double emballage.
Des pots contenant des billes en inox destinées au broyage mécanique du prélévement sont
disponibles.

Les prélevements doivent étre acheminés le plus rapidement possible (idéalement
dans les 2 heures) au laboratoire a température ambiante, dans un milieu adapté et stérile, si
possible dans un délai minimal de 15 jours par rapport a toute antibiothérapie. Un bon de
demande spécifique est recommandé. Il doit spécifier les localisations exactes des différents
préléevements ainsi que des informations cliniques et thérapeutiques.

Une petite partie du prélevement non ensemencée ou de I'’échantillon une fois techniqué (en
cas de prélévement de petite quantité) doit étre conservé par congélation (-80°C ou a défaut
a -20°c) au moins jusqu’au rendu du résultat définitif, idéalement jusqu’a 2 a 4 mois apreés ce
rendu (37).

Il est a noter que lorsqu’il s’agit d’'une infection aigue, 'agent pathogéne doit étre recherché
avant toute antibiothérapie également dans d’autres sites tels que le sang, urines, peau,
sphére ORL...
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2.3.1.2 Culture et identification

Les prélevements ostéo-articulaires sont considérés comme des prélévements précieux et
doivent étre manipulés sous PSM-2 en utilisant les techniques de manipulation stérile. Un
examen direct est réalisé par coloration de Gram (6% de sensibilité mais 99% de spécificité)
et un examen cytologique par coloration MGG pour la formule. Une recherche de cristaux
peut étre faite sur demande explicite pour le diagnostic différentiel de chondrocalcinose et de
goutte articulaire aigue.

Les prélevements liquides peuvent étre ensemencés directement sur les milieux dédiés. Les
prélevements solides (fragments d’os, de tissus) doivent étre impérativement broyés dans un
environnement confiné. Des dispositifs (homogénéiseurs / disperseurs a billes) permettent
de limiter les manipulations et donc les risques de contamination. Le broyage permet de
libérer les bactéries de la matrice osseuse et éventuellement du biofilm. L’eau de qualité
biologie moléculaire est recommandée par rapport aux bouillons de culture, pour ne pas
empécher une éventuelle analyse par biologie moléculaire. Concernant le matériel d’ostéo
synthése, il peut étre directement apposé sur les milieux de culture (solides et liquides) ou

alors on ensemence le liquide aprés agitation au vortex ou sonication (voir chapitre 2.3.2.1).

Le REMIC recommande d’ensemencer les liquides ou broyats sur des milieux riches non
sélectifs a environ 36+/-1°C dans diverses atmosphéres. Au laboratoire du CHU de
Toulouse, les ensemencements se font sur plusieurs milieux : gélose au sang de type COS
et gélose au sang cuit avec facteurs de croissance (type PVX) en aérobie sous 5% de CO,,
deux géloses incubées en anaérobie (ge€lose type « Brucella ») ainsi qu'un milieu liquide
d’enrichissement non sélectif, le thioglycolate. La lecture des boites incubées sous CO, est
réalisee a J1, J2, J5 et techniqués s’il y a présence de pousse bactérienne. Le bouillon
thioglycolate est repiqué sur milieux solides (COS, PVX et brucella) s’il est trouble a J2 et en
absence de croissance sur les autres milieux, méme si limpide a J5 ; ces géloses seront lues
a J10 et J15 (recherche des germes dits déficients ou a croissance lente comme certains
SCN ou P. acnes). Les géloses incubées en anaérobie sont lues a J2 et J5 pour la premiére
boite, et J10 et J15 pour la seconde boite, afin de minimiser le risque de contamination lors
de la lecture des boites. Ainsi les cultures sont conservées 15 jours, voire 21 jours pour la
recherche de P. acnes si précisé sur le bon de demande ou aprés discussion en RCP.
Toutes ces opérations doivent étre réalisées sous un PSM de type Il afin de limiter au
maximum la contamination. Enfin, les souches bactériennes isolées sont congelées a -20°C
ou -80°C et conservées au minimum 3 ans.

L’identification et I'antibiogramme doivent étre réalisés sur toutes les colonies isolées et
d’aspect différent. Si la culture solide est positive de maniére précoce, cela ne dispense pas

de réaliser les lectures suivantes jusqu’a lincubation compléte, car les infections
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polymicrobiennes représentent 10-15% des IOA, notamment sur prothése (37).
L’identification était réalisée par des galeries biochimiques d’identification (type Vitek2
Biomérieux® ou galeries API Biomérieux®) jusqu’en février 2014 puis par spectrométrie de
masse de type MALDI-TOF (Brucker Daltonics®). L’antibiogramme ainsi que la détermination
des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en milieu liquide ou solide sont obligatoires,
en suivant les recommandations du comité de I'antibiogramme de la société Francaise de
microbiologie (CA-SFM). L’antibiogramme en milieu liquide est réalisé sur systéme
automatisé Vitek2 (BioMérieux®) ou par la technique de diffusion en milieu gélosé.

Il est important de bien respecter ces procédures car il est fréquent, notamment pour les
staphylocoques, d’observer plusieurs phénotypes de résistance et un polymorphisme des
colonies pour une méme espece bactérienne et pour un méme patient. Certaines
microcolonies peuvent signer la présence de variants métaboliques. Ces résultats doivent
toujours étre confrontés a d’éventuels résultats antérieurs obtenus pour le méme patient

dans le laboratoire ou dans des laboratoires extérieurs.

Figure 8 : S. lugdunensis sur gélose au sang : plusieurs aspects des colonies mais avec le méme antibiogramme.

(d’apres (44))

2.3.2 Autres techniques et améliorations

Le diagnostic microbiologique des infections ostéo-articulaires étant délicat, certaines
méthodes peuvent étre utilisées pour améliorer la sensibilité, en routine ou a la demande sur

justification.

2.3.2.1 Sonication
Une des principales limitations de la sensibilité de la culture est 'organisation des bactéries
sous forme de biofilm. Parmi les méthodes permettant de déloger et de cultiver les bactéries

a la surface de la prothése, nous pouvons citer la sonication. En effet, il est possible de
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traiter le matériel étranger (vis, plaque, piéces prothétiques) avec des ultra-sons pour libérer
les bactéries prisonniéres du biofilm. Une étude récente (45) a évalué et quantifié
'adhérence bactérienne vis a vis de divers composants de prothése de hanche (tige
fémorale, téte, insert et cupule ou cotyle). Ce travail met en évidence une plus forte
proportion de colonies bactériennes adhérées au niveau des structures en polyéthyléne
(cupule) et confirme la moindre aptitude des colonies a se fixer sur les structures en métal
(tige fémorale en titane). Les bactéries isolées préférentiellement étaient S. epidermidis, S.
capitis, S. aureus et aussi S. lugdunensis. En outre, la sonication des différents éléments
prothétiques a permis d’augmenter la sensibilité des cultures bactériennes.

La sonication peut ainsi étre réalisée sur divers éléments de prothéses de hanche, de genou,
d’épaule, de coude, de cheville... La majorité des études de la littérature des dix derniéres
années a montré une plus grande sensibilité pour la culture du liquide de sonication (62 a
94% selon les études) par rapport aux méthodes conventionnelles de culture du tissu
prothétique seul (54 a 88% selon les études) (46—48). La sensibilité des cultures aprés
sonication est la aussi meilleure chez les patients qui ont regcu une antibiothérapie avant la
dépose de la prothése (46,47).

Un protocole tel que celui-ci peut étre proposé : le matériel a analyser est placé dans des
récipients stériles adaptés et du bouillon thioglycolate est ajouté. Le pot est placé dans un
bac a ultra-sons pendant 5 minutes a la fréquence de 50Hz. Certains auteurs préconisent
une homogéneéisation au vortex avant et aprés la sonication (30). Le sonicat (ou liquide de
sonication) est ensemencé sur les différents milieux de cultures cités plus haut. La
réalisation de la coloration de Gram sur le culot est peu sensible (<45%), mais trés
spécifique (47) et peut permettre une orientation rapide du diagnostic. Ce protocole est
utilisé au laboratoire du CHU de Toulouse sur les petits matériels (vis, plaque, téte de
prothése...). La possibilité de sonication sur des prothéses entiéres est en cours de
réflexion.

Un exemple de protocole de sonication est présenté Figure 9.
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Figure 9 : Protocole de sonication de matériel prothétique utilisé a la Mayo Clinical Microbiology Laboratory.

(d’apres (30))

2.3.2.2 Biologie moléculaire

L’utilisation de la biologie moléculaire dans le diagnostic des I0OA a l'avantage théorique
d’'une plus grande sensibilité par rapport aux méthodes classiques. Ces techniques peuvent
compléter les techniques conventionnelles de diagnostic sans pour autant les remplacer.
Elles peuvent étre envisagées lorsqu’il y a une forte suspicion clinique ou biologique mais
avec une antibiothérapie préalable inhibant la croissance des bactéries en cultures ou alors
dans le cas d’une suspicion clinique faible avec des cultures positives posant le probléme
d’une éventuelle contamination de laboratoire. Dans ce dernier cas, il faut réensemencer le
prélevement conservé congelé afin de confirmer ou d’infirmer une éventuelle contamination
des milieux de culture. La présence d’ADN bactérien dans un ou plusieurs prélévements
peut permettre de confirmer I'existence d’une infection non suspectée. Cependant, la
sensibilité des techniques de biologie moléculaire est imparfaite ; un résultat négatif n’exclue
pas une |OA.

On peut avoir recours a une PCR universelle ciblant 'ADN ribosomal 16S de toutes les
bactéries suivie du séquengage ou alors a une PCR spécifique (et plus sensible) ciblant un
pathogéne en particulier (ex : S. aureus, Staphylococcus spp., K. kingae...).

Dans la pratique, les différentes études montrent des résultats variés. Dans une étude sur 34
patients atteints d’'lOA, Vandercam et al. (49) ont évalué les performances de la recherche

des génes de 'ARN 16S ribosomal et du géne femA du genre Staphylococcus sur des
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prélevements peropératoires (tissus, liquide synovial, écouvillon). Les résultats ont montré
91,2% (31/34 patients) de détection bactérienne par biologie moléculaire, par rapport au
64,7% (22/34 patients) de détection par la culture classique. En d’autres termes, une
bactérie a été identifiée uniquement par biologie moléculaire pour 9 patients, dont 7 ayant
recu une antibiothérapie récente.

Achermann et al. (50) ont évalué une PCR multiplex en temps réel (SeptiFast, Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) pour lidentification d’'un nombre limité de bactéries ou de
champignons isolés dans les hémocultures. Le pourcentage d’identification bactérienne a été
évalué sur les cultures classiques tissulaires, les cultures du liquide de sonication et la PCR
sur le liquide de sonication avec des résultats de 65%, 64% et 78% respectivement. Parmi
les patients qui ont regcu un traitement antibiotique avant la chirurgie, la PCR sur le liquide de
sonication a permis de détecter 100% des pathogénes incriminés (en excluant P. acnes et
les Corynébactéries, non détectés avec les amorces utilisées dans I'étude) contre 42% avec
les techniques de culture classiques. Par conséquent, tous les patients diagnostiqués
seulement avec la PCR multiplex avaient recu des antibiotiques. Les bactéries identifiées ont
bien été pris en compte : S. aureus, SCN, Streptocoques, K. pneumoniae ou K. oxytoca.

La technique utilisant une PCR multiplex (la méme que celle de I'étude sus citée : SeptiFast;
Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) a été réalisée sur le liquide de sonication et semble
apporter les meilleurs résultats. En effet Portillo et al. (51) mettent en avant une sensibilité de
96% et une spécificitt de 100% pour le diagnostic des IOA avec cette technique,
principalement pour différentier une I0A d’'une origine aseptique.

Le principal inconvénient des techniques de biologie moléculaire est de ne pas avoir la
possibilité de réaliser d’antibiogramme, car pour cela le germe doit étre obtenu en culture.
D’autre part, il est parfois difficile par biologie moléculaire, comme par culture, de faire la
différence entre une réelle infection et une contamination ; ceci est d’autant plus vrai que la
sensibilité des techniques de biologie moléculaire est grande.

Cependant d’autres investigations peuvent étre réalisées pour connaitre la sensibilité
générale du germe méme sans avoir les colonies en culture. C’est le cas par exemple de la
recherche du géne mecA pour la résistance a la méticilline des staphylocoques par PCR en
temps réel (Xpert® MRSA/SA SSTI, Cepheid). Ce test permet détecter les SARM, les SASM
et les SCN méti-R ce qui permet de guider la décision thérapeutique plus rapidement. Ce
test apparait spécifique a 98% mais sensible a seulement 36% pour la détection des SCN
méti-R ce qui, associé a un prix éleve, limite son utilisation (52).

Ainsi, les méthodes de biologie moléculaire apparaissent efficaces et sensibles pour le
diagnostic des IOA, en complément des méthodes de cultures et principalement pour des
patients sous antibiothérapie. Leur réalisation ne doit pas étre systématique et doit se faire

dans le cadre d’une discussion clinico-biologique.
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2.3.3 Interprétation

L’interprétation des résultats microbiologiques peut s’avérer complexe et doit bien
evidemment s’intégrer dans le contexte clinique et avec les autres données paracliniques.
Dans le cas de prélévements bien réalisés, préférentiellement per opératoires et en nombre
suffisant (au moins 5), le REMIC 2015 permet d’énoncer les critéres suivants pour affirmer
une IOA :

- présence de minimum 2 prélévements positifs (méme si en pratique un seul prélévement
peut étre pris en compte) a une bactérie n'appartenant pas a la flore cutanée et dont la
question de la contaminaion ne se pose pas : S. aureus, Entérobactéries, P. aeruginosa, S.
pneumoniae, Salmonella, Listeria, N. gonorrhoeae, Campylobacter spp., Pasteurella spp.,
par exemple.

- présence d’au moins 3 prélévements peropératoires ou 2 préléevements espacés dans le
temps (1 prélevement per opératoire + 1 prélevement par ponction articulaire ou
hémoculture) positifs a la méme bactérie appartenant a la flore cutanée : SCN, P. acnes,

Corynebactéries, par exemple.

Dans le cas d’une arthrite, un seul prélevement est réalisé (ponction de liquide articulaire).
Pour affirmer une infection, on doit tenir compte de la cytologie (hombre de PNN), de la
nature de I'espéce bactérienne isolée et la quantité de pousse en culture. Concernant les
IOA aigues, l'interprétation des résultats ne pose habituellement pas de probléme sauf si le
patient est déja sous antibiothérapie. La coloration de Gram est généralement positive et les
cultures sont positives rapidement (24 ou 48h). Par contre pour les IOA chroniques, et
particulierement en présence de matériel, I'interprétation est plus délicate : faible nombre de
bactéries, variants métaboliques (« small colony variants »), culture plus longue,
polymorphisme d'une méme espéce sur un méme milieu de culture avec des
antibiogrammes différents, infections polymicrobiennes...

D’autres référentiels tels que le Workgroup of the Musculoskeletal Infection Society ont
proposé des recommandations diagnostiques des IOA en 2011 (43). Du point de vue
microbiologique, ces critéres sont: une culture bactérienne positive pour au minimum 2
prélevements ostéo-articulaires ou alors 1 seul prélévement positif associé a d’autres
arguments (cytologie articulaire avec augmentation des PNN, élévation de la CRP,
clinique...). Cependant, ils recommandent de prendre en compte une seule culture positive a

des germes virulents tels que S. aureus par exemple.

Dans ce contexte, les réunions de concertation pluridisciplinaires associant chirurgiens,
infectiologue, microbiologiste, radiologue, anesthésiste et pharmacien permettent de

standardiser et de discuter du diagnostic et de la conduite thérapeutique a tenir.
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3 Place des staphylocoques dans les IOA

3.1 Place du genre Staphylococcus dans I'épidémiologie
des IOA

Tande et Patel. (30) ont comparé les résultats microbiologiques de 14 études incluant plus
de 2400 patients atteints d’lOA suite a une chirurgie arthroplastique de la hanche ou du
genou. Ces données américaines proviennent de la Mayo Clinic (fédération Hospitalo-
Universitaire, Rochester, Minnesota) et d’études dans divers pays et avec diverses
stratégies chirurgicales. Les cocci a Gram positif représentent la majorité des
microorganismes isolés d’lIOA sur hanche ou genou dans toutes les études. S. aureus et les
SCN qui représentent a eux seuls 50 a 60% de I’épidémiologie générale, alors que les
streptocoques et entérocoques représentent a peu prés 10% des cas. Les bacilles a Gram
négatif aérobies sont impliqués dans un peu moins de 10% des cas, les germes anaeérobies,
principalement P. acnes, dans 4% des cas. On remarque par ailleurs un nombre non
négligeable de cultures négatives (14% pour hanche et genou), méme si linfection se

déclare de facon précoce.
Tableau Ill : Epidémiologie des IOA (d’aprés (30))

% of patients with prosthetic joint infection

Hip and knee

Infection All time periods* Early infection® Hip* Knee Shoulder? Elbow*
Staphylococcus aureus 27 38 13 23 18 4
Coagulase-negative Staphylococcus 27 2 30 23 41 41
Streptococcus species 8 4 6 6 4
Enterococcus species 3 10 2 2 0
Aerobic Gram-negative bacilli 9 24 7 5 10 7
Anaerobic bacteria 4 3 9 5

Propionibacterium acnes 4 |

Other anaerobes 3 0
Culture negative 14 10 7 11 15 5
Polymicrobial 15 31 14 12 16 3
Other

“données de 2435 articulations b données de 637 articulations

¢ données d’IOA de 1979 hanches et 1427 genoux (Mayo Clinic PJIs Database, E. F. Berbari, personal communication).
4 données de 199 épaules ¢ données de 110 coudes
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L’épidémiologie varie si I'on considére les infections précoces ou tardives. Les données de la
meéta-analyse font état de 637 patients atteints d’infections précoces de la hanche ou de
genou apres arthroplastie (inférieur a 1 ou 3 mois aprés la chirurgie, selon les études), avec
quelques différences épidémiologiques pendant cette période : S. aureus et les bacilles a
Gram négatif représentent 60% des cas précoces. Cela peut étre expliqué par la
virulence importante de ces germes, ce qui entraine des manifestations cliniques plus
précoces. Cependant, le pourcentage de SCN demeure important dans ce type d’infection
(22%). Le nombre de patients atteint d’infection polymicrobienne est deux fois plus
important dans la période précoce, possiblement en rapport avec I'inoculation de plusieurs
microorganismes consécutivement a une fracture ouverte souillée par I'environnement ou un
traumatisme délabrant.

De facon opposée, les IOA tardives sont typiquement dues a I'inoculation pendant la
chirurgie de microorganismes moins virulents comme les SCN et entérocoques,
résidents de la flore cutanée. Les infections par voie hématogéne via un autre site
septique sont souvent aussi qualifiées de tardives, avec une prédominance pour S .aureus
(30).

Une étude Frangaise dans un centre de référence des IOA (CRIOAC Nord-Ouest) met en
évidence sur 10 années une distribution des germes stable avec notamment 70,7% de cocci
a Gram positif responsables d’IOA. Dans ce travail la proportion de S. aureus est de
19,1% et celle de SCN de 38,4%, sans différencier les infections précoces ou tardives
(63). Suivant le pays (USA, Australie, Suéde, Grande Bretagne) et I'époque (de 1977 a
2012) ces données varient avec en moyenne 26% de S. aureus isolés (de 14 a 38%) et 24%
de SCN (de 11 a 48%) (54).

Les SCN représentent donc une part importante dans les IOA précoces et tardives mais, a
cause de la difficulté didentification exacte, de nombreux articles de littérature ne
mentionnent pas I'espéce et par conséquent la pathogénicité, les manifestations cliniques et
les facteurs de risque restent a déterminer. La bonne prise en charge des IOA nécessite une
bonne connaissance de I'épidémiologie et cette derniére doit étre déterminée au niveau local

et il apparait utile de comparer ses résultats aux données nationales ou internationales.

3.2 Evolution des résistances

L’étude rétrospective sur 10 années du CRIOAC de Lille (53) a permis de suivre
I'antibiorésistance, notamment des staphylocoques. On note une diminution du pourcentage
de SARM a travers le temps et aucun germe résistant aux glycopeptides ou au linézolide n’a

été isolé. Pour les SCN, on observe une augmentation significative de la résistance a la
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meéticilline, aux fluoroquinolones et a rifampicine qui sont, pour les deux derniéres,
des molécules de base dans le traitement des IOA. Il y a aussi une augmentation des
résistances a la vancomycine, a la teicoplanine et au linézolide, ce qui a entrainé le retrait

des deux derniers antibiotiques du traitement antibiotique probabiliste dans les pratiques

locales du CHU de Lille et Tourcoing.

Tableau IV : Evolution de I'antibiorésistance des S.aureus et SCN (d’aprés (53))

2002 2008 2009 2010 2011 Mean % (+SD)
Staphylococcus aureus
Methicillin 27.9 211 2 23.7 20.6 22291(=E35))
Levofloxacin 27 7771 23 31.8 17.7 24.3 (£3.1)
Rifampicin 13.1 6.6 ) 2.6 1 5.7 (£3.1)
Yancomycin 0 0 0 0 0 0.0 (£0.0)
Teicoplanin 0 0 0 0 0 0.0 (+0.0)
Linezolid NT 0 0 0 0 0.0 (+0.0)
CoNS
Methicillin 30.4 44.3 54.4 49.8 43.9 44.6 (+£9.0)
Levofloxacin 20.3 5255 41.2 24.5 34.1 30.5 (+8.2)
Rifampicin 13 18.3 18.5 20.2 18.5 17.7 (£2.7)
Yancomycin 0.4 0 0 0 2.3 0.5 (£1.0)
Teicoplanin SN 14.9 21.3 7.4 22 13.9 (+8.2)
Linezolid NT 1.2 2 1 335 1.9 (+1.1)

CoNS : staphylocoques a coagulase négative, Mean : moyenne

D’autres auteurs, Américains (54), ont utilisé les données épidémiologiques des résistances
pour évaluer la pertinence de l'antibioprophylaxie a travers une étude regroupant dix
hopitaux sur trois ans. Ce travail montre des pourcentages de SARM et SASM assez
équivalents (26% et 30% des pathogénes isolés respectivement), alors que la résistance a la
meéticilline est la aussi plus marquée chez les SCN (22% de SCN méti-R vs 3% méti-S). Seul
S. lugdunensis est a différencier dans ce domaine, car il est sensible a la méticilline dans la
trés grande majorité des cas et méme a la pénicilline dans les trois quarts des cas du fait de
'absence d’une pénicillinase (55). Au CHU de Toulouse, le pourcentage de SARM est
globalement en diminution sur trois années, hormis dans le service de Traumatologie ou il
semblerait que ce pourcentage augmente pour les souches isolées au niveau des

prélévements réalisés en per&opératoire (Figure 10).
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Figure 10: Pourcentage de SARM isolés dans le service de traumatologie du CHU de Toulouse (d’aprés M.Grare)

Ces données soulignent I'importance d’avoir accés a I'épidémiologie et a I'antibiorésistance

locale, ainsi qu’a l'identification compléte et précise du microorganisme.
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PARTIE
EXPERIMENTALE




4 Apport du spectrometre de masse MALDI-
TOF pour l'identification des S. lugdunensis,

S. capitis et S. caprae

Nous l'avons vu, le diagnostic microbiologique des IOA est considéré comme un exercice
délicat pour le laboratoire de Microbiologie. Une des étapes clé dans la démarche
diagnostique est bien évidemment l'identification précise de la ou des colonie(s) poussant
sur les différents milieux de culture. Le travail effectué en amont (prélevement, transport,
ensemencement) doit étre rigoureux ainsi que la lecture des cultures. La reconnaissance
d’une ou plusieurs colonies bactériennes doit étre précise.

L’'un des objectifs de ce travail était d’évaluer I'apport du spectromeétre de masse dans cette
démarche diagnostique et de la comparer aux autres techniques d’identification utilisées afin
d’améliorer la description épidémiologiques des IOA et I'implication plus précise de ces trois
SCN.

4.1 Spectromeétre de masse MALDI-TOF

4.1.1 Présentation

L’identification des microorganismes reposait jusqu’a récemment sur I'étude des caractéres
culturaux et biochimiques. Depuis quelgues années, une nouvelle technique de
spectrométrie de masse appelée MALDI-TOF pour « Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time Of Flight » s’est développée. Alors que les méthodes biochimiques
classiques nécessitent un délai de rendu de résultat de 18h minimum, la technique MALDI-

TOF permet une identification en quelques minutes.

4.1.2 Principe

La spectrométrie de masse s’intéresse a la mesure de la masse de molécules ou d’atomes
présents dans un échantillon. Ces derniers doivent étre transformés en ions en phase
gazeuse pour étre analysés. Un spectromeétre de masse est donc classiquement composé
d’'une source d’ionisation, d’'un analyseur séparant les ions en fonction de leur masse/charge
(m/z) et d’'un détecteur ionique transformant le signal en signal électrique qui sera analysé

par informatique.
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Une colonie bactérienne est déposée sur un support et va étre mélangée avec une matrice.
Les deux composés vont co-cristalliser par évaporation est se présenter sous forme de
dépét solide. La plaque est insérée dans le spectromeétre de masse et le mélange matrice —
échantillon va étre brievement atteint par un faisceau laser. Cette ionisation douce est une
étape importante car elle permet I'analyse de macromolécules telles que les protéines
contenues par exemple chez les bactéries. La matrice joue un rble essentiel car elle permet
d’absorber I'énergie du laser et permettre la désorption, c’est-a-dire le passage en phase
gazeuse des ions du mélange échantillon — matrice. En méme temps un transfert d’ions
entre la matrice et les protéines va se réaliser afin que ces derniéres soient chargées
(majoritairement mono chargées). La suite de la méthode est symbolisée par les initiales
« TOF » pour temps de vol (« time of flight »). Les ions produits sont introduits en méme
temps dans un « tube de vol » sous vide et vont étre accélérés grace a une impulsion
électrique pouvant aller jusqu’a 20 kiloélectron volt. Les protéines ionisées volent ensuite
jusqu'au détecteur (multiplicateurs d’électrons) situé a une extrémité du tube en fonction de
leur vitesse et donc de leur masse, en partant du principe que les ions de masse plus élevée
atteindront le détecteur plus tardivement. Le signal est enregistré par un multiplicateur
d’électrons puis traité informatiquement afin de générer un spectre sur la base du rapport

m/z (Figure 11).
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Figure 11 : Principe général de I'analyse MALDI-TOF (d’apres (56))
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Figure 12 : Spectre protéiques de S. aureus (C) et S. epidermidis (D) obtenus par MALDI-TOF

Le spectre issu de l'analyse de la colonie bactérienne va étre comparé a une base de
données, c’est-a-dire une bibliothéque de souches de référence (57). Les pics de références
correspondent donc a des pics communs et reproductibles du passage a plusieurs reprises
des souches de référence au MALDI-TOF. Cette méthode d’identification est donc simple et

adaptable a I'utilisation en routine dans les laboratoires de microbiologie.

4.2 Matériel et méthode

Nous avons ré-identifié au laboratoire de Bactériologie du CHU de Toulouse toutes les
souches de S. lugdunensis, S. capitis et S. caprae issues des prélévements de
Traumatologie et d’Orthopédie, entre 2010 et 2014. Les souches utilisées pour cette étude
ont été décongelées et ensemenceées sur gélose au sang COS, incubées 24h a 37°C.
L’identification des colonies a été réalisée par le spectrométre de masse MALDI-TOF
Biotyper System de Bruker Daltonics®. Le logiciel interface utilisé pour exploiter les données
du SM est Infectio-MALDI®. || n'y a pas de préparation systématique de I'échantillon par
extraction, les spots sont réalisés sur les plaques dédiées directement a partir des colonies.
Ces spots doivent étre fins et réguliers, réalisés a 'aide d’anses stériles. La derniére étape
consiste en l'addition de la matrice sur tous les spots, y compris sur le standard interne
(souche d’E. coli). La matrice utilisée dans notre étude est du HCCA (acide alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic) dilué dans de I'acétonitrile ; le BTS (« bacterial test standard ») est utilisé
pour la calibration.

La validation de lidentification répond a certains critéres : le score du résultat doit étre

supérieur ou égal a 2 avec une différence d’au moins 20% avec une autre espéce proposee.
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L’arbre décisionnel utilisé par le logiciel Infectio-MALDI prend en compte 10 identifications
réalisées sur le méme spot ; nous avons pris les résultats catégorisé A++ ou A+++, ce qui
correspond a la méme identification avec un score supérieur ou égal a 2 retrouvée sur
minimum 8 souches sur 10.

Le spectrométre de masse a été utilisé en routine dans le laboratoire a partir du 08 avril
2014. Nous avons donc comparé le SM aux précédentes techniques d’identification basées
sur des caractéres biochimiques qui étaient principalement le VITEK2® (Biomérieux) et/ou
des tests biochimiques complémentaires (par exemple le PYR).

En cas de discordance ou de score <2, nous avons procédé a un deuxiéme passage sur le
SM. Si une discordance était toujours observée, nous avons réalisé 'amplification par PCR
et le séquencage du géne de 'ARN 16S. Les réactifs utilisés sont détaillés en Annexe 3. La
séquence a été comparée a différentes bases de données: BIBI (Quick Biolnformatic

Phylogeny of Prokaryotes (https://umr5558-bibiserv.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi)) ou alors le

site internet de GeneBank Database (www.ncbi.nim.nih.gov/GeneBank/). Un exemple de

rendu d’identification est disponible en Annexe 3.

4.3 Résultats comparés

4.3.1 Comparaison vis a vis des techniques biochimiques d’identification

Le nombre total de souches incluses dans I'étude est de 169 : 84 S. capitis, 23 S. caprae, 54

S. lugdunensis et 8 S. capitis/caprae ou souches a confirmer.

Tableau V : Répatrtition des différentes souches ré-identifiées par spectromeétre de masse :

Année S. capitis  S. caprae S. lugdunensis Souches a confirmer TOTAL
2010 16 4 10 2 32
2011 18 5 10 0 33
2012 15 4 10 3 32
2013 19 6 15 1 41
2014 16 4 9 2 31
Total 84 23 54 8 169

Cependant, certaines souches ont été mal congelées, ou alors contaminées et étaient donc
inexploitables. Dix-neuf souches n’ont ainsi pas pu étre incluses au final dans I'étude : n=150

souches incluses.
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4.3.1.1 Concordance d’identification en 1°" ou 2" passage

La concordance d’identification vis a vis des techniques biochimiques lors du premier
passage au spectrométre de masse concerne respectivement 25, 23, 27, 33 et 24 souches
pour 2010, 2011, 2012, 2013 et 2014, ce qui correspond au total a 132 souches soit un
pourcentage de 88% (132/150).

Certaines souches ont nécessité un second passage car les critéres d’identification tels que
nous les avons définis plus haut n’étaient pas obtenus. Cela représente principalement les

souches dont le score a été <2 en premier passage :

Tableau VI : 2" identification des souches par spectrometre de masse

N° ID Vitek2 1°*IDSM  Score 2°™IDSM Score 2°™ espéce +
souche score
98 S. capitis S. capitis 1.84 S. capitis 2,17 -
. . . S. aureus
152 S. lugdunensis  S. lugdunensis 1,92  S. lugdunensis 1,97 148
85 S. caprae S. caprae 1,98 S. caprae 2,28 -
184 S. caprae S. caprae 1,98 S. caprae 1,94 S ?%rg us
186 S. caprae S. caprae 1,99 S. caprae 2,28 -
167 S. caprae S. caprae 1,76 S. caprae 2,05 -
172 S. capitis S. capitis 1,95 S. capitis 2,17 -
101 S. caprae S. caprae 1,90 S. caprae 2,12 -
5 S. caprae S. caprae 1,90 S. caprae 1,83 = ;srgxae
16 S. caprae S. caprae 1,94 S. caprae 1,9 S f/gvdf/ae
31 S. caprae S. caprae 1,74 S. caprae 2,39 -
162 S. caprae S. caprae 1,96 S. caprae 1,97 S. epidermidis

1,61

ID = identification

Douze souches, soit 8% (12/150), ont bénéficié d’'un second passage. Parmi ces souches, 7
donnent la méme identification avec un meilleur score (>2), et 5 donnent la méme
identification avec un score <2. Cependant ce score est proche de la valeur attendue et
surtout il y a dans chaque cas une différence de plus de 20% avec la seconde identification
proposée (notons que cette derniére est du méme genre, seule l'espéce varie). Par
conséquent, le deuxiéme passage a permis d’identifier les 12 souches de maniére correcte,

c’est-a-dire en concordance avec les régles de validation du spectrométre de masse.

4.3.1.2 Discordances d’identification
En tenant compte des données ci-dessus il reste 6 souches, soit 4%, qui n'ont pas donné
d’emblée la méme identification entre la SM et le Vitek2®. Ces souches ont été analysées

par séquengage.
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Tableau VIl : Souches identifiées de fagon discordante entre Vitek2® et SM

N° souche Vitek2 SM
99 S. capitis / caprae S. pettenkoferi
112 S. caprae S. pettenkoferi
110 S. lugdunensis S. pasteuri
64 S. capitis S. caprae
146 S. capitis S. pettenkoferi
94 S. capitis S. lugdunensis

4.3.2 Apport de la biologie moléculaire :

Nous avons comparé ces « souches discordantes » par biologie moléculaire. Pour étre le
plus exhaustif possible et éviter les erreurs d’identification suite a des contaminations de
souches, nous avons testé toutes les colonies d’aspect différent en culture (ex: colonie
« normale » et colonie blanc/jaune). La liste des souches identifiées par biologie moléculaire

est présentée Tableau VIII.

Tableau VIl : identification des souches par spectrométre de masse (SM) et biologie moléculaire (BM)

N° souche Vitek2 SM BM
99 S. capitis / caprae S. pettenkoferi S. pettenkoferi
99 col. blanc/jaune  S. capitis / caprae S. pettenkoferi S. pettenkoferi
112 S. caprae S. pettenkoferi S. pettenkoferi
112 col. blanche S. caprae S. pettenkoferi S. pettenkoferi
110 S. lugdunensis S. pasteuri S. pasteuri
64 S. capitis S. caprae S. caprae
146 S. capitis S. pettenkoferi S. pettenkoferi
94 S. capitis S. lugdunensis S. lugdunensis

Le premier résultat confirme l'identification de 2 nouvelles espéces de staphylocoques (non
identifiées par méthode biochimique) que sont S. pettenkoferi et S. pasteuri. Deuxiemement,
quelque soit I'aspect de la colonie, I'identification est la méme et I'on remarque une parfaite
concordance entre les résultats de la technique MALDI-TOF et le séquengage du géne de
’ARN 16S. Les résultats des séquengages permettent de bien identifier 'espéce et le genre
en question, selon des arbres phylogénétiques issus de Il'analyse comparative des
séquences et de leur distance patristique (ce que I'on pourrait assimiler a la « longueur de
la branche d’un arbre phylogénétique »). Cela représente un nouvel argument quant a la
fiabilité d’identification du SM.
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4.3.3 DISCUSSION : apport de la Spectrométrie de masse pour le diagnostic

des infections ostéo-articulaires

Nous avons donc vu qu’il y a 88% de concordance en premier passage et au total 96%
(144/150) de concordance globale avec le second passage. Le faible colt et la rapidité
d’identification permettent de réaliser plusieurs passages pour une méme souche et ce
méme en routine, il suffit de définir des critéres d’acceptation propres au laboratoire. Cette
technique permet aussi d’identifier plus facilement tous les types de colonies différents, ce
qui permet d’étre plus exhaustif.

Un autre enseignement de ces données est que la technique d’identification biochimique
(Vitek2®) est fiable. La différenciation entre S. capitis et S. caprae n’était pas toujours
évidente, elle était surtout établie grace au PYR (pyrrolydonyl-arylamidase) (positif pour S.
caprae).

Afin de nous affranchir de la possible coexistence de plusieurs souches de SCN dans le
prélevement de départ ou de la mauvaise congélation des souches, nous avons pris comme
précautions d’éliminer les souches qui ont pu étre mal congelées, ou celles identifiées sur
d’autres prélévements pour le méme patient. Par conséquent, par rapport a la technique
Vitek2®, la spectrométrie de masse nous a permis d'identifier trois souches de S.
pettenkoferi a la place de S. capitis ou S. caprae, une souche de S. pasteuri a la place de S.

lugdunensis, une de S. caprae a la place de S. capitis et enfin une souche de S. lugdunensis

Discordances
2" passage

a la place de S. capitis.

1¢" passage

Figure 13 : Concordance d’identification entre le SM et les techniques biochimiques

De maniére générale, le spectrométre de masse apporte un gain de temps, de codt,
d’'organisation et de facilité¢ d’utilisation. Appliqué au diagnostic des IOA, le MALDI-TOF
apporte une grande exactitude dans l'identification des souches, notamment pour le genre

staphylocoque, de la méme maniére que cela a été démontré dans d’autres études (58).
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L’identification par MALDI-TOF permet en outre de s’affranchir de certains problémes
d’identification de SCN variants métaboliques qui peuvent conduire a des erreurs
d’identification par perte de certains caractéres phénotypiques et biochimiques.

Dans le cas de ce travail, cette technique nous a permis de mettre en évidence de nouvelles
espéces de staphylocoques qui ont pu étre sous estimées auparavant. En effet la banque de
données des méthodes biochimiques d’identification ne comportait pas les espéces S.
pettenkoferi et S. pasteuri. La SM est donc une aide précieuse dans le diagnostic des IOA a
SCN, en particulier pour identifier rapidement des souches issues de prélevements différents
et pour différencier des espéces trés proches pour lesquelles le pouvoir pathogéne est
encore mal connu. L’intérét n’est donc pas seulement analytique mais il est aussi
épidémiologique, et nous aborderons dans la cinquieéme partie de ce travail les données

actuelles concernant la pathogénicité de ces deux espéces nouvellement identifiées.
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5 Epidémiologie des IOA a S. lugdunensis, S.
capitis et S. caprae au CHU de TOULOUSE

Les staphylocoques représentent les microorganismes les plus souvent isolés dans les
IOA. Ce groupe est hétérogéne, notamment au niveau de I'épidémiologie et de la virulence.
Aprés avoir décrit I'épidémiologie au sein du genre Staphylococcus au niveau local, nous
nous intéresserons plus précisément a trois SCN que sont S. lugdunensis, S. capitis et S.
caprae, et tenterons d’évaluer leur implication dans les IOA ainsi que leurs profils de

résistance.

5.1 Place des différentes espéces de Staphylococcus
dans les IOA entre 2010 et 2014

Il est important de préciser ici que les données ci-dessous sont brutes, elles ne représentent
pas I'épidémiologie des IOA a staphylocoques a proprement parler car tous les dossiers des
patients n'ont pas été consultés et certains SCN sont possiblement des contaminants. Un
travail plus précis concernant les I0A a S. lugdunensis, S. caprae ou S. capitis sera détaillé
dans la partie 5.2.

Nous avons pris en compte les différentes espéces de staphylocoques identifiees au
laboratoire sur des prélévements ostéo-articulaires issus des services d’Orthopédie et de
Traumatologie durant 5 années, de 2010 a 2014.

S. aureus apparait comme le germe le plus fréquemment isolé (37%) et, du fait de sa
virulence, ne peut pas étre considéré comme un contaminant. La répartition annuelle est
assez stable hormis en 2013 ou I'on observe une augmentation du nombre de S. aureus
isolés. Le groupe des SCN représente 63% des staphylocoques isolés avec une large
domination de S. epidermidis qui est le second germe le plus fréquent au total, représentant
29% des isolats. Ces résultats confirment donc la place principale de S. epidermidis parmi
les SCN. Cependant d’autres espéces de SCN sont relativement fréquemment isolées, c’est
les cas de S. capitis, S. warneri, S. hominis et S. lugdunensis qui représentent 22% des
isolats. De fagon moins fréquente sont rencontrés S. caprae, S. haemolyticus et S. simulans
qui représentent 6% des isolats. D’autres espéces ont été identifiées, mais de maniére plus
ponctuelle. La ligne « SCN» correspond aux staphylocoques qui n'ont pas été identifiés

exactement (car considérés comme contaminants) ; ils représentent 2% des isolats.
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Tableau IX : Souches de staphylocoques isolées de prélevements ostéo-articulaires de 2010 a 2014 au
Laboratoire de Bactériologie du CHU de Toulouse

2010 2011 2012 2013 2014 TOTAL

S. epidermidis 68 80 81 50 345

S. warneri 16 12 16 13 8 65
S. lugdunensis

S. haemolyticus

SCN 5 4 5 11 1 26

S. auricularis 5 2 1 2 0 10
S. intermedius 1 1 1 0 2 5
S. lentus 0 0 1 1 0 2
TOTAL 1201
S simulans SZ((:)/I;I S.aurlig/lslaris S.saprcighyticus S.inte(l)'gzedius
2% 0% xylosus

S.lentus
0%

S.cohnii
1%
°

09
S.haemolyticus %

2% S.caprae
2%

S.lugdunensis
5%

S.hominis
5%

S.warneri
5%

Figure 14 : Répartition des différents staphylocoques isolés de prélévements ostéo-articulaires de 2010 a 2014
au Laboratoire de Bactériologie Hygiene du CHU de Toulouse

Les données de la seule année 2015 font état de 55% de staphylocoques isolés dans des
prélévements ostéo-articulaires issus de Traumatologie et d’Orthopédie. Parmi eux, 50% de

S. aureus, 27% de S. epidermidis suivi par 5% de S. lugdunensis et de S. capitis ; S. caprae
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ne représentant que 1% des isolats de SCN. S. aureus semble donc en augmentation, et ces
données confirment l'isolement régulier de S. lugdunensis et S. capitis.

A titre de comparaison, une étude menée sur 40 mois rapporte la prévalence de 193
souches de staphylocoques non aureus / non epidermidis isolées d’implants orthopédiques
(59). Ces SCN (hormis S. epidermidis) représentent 17% de tous les isolats de
staphylocoques contre 34,4% pour notre étude. Les auteurs mettent en avant 5 espéces les
plus souvent isolées (entre 1 a 5%) a savoir S. hominis (4,2%), S. haemolyticus (3,7%), S.
capitis (2,7%), S. warneri (2,6%), et S. cohnii (1,6%). Nous avons donc isolé une proportion
plus importante de S. capitis et S. warneri.

Cependant la plupart des données de la littérature concernant les IOA a SCN ne font pas
etat de l'identification précise hormis pour S. epidermidis. Pourtant, comme le suggére les
informations ci-dessus, d’autres germes sont fréquemment isolés et il nous semble
intéressant d’approfondir cette question pour connaitre la responsabilité de certains d’entre

eux dans les I0A.

5.2 IOA a S. lugdunensis, S. capitis, S. caprae en 2013-14

Les données issues de la partie 5.1 mettent en avant une proportion importante de S.
lugdunensis, S. capitis et S. caprae parmi les SCN. Cependant, comme cela a été précisé,
limputabilité de ces germes dans les IOA doit étre démontrée de fagon plus précise et c’est
I'objet du travail qui va suivre. A l'aide des logiciels MOLIS® (systéme informatique de
laboratoire) et ORBIS® (dossiers patients et résultats), nous avons collecté de maniére
rétrospective les données des patients ayant eu au moins un prélévement ostéo-articulaire
positif a S. lugdunensis, S. capitis ou S. caprae pour la période 2013-2014 au CHU de
Toulouse (nous avons recentré les résultats sur ces deux années car il était difficile de

réaliser I'étude de tous les dossiers de patients sur 5 années).

5.2.1 Patients et préléevements

5.2.1.1 Patients

Les patients ont été identifiés selon leur service d’hospitalisation ce qui permet d’avoir une
extraction des données par service fiable. Dans notre étude, ils proviennent des services de
Traumatologie et d’'Orthopédie du CHU de Toulouse.

Sur ces deux années, nous avons dénombré 68 patients présentant au moins un
prélevement ostéo-articulaire positif a S. lugdunensis, S. capitis ou S. caprae. Cela
représentait 48 hommes pour 20 femmes soit un ratio homme/femme de 2,4. L’étendue des

ages était de 11 a 91 ans, avec un age moyen de 54 ans.
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5.2.1.2 Préléevements

Le nombre total de prélévements positifs s’éleve a 255. Le nombre de prélévements par
patient s’étend de 1 a 7, avec une médiane de 3 prélévements par patient et une moyenne
de quasiment 4.

Les prélevements réalisés au bloc opératoire d’Orthopédie et de Traumatologie sont
adressés au laboratoire munis d’'un bon spécifique contenant le site anatomique, la zone, I'os
en question, les circonstances cliniques, la présence ou non de matériel et sa
caractérisation, le traitement antibiotique en cours... Au total, les principales articulations
concernées étaient par ordre de fréquence: hanche (32,4%), genou (27,9%), cheville
(7,4%). Les autres prélévements étaient issus de localisations diverses telles que la cuisse,
jambe, doigt, poignet, pied et d’autres n’étaient pas renseignés. Il faut préciser que pour
chaque site anatomique ou articulation, la zone de prélévement a été identifiée : matériel
d’ostéosynthése, sérosité en contact avec du matériel, synoviale, membrane d’interposition,
liquide articulaire, hématome/collection par exemple.

Un point important est que parmi les 68 patients, 48 étaient porteur de matériel soit 70,5%.
Soit le matériel était envoyé au laboratoire : par exemple du matériel d’ostéosynthése (vis,

clou...), ou un matériel prothétique (PTH, PTG, téte, vis...), soit la sérosité était prélevée.

5.2.2 Résultats Bactériologiques

Le principal probléeme dans le diagnostic des IOA a SCN est de savoir s’ils sont des
contaminants ou s’ils sont réellement en cause. S. lugdunensis, S. capitis et S. caprae ne
sont pas des germes aussi virulents que S. aureus ou des BGN (cf chapitre 1.2 et (37,43))
mais les prélévements ostéo-articulaires correctement réalisés doivent bien sOr étre stériles.
Par conséquent, pour considérer une IOA, notre raisonnement a été le suivant: au
minimum deux prélévements positifs avec le méme germe et +/- un résultat anatomo-
pathologique (si disponible) en faveur d’une infection. De plus, le nombre de
prélevements contenant d’autres germes doit étre inférieur ou égal au nombre de
prélevements a S. lugdunensis, S. capitis ou S. caprae.

Nous avons choisi de ne pas mentionner la quantité de pousse bactérienne car cette donnée
n’'est pas toujours interprétable. Par exemple, lors d’une infection chronique il est probable
de n’avoir que quelques colonies en culture (surtout s’il y a des « small colony variant »)
mais le germe est bien en cause dans l'infection. Inversement, une contamination par un
SCN commensal de la peau peut donner de nombreuses colonies sans étre responsable de

I'infection.
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5.2.2.1 Infections/Contaminations a Staphylococcus capitis

Nous avons relevé 32 patients chez lesquels au moins un S. capitis a été isolé dans les
prélevements ostéo-articulaires, soit 47% des patients. Le nombre de prélévements positifs
par rapport au nombre total était de 54/111 (48,6%). 17 patients ont eu des prélévements
polymicrobiens, ce qui représente 33 préléevements sur 111 (29,7%). Les résultats
anatomopathologiques étaient disponibles dans 9 cas, et en faveur d’une infection pour 4
patients.

En suivant le raisonnement mentionné plus haut, nous avons considéré 13 patients avec
une IOA a S. capitis, les caractéristiques des patients sont détaillées dans le Tableau X.
Pour chaque patient sont mentionnés les données personnelles, l'articulation en cause, la
présence de matériel, le nombre de préléevements positifs par rapport au nombre total de
prélevements réalisés, le nombre de prélévements polymicrobiens et les éventuels résultats
anatomopathologiques.

L’age moyen était de 51 ans (de 22 a 79 ans), le nombre d’hommes était majoritaire (sex
ratio Homme/Femme 5,5) et la localisation principale était le genou (46,2%), avec une
présence de matériel dans la plupart de cas (69,2%). Les prélevements positifs par patient
s’étalaient de : minimum: 2/8 (25%), maximum: 6/6 (100%), moyenne de positivité : 68%.
Pour les patients DEB.X (collection du fémur gauche, suspicion d'infection du site opératoire:
ostéosynthese) et MAR.L, les résultats anatomopathologiques étaient négatifs mais, avec un
nombre important de préléevements positifs a S. capitis, ces patients ont été considérés

comme infectés.

Tableau X : Caractéristiques des patients considérés infectés a S. capitis

Patient Sexe Age Localisation Matériel Prélevements+ Préléevements Anapath

/total polymicrobiens
BEG.M M 22 Genou Oui 2/3 2/3 NR
DRY.J M 57 Jambe Oui 2/3 1/3 NR
CAB.P M 79 Genou Oui 3/5 0 +
FON.S M 60 Genou Oui 2/8 0 NR
COS.M M 32 Pied Oui 2/2 2/2 NR
COuU.M F 76 Clavicule Non 3/3 0 NR
MAR.F M 34 Hanche Oui 3/5 0 NR
CAS.G M 57 Poignet Non 2/2 0 NR
DEB.X M 45 Fémur Non 2/4 2/4 -
SAL.M F 26 Jambe Oui 3/5 1/5 +
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KLA.G M 69 Genou Oui 2/2 2/2 NR
GAY.B M 63 Genou Non 2/2 2/2 NR
MAR.L M 53 Genou Oui 6/6 3/6 -

NR : non renseigné ; anapath +/- : résultat anatomopathologique positif ou négatif

5.2.2.2 Infections/Contaminations a Staphylococcus lugdunensis

Vingt-deux patients ont présenté un isolement de S. lugdunensis dans les prélévements
ostéo-articulaires, soit 33%. Cela représente 60 prélevements sur 90 (66,7%). Douze
patients ont eu des prélevements polymicrobiens (54,5%), ce qui correspond a 30
prélevements sur 90 (33,3%).

Nous avons considéré en tout 15 patients avec une I0A a S. lugdunensis. L’age moyen était
de 60 ans (de 23 a 83 ans) et le sex ratio proche de 1. Les sites préférentiels étaient le
genou et la hanche (un tiers des cas pour chacun). La aussi la proportion de patients avec
mateériel était grande (73,3%), et souvent plusieurs prélévements étaient positifs pour un

patient (minimum: 2/5 [40%]; maximum: 6/6 [100%]; moyenne de positivité : 82,5%).

Tableau Xl : Caractéristiques des patients considérés infectés a S. lugdunensis

Patient Sexe Age Localisation Matériel Prélevements+ Prélevements Anapath

/total polymicrobiens
FOL.G F 79 Pied Oui 2/3 1/3 NR
LEN.N F 64 Genou Oui 5/5 0 NR
MEY.P M 51 Jambe Oui 2/5 0 NR
GAR.B M 41 Hanche Oui 4/4 1/4 NR
SAB.D M 64 Genou Non 2/2 2/2 NR
DEL.M F 78 Genou Oui 3/3 0 +
ROU.P M 65 Jambe Oui 4/5 1/5 NR
HUE.A F 40 Cheville Oui 2/2 0 NR
GER.H F 83 Genou Non 2/2 2/2 NR
DES.J F 59 Jambe Non 3/3 3/3 NR
PAR.E F 75 Hanche Oui 3/5 0 +
ZAM.Y M 23 Genou Non 6/6 0 +
KAZ.M M 73 Hanche Oui 4/4 0 +
YUF.D F 61 Hanche Oui 3/3 0 +
MOR.L M 44 Hanche Oui 2/5 0 +

NR : non renseigné ; anapath +/- : résultat anatomopathologique positif ou négatif
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5.2.2.3 Infections/Contaminations a Staphylococcus caprae

Seuls 9 patients ont présenté au moins un prélévement ostéo-articulaire positif a S. caprae,
ce qui représente 13% des patients. |l y a eu en tout 19 prélevements positifs sur les 34
totaux (55,9%) et 6 patients ont eu des prélévements polymicrobiens (66,7%), ce qui
correspond a 6 prélévements sur 34 (17,6%).

Cinq patients ont été considérés avec une IOA a S. caprae. Les préléevements positifs par
patient s’étalaient de : minimum: 2/4 (50%), maximum: 5/5 (100%), moyenne de positivite :
70,8%. Ici aussi la présence de matériel était prépondérante (80%), 'age moyen était de
48,6 ans (de 25 a 89 ans), et le sex ratio H/F de 1,5.

Tableau XllI: Caractéristiques des patients considérés infectés a S. caprae

Patient Sexe Age Localisation Matériel Prélevements+ Prélevements Anapath

/total polymicrobiens
REM.L M 25 Genou non 2/4 1/4 NR
NOG.M F 89 Cheville oui 2/3 0 NR
ASS.A M 38 Hanche oui 3/6 0 NR
MALI F 49 Jambe oui 5/5 0 NR
NAV.M M 42 Hanche oui 3/3 1/3 +

NR : non renseigné ; anapath +/- : résultat anatomopathologique positif ou négatif

5.2.2.4 Infections mixtes

Cinqg patients ont présenté une infection mixte soit 7% : deux cas d’infection a S. caprae + S.
lugdunensis et 3 cas d’infections a S. caprae + S. capitis. Cela représentait un total de 13
prélevements positifs sur 20 (65%) et un patient a eu des prélévements polymicrobiens
(C'est-a-dire avec des germes autres que les 3 SCN). On ne peut pas déterminer
limputabilité de I'un ou l'autre germe mais 2 patients ont été considérés avec une IOA : un
patient (BAR.F) avec S. capitis + S. caprae et un autre (LEC.J) avec S. lugdunensis + S.
caprae. Le résultat d’anatomopathologie douteux mentionnait « signes d’inflammation

subaigué ». Dans ces deux cas on note la présence de matériel.

Tableau XllIl : Caractéristiques des patients considérés infectés de facon mixte

Patient Sexe Age Localisation Matériel Prélevements+ Prélevements Anapath

/total polymicrobiens
LEC.J M 45 Jambe oui 4/6 0 douteux
BAR.F M 80 Genou oui 6/7 0 NR

NR : non renseigné ; anapath +/- : résultat anatomopathologique positif ou négatif
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5.2.2.5 Récapitulatif

En moyenne, 2,04+1,04 prélévements par patient étaient positifs, avec une médiane de 2.
Pour 35 patients soit 51,5% d’entre eux, ces 3 SCN ont été considérés comme
potentiellement responsables d’lOA sur les années 2013 et 2014 selon les critéres définis.
Autrement dit, ces trois germes semblaient étre impliqués dans I'lOA dans la moitié des cas
ou ils ont été isolés. Ce pourcentage est un peu plus élevé pour S. lugdunensis ou I'on a
considéré 68% des patients infectés. Cela semble logique étant donné la pathogénicité
reconnue de ce germe, proche de celle de S. aureus.

Dans a peu prés % des cas il y a présence de matériel (de 69,2 a 80%). Le sex ratio n’était
par contre pas le méme selon les germes : de 1 pour S. lugdunensis a 5,5 pour S. capitis.
Les résultats de 'examen anatomopathologique étaient disponibles dans 23 cas (soit 33,8%)
et étaient en faveur d’'une infection dans 13 cas (56,5%) et la concordance résultats
anatomopathologiques/culture était de 78,3%. Cela a été d’autant plus vérifié avec S.
lugdunensis. Nous devons mentionner que pour 36 patients (53%) d’autres germes étaient
retrouvés dans les prélévements ostéo-articulaires, mais sur un nombre Ilimité de
prélevements (cf critéres). La fréquence des articulations touchées corrobore avec la
fréquence générale des localisations des prélévements, a savoir majoritairement des
prélevements issus de genou et de hanche. De ce fait nous n’avons pas mis en avant de

localisations préférentielles en fonction des germes.

Tableau X1V : Prélevements positifs a S. capitis, S. lugdunensis, S. caprae et mixtes

Germe Nombre Prélevements+ Prélevements Anapath+
Patients [total polymicrobiens [total
54/111 33/111
S. capitis 32 4/9
(48,6%) (29,7%)
60/90 30/90
S. lugdunensis 22 7/8
(66,7%) (33,3%)
19/34 6/34
S. caprae 9 2/3
(55,9%) (17,6%)
13/20 4/20
mixte 5 0/3
(65%) (20%)
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Tableau XV : Récapitulatif des patients considérés infectés a S. capitis, S. lugdunensis, S. caprae ou de fagcon

mixte
Patients+/  Patients+ o.  Age Site Putt/
atients+ atients+ A .
I0OAa: Total o (2 ratio  moy. Ppal Matériel Patient
otal (* vi+ (* %
¥ P ) H/F (min-max) (*3) o) mi(rr::;x)
» 13/68 13/32 51 Genou 68%
S. capitis 5,5 69,2
(19,1%) (40,6%) [22-79] (46,2%) [25-100]
Genou
S. 15/68 15/22 60 (33%) 82,5%
1 73,3%
lugdunensis (22,1%) (68%) [23-83] Hanche [40-100]
(33%)
5/68 5/9 48,6 Hanche 70,8%
S. caprae 1,5 80%
(7,4%) (55,6%) [25-89] (40%) [50-100]
2/68
2/5
mixtes (2,9%) - - - 100% -
(40%)

(*) Patients +/total : nombre de patients considérés infectés par rapport au nombre total de patients
(*2) Patients+/pvt+ : nombre de patients considérés infectés par rapport au nombre de patients chez qui le germe
a été isolé.

(*) Site ppal : localisation principale

5.3 Profils de Résistance des S. lugdunensis, S. capitis et

S. caprae

Durant la méme période 2013-2014, nous avons récupéré les antibiogrammes de tous les S.
lugdunensis, S. capitis et S. caprae isolés de prélévements ostéo-articulaires. Ces
antibiogrammes ont été réalisés en milieu liquide sur l'automate Vitek2® (bioMérieux,
France). Certaines CMI ont été déterminées en milieu solide sur gélose par la technique des
bandelettes E-Test. Nous nous sommes intéressés a la résistance aux antibiotiques
principalement prescrits dans le traitement des IOA a staphylocoques a savoir:
clindamycine, rifampicine, ofloxacine, cotrimoxazole, tétracycline (ou minocycline) et

oxacilline (résistance a la méticilline, confirmée par les disques de céfoxitine et moxalactam).
Pour S. lugdunensis, 24 souches ont été testées. Cette espéce apparait trés sensible aux

antibiotiques testés. Aucune souche méti-R n’a été isolée, de méme, aucune résistance n’a

été observée concernant la rifampicine, I'ofloxacine et le cotrimoxazole. Seulement une
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souche était résistante a la clindamycine et deux a la tétracycline, alors que dans un cas la
sensibilité a la minocycline était conservée. La daptomycine a été testée dans un seul cas et
la souche était sensible.

Les antibiogrammes de 13 souches de S. caprae ont été réalisés. De fagcon comparable a
S. lugdunensis, ce germe apparait globalement sensible aux antibiotiques. La seule
différence notable concerne la méticillino-résistance de 3 souches de S. caprae, soit 23%. Ni
la minocycline ni la daptomycine n’ont été testées.

Enfin, 34 souches de S. capitis ont été testées et cette espéce apparait comme la plus
résistante. En effet nous avons pu constater 25% de souches méti-R, 35% de résistance a
I'ofloxacine, 18% a la rifampicine, 15% a la tétracycline, a la clindamycine et au
cotrimoxazole. Les résistances associées étaient la plupart du temps parmi les souches
méti-R. La daptomycine a été testée sur deux souches méti-R (souches sensibles), la
minocycline a été rendue sensible pour 2 souches.

Les glycopeptides (vancomycine et teicoplanine) ont aussi été sensibles quelle que soit
'espéce testée.

La Figure 15 présente les résultats des résistances observées pour les différentes souches.
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Figure 15 : Pourcentage de sensibilité de S. lugdunensis (a), S. caprae (b), et S. capitis(c)

5.4 Discussion et comparaison des résultats avec les

données de la littérature

Un des objectifs principaux de ce ftravail était de considérer, au sein d’'un centre de
référence, l'imputabilité que peuvent avoir trois SCN dans les I0A. Globalement, nos
résultats permettent de mettre en cause S. lugdunensis, S. capitis ou S. caprae chez la

moitié des patients ou ces germes ont été isolés. En d’autres termes nous avons pu
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confirmer la pathogénicité de S. lugdunensis et avons montré que S. capitis/caprae, souvent
considérés comme des contaminants, sont aussi fréquemment responsables d’lOA. Nous
avons réalisé une revue non exhaustive de la littérature permettant de comparer notre travail

aux données déja existantes.

Role de S. lugdunensis, S. caprae et S. capitis dans les IOA

La pathogénicité de S. lugdunensis a de nombreuses fois été mise en évidence. Décrit pour
la premiére fois a Lyon (a l'origine de son nom d’espéce) en 1988, il est a l'origine
d’infections diverses, redouté en cardiologie car il peut étre responsable d’endocardites de
gravité particuliere (délabrement trés rapide des valves cardiaques). Sa pathogénicité
inhabituelle pour un SCN est a rapprocher de celle de S. aureus. En effet il posséde de
nombreux facteurs de virulence comme la présence d’'une coagulase liée (différente de la
coagulase libre de S. aureus, mais qui peut entrainer des faux positifs en laboratoire avec les
tests de détection rapide de la coagulase), une alphatoxine, une hémolysine et des protéines
d’adhésion (60,61). Aucune différence n’a été décrite entre les souches commensales de la
peau et les souches responsables d’infections. Certains auteurs ont remarqué un fort
portage inguinal de ce staphylocoque, pouvant étre a l'origine d’infections post-opératoires
(62). De nombreux cas d’lOA sont aussi reportés. Lecuire et al. (63) rapportent 7 cas
d’infections de PTH ou de PTG, dont 4 infections chroniques traitées par ablation puis
repose d’évolution favorable et 3 cas d’infections précoces d’évolution défavorable aprés
lavage et antibiothérapie. D’autres auteurs ont montré une efficacité de la prise en charge
chirurgicale par ablation puis repose de la prothése (12). Les différents cas décrits
surviennent autant de fagon aigue que chronique, mais dans presque toutes les situations il
y a présence de matériel, ce qui renforce l'idée de persistance de ce germe sous forme de
biofilm. De plus, les stratégies de prise en charge chirurgicales associant changement de la
prothése et antibiothérapie semblent les plus efficaces. Nous n’avons pas mis en évidence
une incidence plus grande en fonction du sexe ni localisations préférentielles de I'infection (5
PTH et 5 PTG), alors que certains auteurs ont montré une majorité d’lOA sur PTG (13).
Notre série est cependant petite ; cela explique peut-étre cette répartition. Ainsi, nous
confirmons ici la place de S. lugdunensis comme pathogéne a part entiére dans les I0A, qu’il
soit isolé seul ou en association avec d’autres bactéries. Cependant, une critique pourrait
étre formulée quant aux patients considérés infectés par S. Jlugdunensis: nous avons
considéré dans nos criteres qu’il faut au minimum 2 prélévements positifs avec ce germe
alors que, en pratique et au vue de son pouvoir pathogéne décrit plus haut, un seul
prélevement positif est généralement pris en compte. Ainsi nous avons possiblement sous-
estimé le nombre de patients infectés a S. lugdunensis (parmi les 7/22 patients non

consideérés, cf Tableau XV et chapitre 5.2.2.2).
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Concernant S. caprae, il a été décrit la premiére fois en 1983, a partir a partir d ‘échantillons
de lait de chévre, d’ou son nom. Ce n’est qu'en 1991 que cette espéce a été isolée pour la
premiére fois a partir d’échantillons humains (principalement des prélévements ostéo-
articulaires) (64). Les rares cas publiés faisaient alors état d’infections urinaires, de
bactériémies ou d’endocardites, en différenciant les souches humaines des souches issues
de prélevements animaliers (lait de chévre) (14). Dans la majorité des cas, la présence d’un
mateériel (voie veineuse centrale, cathéter ombilical) était a I'origine de I'infection. En 1997,
Shuttleworth et al. ont décrit 14 observations cliniques de patients chez qui une souche
humaine de S. caprae a été isolée. Dans 10 cas, il s’agissait d'lOA et 7 patients étaient
porteurs d’'une prothése orthopédique (5). Mais les préléevements étaient polymicrobiens
dans la majorité des cas, alors que d’autres observations montreront plus tard des IOA
certaines a S. caprae, seule bactérie retrouvée (11). Certains cas rapportaient une I0A au
niveau de la PTG dix ans aprés la pose de la prothése, d’autres cas étaient sans rapport
avec un contexte chirurgical ou une immunodépression (65). D’autres études plus récentes
dressent un bilan de ce germe et de son implication en pathologie humaine. Les travaux
récapitulatifs de Seng et al. (66) font état de 31 cas publiés dans la littérature et décrivent 25
autres cas d’'IOA a S. caprae sur 6 années dans leur étude. Dans 88% des cas il y a
présence de matériel. Majoritairement d’expression tardive, ces infections ont été observées
dans un contexte d’immunodépression chez un quart des patients (cancer, diabéte,
immunosuppresseurs ou corticothérapie). Comme dans notre étude, une proportion
importante d’infections était polymicrobienne (40%), souvent avec d’autres staphylocoques,
et pour 20% des patients, un contact antérieur avec des chévres ou des moutons a été
mentionné. Dans notre étude, aucun facteur de risque particulier n’a pu étre relevé quant a la
survenue d’infections a S. caprae et aucun contact avec des animaux n’a pu étre investigué.
Ainsi, S. caprae, sous-évalué avant les techniques modernes d’identification tel que le
MALDI-TOF, apparait donc comme un germe a connaitre dans les étiologies d’infections
ostéo-articulaires nosocomiales sur matériel mais il peut également étre mis en cause dans
un contexte communautaire (dans ce cas, il serait intéressant de rechercher
systématiquement un contact avec des moutons ou des chevres).

Les données liant S. capitis et IOA sont moins nombreuses que pour les deux germes
précédents alors que nous avons considéré 13 patients atteints d’lOA avec ce germe dans
notre étude. Les patients étaient majoritairement des hommes porteurs de PTG. Une étude
de 2015 utilise la méme maniére de raisonner (a savoir un nombre de prélévements positif 2
2) ainsi qu’une identification par MALDI-TOF (16). lls décrivent 16 patients avec une IOA a
S. capitis avec des prélévements aussi bien mono que polymicrobiens. De maniére
intéressante, ils ont mis en évidence une proportion relativement élevée de S. capitis dans

I'environnement du bloc opératoire (en suspension dans I'air), suggérant donc que le germe
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a été acquis en peropératoire ou post-opératoire précoce, de maniére nosocomiale. Aucune
investigation de ce type n’a été menée dans notre étude.

En conclusion, grace a la popularisation de nouvelles techniques d’identification en
laboratoire de Biologie Médicale, les données épidémiologiques évoluent, c’est le cas pour
les IOA. Bien que ces outils ne permettent pas a eux seuls de trancher si le microorganisme
est pathogéne ou contaminant, ils contribuent a la précision de ces données. Les SCN
représentent un groupe hétérogéne de bactéries a bien des égards. Sivadon et al. (67)
avaient testé 212 souches de SCN provenant d'IOA. Soixante-dix pourcents étaient des S.
epidermidis, les autres souches se distribuaient parmi S. warneri, S. capitis, S. hominis, S.
lugdunensis, S. haemolyticus, S. caprae, S. pasteuri, S. simulans et S. cohnii. Malgré cela,
seuls S. epidermidis et les trois SCN que nous étudions étaient réellement impliqués dans
une IOA. Nous avons donc pu, a notre échelle, incrémenter les données concernant la
responsabilité réelle de S. lugdunensis, S. capitis et S. caprae dans les |OA.

Certaines critiques ou limites peuvent étre formulées sur ce travail. Tout d’abord concernant
la premiére étape d’identification des souches : nous nous sommes en effet basés pour cela
sur l'identification par Vitek2. La ré-identification préalable par MALDI-TOF de toutes les
souches utilisées nous a permis d’étre le plus exhaustif possible en terme épidémiologique,
a l'aide de techniques fiables et de référence. Nous avons ainsi montré que l'identification
par spectrométre de masse permettait, tout en confirmant les bonnes performances de nos
anciennes techniques, de réattribuer certaines souches a une autre espéce. Il est probable
que certaines souches présentes dans notre collection et identifiées autrement, soient des
S. caprae, S. capitis et S. lugdunensis. Il sera intéressant, dans la poursuite de ce travail, de
regarder I'épidémiologie des années a venir, et de voir si 'amélioration des techniques
d’identification marque une réelle évolution de [I'épidémiologie concernant les
staphylocoques isolés dans les IOA. Il est probable que ce biais soit aussi présent dans les
quelques anciens articles portant sur | ‘épidémiologie des IOA a staphylocoques.

Ensuite, en I'absence de réel consensus concernant les critéres de définition des IOA, les
criteres peuvent étre discutés et ils constituent de fait la base du raisonnement. Nous avons
défini ces critéres dans un souci d'uniformiser les dossiers pris en compte mais les résultats
anatomopathologiques n’étaient pas tous disponibles ou réalisés, ainsi que l'analyse
compléte des dossiers patients (facteurs de risques, immunodépression...). Nous avons pu
cependant avoir accés au traitement anti-infectieux (non détaillé ici), confirmant la prise en
compte de ces staphylocoques dans la prise en charge thérapeutique. De plus, nous n’avons
pas évalué le mode de survenue de l'infection, c’est a dire mode aigu ou chronique, ni inclus
le suivi des patients au long terme. Cela pourrait faire 'objet d’'une étude clinique mono ou
multicentrique, afin de mieux définir les caractéristiques cliniques, radiologiques et

biologiques de ces IOA.
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Enfin, notre étude porte uniguement sur deux années, ce qui fait un nombre trés restreint
d'lOA a S. lugdunensis, S. caprae et S. capitis. |l serait intéressant de poursuivre cette étude
et de la mener de fagon prospective, afin de confirmer I'implication de ces trois SCN dans les
IOA. Les études épidémiologiques plus longues disponibles dans la littérature séparent
généralement S. aureus (voire aussi S. lugdunensis) des SCN mais détaillent trés rarement
les différentes espéces de SCN impliquées. Il serait donc intéressant d’améliorer nos

connaissances sur ces 3 pathogénes en particulier.

Profils de résistance aux antibiotiques de S. lugdunensis, S. caprae et S. capitis

S’agissant des profils de résistances aux antibiotiques, nos résultats confirment la grande
sensibilité de S. lugdunensis et S. caprae. Pour le premier, le travail de Thean Yen Tan et al.
(55) a permis de tester 106 souches de S. lugdunensis issues d’endocardites, d’'lIOA, de
méningites, d’infections de la peau et des tissus mous. Dans cette étude, 27% des souches
avaient une pénicillinase et chose importante 4 souches étaient résistantes a la céfoxitine
(c’est-a-dire méti-R) avec recherche du géne mecA positive, ce qui est trés rare. Du reste, la
sensibilité a la ciprofloxacine, au cotrimoxazole, a la clindamycine était supérieure a 98% et
était de 88% pour la tétracycline. Une autre étude rétrospective (13) montre des résultats
similaires mais avec une seule souche mecA identifiée. La résistance a la méticilline chez S.
lugdunensis reste donc un phénomeéne trés rare et dans notre étude nous n’avons pas mis
en évidence de souches méti-R.

Pour S. caprae, les données de la littérature concordent avec celles de notre étude. Hormis
la production réguliere d’une pénicillinase, ce germe est trés souvent sensible a de
nombreux antibiotiques, que ce soit I'oxacilline, les fluoroquinolones, la rifampicine, les
cyclines ou le cotrimoxazole (5,66). Malgré la bonne sensibilité de ce germe certains auteurs
rapportent un taux élevé d’échec clinique, comme pour S. lugdunensis (66), I'implication du
biofilm semble en étre une des raisons.

Enfin, pour S. capitis, les données de la littérature sont plus rares. Tevell et al. (16) classent
26% de leurs souches comme MDR, c'est a dire résistantes a au moins trois classes
d’antibiotiques. Nous retrouvons nous aussi un taux de résistance plus élevé par rapport aux
autres germes. D’autres auteurs (15) ont trouvé un taux trés important de souches
résistantes a I'oxacilline (85%), avec une bonne concordance quant a la présence du géne
mecA. De maniére intéressante, ces auteurs mettent en avant la relation entre
antibiorésistance et une des sous espéces de S. capitis. En effet S. capitis subsp.
urealyticus est souvent résistant a 'oxacilline, a la pénicilline et a I'érythromycine, alors que
S. capitis subsp. capitis est assez sensible. La distinction entre les deux sous espéces n’a

pas été réalisée dans notre étude. Cela fera I'objet d’'un prochain travail.
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Identification de 2 nouvelles espéces isolées dans des prélévements ostéo-

articulaires : S. pettenkoferi et S. pasteuri

A travers notre travail de ré-identification des souches au spectrométre de masse, nous
avons nouvellement identifié 2 espéces, confirmées par la biologie moléculaire : S.
pettenkoferi et S. pasteuri. Le premier a été isolé la premiéere fois en 2002 a partir
d’hémocultures (68). Ce germe a déja pu étre considéré comme pathogéne au décours
d’'une bactériémie (69), responsable de la colonisation d’un cathéter ou alors contaminant de
la flore cutanée (70). Dans cet article, Sholhui et al. (70) mettent en avant la difficulté
d’identification de S. pettenkoferi par les méthodes phénotypiques a cause de l'inconstance
des caractéristiques biochimiques de ce germe. De plus, certains automates MALDI-TOF ne
permettent pas non plus d’identifier ce germe: le Vitek MS® (Biomérieux) ne le contient pas
dans sa base de données alors que celui utilisé au laboratoire du CHU de Toulouse, le
Biotyper® (Bruker Daltonics) le contient. De maniére intéressante, S. pettenkoferi est souvent
identifi¢ comme S. auricularis, S. warneri ou alors, comme dans nos résultats, comme S.
capitis (subsp. capitis) car ses caractéres biochimiques sont proches (68,70). Le premier cas
d’'ostéomyeélite a S. pettenkoferi a été décrit en 2006 avec les mémes problémes
d’identification avec S. capitis et S. auricularis (71). La plupart des souches décrites sont
globalement résistantes : les trois quart sont résistantes a la pénicilline ainsi qu’a I'oxacilline,
la ciprofloxacine, I'érythromycine, la moitié sont résistantes a la clindamycine et au
triméthoprime-sulfamethoxazole, alors qu’aucune souche résistante aux glycopeptides n’a
été décrite. Concernant les trois souches que nous avons ré-identifié S. pettenkoferi, elles
étaient issues de prélevements d’arthrodése, de foyer profond de pseudarthrose ou
d’hématome profond et ont été considérées comme des contaminants. Ces trois souches
apparaissaient sensibles aux antibiotiques testés sauf pour la fosfomycine (les 3

résistantes), et deux souches sur trois étaient méti-R.

Quant a S. pasteuri, il fut décrit pour la premiére fois en 1993 chez 'Homme et I'animal (72).
De trés rares cas d’infections humaines ont été décrits dans la littérature, d’'une part parce
que son isolement est rare et d’autre part parce qu’il est souvent considéré comme
contaminant. S. pasteuri a été reporté comme responsable de bactériémies principalement
chez des patients dans un contexte d'immunodépression cancéreuse (69,73). En revanche,
et comme pour la souche isolée dans notre laboratoire, ce germe n’a pas été identifié
comme potentiellement responsable d’IOA, mais seulement comme contaminant (67). Il
serait ainsi intéressant de voir si ces deux espéces ont été isolées de fagon plus fréquente
depuis le changement de technique d’identification au laboratoire. Les données obtenues en

2015 ne semblent pas aller dans ce sens.
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6 Efficacité in vitro des antibiotiques sur S.
capitis et S. caprae dans un modéle de

biofilm

Ce travail nous a permis de mettre en évidence une forte proportion de porteurs de matériel
(prothése ou autres) chez les patients infectés a S. capitis ou S. caprae. Ces matériels sont
de trés bons supports d’adhésion pour de nombreuses bactéries (dont celles du genre
Staphylococcus) qui vont s’organiser sous forme de biofilm. En partant de ces constatations,
il nous a paru intéressant de tenter d’approfondir nos connaissances sur I'effet de certains
antibiotiques sur un biofilm formé par des souches de SCN. Aprés avoir déterminé la CMI et
la CMB (en milieu liquide) des germes étudiés vis a vis de la minocycline, de la
clindamycine, de I'ofloxacine et de la rifampicine en milieu planctonique, nous utiliserons un
modeéle de formation de biofilm pour tester l'activité in vitro sur bactéries sessiles de ces

antibiotiques.

6.1 Matériel et méthode

6.1.1 Sélection des souches et des antibiotiques

6.1.1.1 Choix des souches

La premiere étape de ce travail est de sélectionner les souches d’intérét, c’est a dire celles
responsables d’lOA sur matériel. Une étude préliminaire ayant pour objectif de valider le
modeéle de biofilm in vitro a été réalisée sur 4 souches, 2 S. caprae et 2 S. capitis
sélectionnées sur la base des critéres que nous avons utilisés précédemment:

- présence de matériel

- majorité de prélévements positifs a S.capitis ou S.caprae

- peu de prélévements positifs a d’autres germes

- examen anatomopathologique en faveur d’'une infection (si disponible)

Notre choix s’est porté sur ces deux espéces de staphylocoques car la bibliographie en
matieére de biofilm est limitée, surtout dans les cadre des |IOA, contrairement a celle sur S.
lugdunensis (74). Cui et al. (15) mettent en avant 2 sous-types différents de S. capitis avec
des capacités de formation de biofilm différentes, ces souches étant extraites de
bactériémies néonatales. Pour 4 souches de S. caprae isolées chez des patients avec

infection sur matériel orthopédique, Allignet et al. (11) décrivent des facteurs d’adhésion et
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de production de matrice exopolysaccharidique similaires a ceux rencontrés chez S.
epidermidis.

Enfin, les manipulations que nous allons décrire sont réalisées manuellement pour la plupart,
sont fastidieuses et n’autorisent donc pas un nombre trop important de souches a tester.
L’objectif de ce travail était de valider le modéle de biofilm utilisé afin de I'utiliser de maniére
prospective dans des cas avérés d’'lOA a S. caprae et S. capitis. Le tableau XVI résume les

caractéristiques des patients infectés par les souches sélectionnées.

Tableau XVI : Origine des souches sélectionnées pour une évaluation sur le biofilm

Pvt+/ Autres
N° N°MOLIS Germe Patient Origine Matériel
pvt tot. germes
1 A143012722 S. capitis M genou oui 6/6 3/6
17  A141342312 S. capitis M jambe oui 3/5 1/5
33 A140064202 S. caprae M genou oui 3/3 0/3

36 A133400689 S. caprae F jambe oui 5/5 0/5

Pvt = prélevement ; tot. = total ; M = masculin ; F = féminin

6.1.1.2 Choix des antibiotiques

L’aptitude a former du biofilm par les staphylocoques rentre en compte dans la stratégie
thérapeutique car elle entraine une perte de sensibilité a de nombreux antibiotiques (75),
indépendante des résistances naturelles ou acquises. Cependant, certains antibiotiques sont
considérés comme ayant une bonne activité sur le biofilm, notamment la rifampicine qui est
considérée comme la meilleure molécule anti-biofilm. D’autres antibiotiques ont aussi cette
propriété, c’'est le cas de la ciprofloxacine, de la vancomycine (76), ainsi que de la
daptomycine (77).

De plus, les associations de molécules sont obligatoires dans le traitement des IOA afin
d’éviter la sélection de populations résistantes. La rifampicine, introduite dans un second
temps, sert de base a cette association lors du relais par voie orale que ce soit pour un
staphylocoque sensible ou résistant a la méticilline. Selon les recommandations de la
Société de Pathologie Infectieuse de Langue Frangaise (29) et les antibiogrammes des
différents germes, elle peut étre associée a une quinolone (ofloxacine, ciprofloxacine ou
Iévofloxacine), a la clindamycine, a I'acide fusidique, au cotrimoxazole ou a une cycline
(tétracycline ou minocycline). Le choix préférentiel est la combinaison rifampicine —
fluoroquinolone, surtout s’il y a présence de matériel, comme le suggére certaines études

(78),(79). Néanmoins il y a au final peu de données issues d’essais randomisés chez
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’Homme, ce sont le plus souvent des études sur des séries de cas avec les biais potentiels
gu’elles peuvent avoir ou des études in vitro.

En pratique locale au CHU de Toulouse, la minocycline est régulierement prescrite dans le
traitement des I0OA en relais per os, pour des staphylocoques méti-S ou méti-R. Son
indication est principalement en association a la rifampicine et en cas de contre-indication
aux fluoroquinolones ou si aucun autre antibiotique n’est disponible (données de
I'antibiogramme). Elle a une trés bonne activité anti-staphylococcique avec un faible taux de
résistance, une excellent biodisponibilité et semble représenter une bonne alternative de
traitement pour des infections diverses a SARM (80). Sa CMI est globalement meilleure que
la doxycycline mais elle est moins bien tolérée. Certaines études ont été menées sur
'association minocycline — rifampicine dans le cadre de la prévention des infections sur
cathéters, avec succes (81), (82), suggérant un effet anti-biofilm. D’autres études, mais peu
nombreuses, ont mis en évidence l'efficacité de la minocycline seule ou en association
contre des souches de SARM organisées en biofilm (83), mais cette activité est valable sur
des biofilms récemment formés (84). En revanche la littérature scientifique est pauvre en ce
qui concerne l'effet anti-biofilm dans les IOA sur matériel prothétique.

Dans cette optique, notre choix était donc de tester la minocycline sur les quatre souches
sélectionnées, ainsi que de tester en plus la rifampicine, clindamycine et ofloxacine sur une
souche pour vérifier notre méthode vis a vis des données de la littérature. Ces antibiotiques

ont été obtenus chez Sigma Aldrich®, sous forme de poudre hydrosoluble.

6.1.2 Détermination des CMI et CMB en milieu planctonique

6.1.2.1 Concentrations minimales inhibitrices

Elle représente la plus petite concentration permettant d’inhiber la croissance bactérienne
visible aprés 18 h d’incubation a 37°C. Les valeurs de CMI des 4 souches choisies ont déja
été rendues par une méthode automatisée (Vitek2®, Biomérieux France). Cependant, la
méthode par dilution en milieu planctonique est plus précise.

Les souches utilisées ont été repiquées sur gélose au sang et incubées 24 h. Une ou
plusieurs colonie(s) est (sont) mise(s) en suspension dans 10 mL d’eau distillée stérile de
sorte qu’il y ait un inoculum de départ de 10" bactéries, ce qui correspond & une
transmission de la lumiére de 60-65% mesurée a l'aide d’'un spectrophotométre. Le milieu
utilisé est du Mueller Hinton (MH) sous forme de poudre, préparé dans de I'eau distillée
stérile et autoclavé. Les antibiotiques sont pesés a l'aide d’'une balance de précision (au
dixieme de milligramme) puis solubilisés dans 5 mL d’eau distillée stérile afin d’obtenir une

concentration de base de 64 pg/mL pour la clindamycine, la minocycline et I'ofloxacine et de
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32 pg/mL pour la rifampicine. Ces concentrations permettent de réaliser des dilutions de

raison 2 et de couvrir une large plage de CMI.

Les plans des plaques de 96 cupules sont les suivants (12 puits de longueur, 8 de largeur) :

AB1
32 pg/mL

16 | 8 4 | 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 T- T+

AB?T
32 pg/mL

16 | 8 4 | 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 T- T+

AB2
32 pg/mL

16 | 8 4 | 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 T- T+

AB2’

16 | 8 4 | 2 1 0,5 0,25 | 0,125 | 0,0625 T- T+
32 pg/mL

etc...

Figure 16 : Schéma de la plaque pour détermination des CMI sur souches planctoniques

Plaque a: 100 uyL de bouillon MH dans toutes les cupules + 100 yL de la solution mére
d’antibiotique (soit une dilution au demi) dans la colonne 1. Prendre 100 pL de la cupule 1
pour la mettre dans la cupule 2 et ainsi de suite = dilution de raison 2 jusqu’a la colonne 10
(jeter le dernier volume).

Colonne 11 : T- = témoin négatif avec seulement le MH = test de non contamination
Colonne 12 : T+ = témoin positif avec MH + bactéries = test de vérification de croissance

AB1 : antibiotique 1, chacun est testé en double (AB1’) pour vérifier les valeurs de CMI

Plaque b : 100 pL de la solution de départ & 10’ bactéries dans chaque cupule, sauf colonne
11 (T-).

La « plaque a» est ensuite ensemencée a partir de la « plague b» a laide d'un
ensemenceur automatique multipoint (inoculum bactérien calibré ~ 1,5 uL) dont chaque point
est stérilisé par flambage a I'éthanol. La « plaque a » est incubée 24 heures a 37°C. La
lecture de la CMI se fait au niveau de la premiére cupule limpide de chaque ligne. La

colonne 12 (T+) doit étre trouble, et la colonne 11 (T-) limpide.

6.1.2.2 Concentrations minimales bactéricides
C’est la plus petite concentration permettant de tuer 99,9% des bactéries aprés 18 h

d’incubation a 37°C. Aprés la lecture des CMI, la « plaque a » est repiquée sur une gélose
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carrée (milieu MH) a l'aide de 'ensemenceur multipoint, puis les géloses sont incubées 24
heures de plus a 37°C. La CMB correspond a la plus petite concentration avec absence de
croissance bactérienne, c’est a dire au premier spot sur gélose ou il 'y a pas (ou peu) de

colonies bactériennes visibles.

6.1.3 Détermination de I’activité antibiotique sur un modéle de biofilm

6.1.3.1 Pré requis

Ce protocole tient compte de travaux préliminaires (thése A. Alasri, 1991) qui ont consisté en
la mise en ceuvre de biofilms a staphylocoques (S. aureus et SCN) dans des conditions se
rapprochant du contexte in vivo. Nous devons citer de facon préalable certains résultats de
ces travaux qui nous ont permis de réaliser notre étude.

Les souches de référence S. aureus et S. epidermidis n’ont pas de croissance planctonique
en « bouillon biofilm » (ou BB, voir la composition en Annexe 4). Par contre, dans ce méme
milieu, la croissance sous forme de biofilm est trés rapide et la saturation du nombre de
cellules adhérées intervient dés 24 h, ce qui autorise le renouvellement du « BB » a cette
période, et non pas avant pour la souche de SCN. Le BB est un milieu pauvre, qui favorise la
phase d’adhésion et 'organisation des colonies bactériennes en biofilm. Son renouvellement
a pour but d’éliminer le maximum de cellules persistantes ou relarguées sous forme
planctonique pour ne travailler que sur celles sous forme biofilm.

Choix de la concentration d’antibiotique utilisée : c’est un point important de I'étude car elle

doit tenir compte de nombreux facteurs qui sont pour autant difficlement appréciables in
vitro. En effet les différentes variables sont la concentration sérique de I'antibiotique, sa
concentration au niveau de l'os et du site infectieux, sa diffusion dans le biofiim, les
conditions d’oxygénation, ses propriétés pharmacocinétiques (par voie orale)...Pour
apprécier cela nous pouvons utiliser le quotient inhibiteur tissulaire, qui représente le rapport
entre la concentration sérique et la CMI (ce rapport doit étre élevé), le tout multiplié par le

ratio os/sang qui va représenter le pourcentage d’antibiotique qui atteint I'os :

C sérique

QT CMI

x ratio os/sang
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Appliqué au genre staphylocoque et pour la minocycline:

3,2
QT = Ex 0,3=1,92

-CMI minocycline vis a vis des staphylocoques spp. : sensible si <ou=a 0,5 mg/L (CA-SFM EUCAST 2014)
-Concentrations sériques pour une dose de minocycline de 200 mg par voie orale : 3,2 mg/L (Résumé des
caractéristiques du produit), il faut mieux utiliser la concentration a I'équilibre.

-Ratio os/sang : bonne diffusion, minimum 30% (valeurs de 30 a 100% selon Traitement des infections osseuses
sur matériel étranger, Zeller, Desplaces et Al., lettre de I'infectiologue, Dec. 2004)

Les données de la littérature manquent la aussi en ce qui concerne la minocycline et les
infections ostéo-articulaires. Dans un souci d’uniformiser nos expériences et d'étre
reproductible, nous avons donc décidé de nous placer a une concentration de 4 fois la CMI
de chaque antibiotique vis a vis de la bactérie test, c’'est a dire 4 x 0,5 mg/L = 2 mg/L, valeur

proche du QT (sans unités).

6.1.3.2 Protocole

L’ensemble des manipulations est réalisé sous PSM de classe II.

Jour0:

La préparation des souches utilisées est la méme que pour la réalisation des CMI sauf que
le volume total de la suspension bactérienne est de 10mL. Une gamme de dilution de raison
10 est réalisée jusqu’a 10°®.

On utilise des plaques de 24 puits dans lesquels 2mL de BB sont introduits. Deux puits sont
utilisés pour chaque antibiotique et pour chaque souche afin de réaliser une moyenne. Les
paires de puits sont bien espacées afin de minimiser le risque de contamination. Ces puits
sont ensemencés avec 100 uL de la suspension bactérienne a la dilution 10 La quantité
bactérienne en UFC/ml sera validée le lendemain grace a I'ensemencement sur gélose de
100 pL des dilutions bactériennes a 10° et 10°. Un témoin positif (T+) est ensemencé pour

chaque souche, il ne contient pas d’antibiotiques.

Figure 17: plaque 24 puits
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Jour 1:

Le BB est renouvelé, en ayant entre temps lavé chaque puits avec de 'EDS (eau distillée
stérile). L’ajout de I'antibiotique se fait a ce moment-la, une fois le biofilm de 24 heures
constitué. On peut noter que le volume rajouté est trés faible et n’influence donc que trés

peu le volume total et donc la concentration finale de I'antibiotique.

Calcul des quantités bactériennes ensemencées a JO (comptage sur gélose a 24 heures) :

Souche N°33: 200 colonies comptées pour 100 pL de la dilution 10, soit 2.10° pour la dilution a 10'2, soit une
concentration de 10* UFC/mL dans le puits de départ (BB + 100 uL suspension bactérienne). En prenant le méme
raisonnement pour les autres souches :

Souche N°36 : 10* UFC/mL

Souche N°1 : 4.10° UFC/mL

Souche N°17 : 2,5.10° UFC/mL

Ce calcul a pour but de montrer que les quantités bactériennes des différentes souches

ensemenceées sont proches et n'est pas censé influencer le résultat final.

Jour 2:

Le BB de chaque puits est éliminé et chaque puits est rincé a 'EDS. Une spatule
préalablement stérilisée est utilisée pour gratter le fond et les cotés du puits ou le biofilm
s’est constitué, afin de remettre tout le biofilm en suspension dans 1mL d‘EDS. Ce volume
est dilué de raison 2 jusqu’a la dilution 10°. Apres homogénéisation, chaque dilution est
ensemencée par inclusion de 500uL de la suspension dans de la gélose trypticase soja au

sein d’'une boite de Petri. L’'incubation est de 24 h a 37°C.

Jour 3:
Le nombre de colonies bactériennes est décompté a la dilution la plus facile a lire. De

maniére générale on utilise la dilution permettant de compter entre 30 et 300 colonies.

6.2 Résultats

6.2.1 Résultats expérimentaux CMI/CMB
Selon le CASFM 2015 version 2 (idem que CASFM 2013 pour ces valeurs), les CMI des

antibiotiques testés vis-a-vis des souches de Staphylococcus spp. sont les suivantes :

Clindamycine : Sensible si < 0,25 mg/L
Minocycline : Sensible si < 0,5 mg/L
Ofloxacine : Sensible si < 1 mg/L

Rifampicine : Sensible si < 0,06 mg/L
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Tableau XVII: CMI et CMB mesurées vis-a-vis de S. capitis et S. caprae :

N° et CMI
germe Clindamycine Minocycline Ofloxacine Rifampicine
1 S. capitis <0,0625 < 0,0625 8 16
17 S. capitis 0,125 < 0,0625 8 16
33 S. caprae <0,0625 < 0,0625 0,5 < 0,031
36 S. caprae < 0,0625 0,125 0,5 < 0,031
CMB
Clindamycine Minocycline Ofloxacine Rifampicine
1 S. capitis <0,0625 0,125 32 >16
17 S. capitis 0,125 0,125 8 16
33 S. caprae 0,125 < 0,0625 0,5 < 0,031
36 S. caprae 0,25 0,5 1 < 0,031

CMI et CMB en pg/ml ; < : aucune pousse = valeur de CMI/CMB trés basse ; sensible ; résistant

Les valeurs du Tableau XVII ont été déterminées en double avec le méme résultat. Toutes
les souches sont sensibles a la clindamycine et la minocycline, les souches de S. caprae (33
et 36) sont en plus sensibles a 'ofloxacine et la rifampicine.

Ces CMI avaient été réalisées au laboratoire de Bactériologie par Vitek2. La clindamycine
était interprétée grace a la lincomycine, et seule la tétracycline était testée d'office, la
minocycline étant testée sur demande. A ce titre, toutes les CMI mesurées étaient
comparables entre la technique Vitek2 et les CMI en milieu liquide pour les souches n°1, 17
et 33. Pour la souche n° 36, I'antibiogramme avait été réalisé par diffusion et donc non

comparable.

6.2.2 Effet anti-biofilm

L’effet anti-biofilm est apprécié par la diminution du nombre de bactéries adhérées suite a

I'ajout de I'antibiotique par rapport au témoin positif. Nous rappelons que cet effet anti-biofilm
recherché est évalué sur du biofilm déja formé depuis 24h. Afin d’étre plus représentatif,
toutes les expériences (hormis pour le témoin positif) ont été réalisées deux fois (série 1 et
série 2).

Le nombre de bactéries adhérées (B ou biomasse bactérienne fixée), exprimé en UFC/cm?,

est calculé de la fagon suivante :

B:L

V.F.S

N : nombre de colonies décomptées ; F : facteur de dilution (selon dilution a laquelle les bactéries sont comptées

sur gélose) ; V : volume ensemencé (0,5ml) ; S : surface du puits occupée par 2ml de milieu liquide (7,08 cm2)
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La souche n°33 de S. caprae, sensible a tous les antibiotiques testés, a été utilisée pour

vérifier 'effet anti-biofilm des différents antibiotiques. Cette expérience permet de valider la

méthode utilisée, connaissant notamment I'effet anti-biofilm de la rifampicine qui sert de

témoin.
La Figure 1

respectivem

8 montre une diminution moyenne de 2 logs, 1,8 logs, 2,4 logs et 2,6 logs

ent pour la clindamycine, la minocycline, I'ofloxacine et la rifampicine. Le nombre

de bactéries adhérées est exprimé en log décimal. Nous observons une diminution du

nombre de colonies adhérées suite a I'ajout des quatre antibiotiques dans des proportions

proches, avec un

préliminaire

effet qui semble un peu plus important pour la rifampicine. Ainsi, ce travail

nous autorise a utiliser ce modéle pour la suite de nos expériences.

7,00 -
~ 5,00 -
E
2
&)
5
% 3,00
=
1,00 ~
33T+ 33 CLI 33 MNO 33 OFX 33RA
Série 1 6,13 3,76 3,89 3,70 3,49
Série 2 4,51 4,72 3,72 3,61
CLI = clindamycine ; MNO = minocycline ; OFX = ofloxacine ; RA = rifampicine

Figure 18 : Effet anti-biofilm des antibiotiques sur la souche n°33 de S. caprae

Nous nous sommes concentrés sur la minocycline et 'avons testée sur les deux souches de

S. capitis (n
Figure 19

°1 et 17) et sur 'autre souche de S. caprae (n°36). Les résultats sont présentés
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L’effet antibiotique de la minocycline
sur la souche n°36 de S. caprae est
plus limité (diminution de 0,45 log).
Plusieurs explications peuvent étre
avancées : souche productrice de
plus de biofilm (8 log détectés pour le
biofilm témoin, versus 6 log dans le
cas du biofilm témoin de la souche
n°33), faible action de l'antibiotique
(reproductibilité des résultats entre

les deux séries d’essais).

L’effet antibiotique de la minocycline
sur les souches n°1 et 17 de S. capitis
est marqué avec une diminution
moyenne de 1,1 log et de 1,2 log
respectivement. Les valeurs des deux

séries sont quasiment identiques.

Figure 19 : Effet anti-biofilm de la minocycline (MNO) sur les souches de S. caprae et de S. capitis

Les valeurs du témoin positif représentent le nombre de bactéries adhérées sans ajout

d’antibiotique c’est-a-dire la capacité de la souche a s’organiser en biofiim. La méme

quantité bactérienne a été inoculée dans chaque puits et toutes les souches utilisées

correspondent a une pré-culture de 24h en avance. Les deux souches de S. capitis semblent

produire moins de biofilm que les souches de S. caprae. En effet les valeurs des témoins
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positifs sont plus élevées pour S. caprae que pour S. capitis pour des inocula de départs

proches (8,13 log et 6,13 log UFC/cm? versus 4,15 log et 4,23 log UFC/cm? respectivement).

6.3 Discussion

Les résultats de notre étude permettent de mettre en évidence :

- Une capacité plus faible de formation de biofilm des deux souches de S. capitis par
rapport a S. caprae. Dans le cas de S. capitis la quantité de bactéries présentes dans
le biofilm est de méme niveau que I'inoculum semblant démontrer une faible capacité
a adhérer et/ou a proliférer sous forme sessile. Des essais avec prolongation du
temps d’incubation devraient étre réalisés afin de confirmer ce point.

- Une capacité a former un biofilm importante pour les souches de S. caprae, avec
cependant des niveaux de colonisation différents entre les deux souches (6 et 8 log).

- Une activité plus faible des antibiotiques testés sur bactéries en biofilm par rapport
aux bactéries planctoniques. En effet, méme en traitant le biofilm par des
concentrations = 4 x CMI, on note une diminution du niveau de colonisation, mais la
bactéricidie ne correspond qu’a 99% (2 log) (souche de S. caprae n°33)

- Une activité anti-biofilm de la minocycline. Cette activité se révéle cependant variable
induisant une réduction de 90% (1 log) - 99% (2 log), voire seulement 0.45 log dans
le cas de la souche de S. caprae n° 36. Il est a noter que cette souche est celle qui
présentait la valeur de CMB la plus élevée (0,5 mg/L). Par opposition, la souche de
S. caprae n°33, présentait des valeurs de CMI/CMB tres basses (< 0,0625 mg/L), ce
qui pourrait expliquer la différence d’activité observée sur biofilm.

Nous avons montré une sensibilité importante a la tétracycline des souches de S.
lugdunensis, S. caprae et S. capitis isolées de préléevements ostéo-articulaires. La sensibilité
a la minocycline est d’autant plus grande que certaines souches classées intermédiaires ou
résistantes a la tétracycline étaient sensibles a la minocycline. L’effet anti-biofilm suggéré
dans cette étude représente un argument microbiologique important pour I'utilisation de cette
molécule dans le traitement des |IOA.

Les résultats de Molina-Manso et al. sur S. aureus et S. epidermidis confirment la perte
d’activité de différents antibiotiques vis-a-vis des bactéries en biofilm, avec des
concentrations bactéricides souvent non détectables (85). Ceci indique un point trés
important qui est 'absence d’éradication totale des cellules du biofilm et pourrait expliquer
les échecs thérapeutiques et les récidives. Cela repose lintérét des associations

d’antibiotiques dans le traitement des IOA.
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Tableau XVIII : Concentrations efficaces sur biofiim (CMEB) d’aprés (85)

S. aureus (17) S. epidermidis (15)
Antibiotiques % R % R
CMEB90 CMEB90
(Eucast) (Eucast)
Rifampicine > 64 16,7 > 64 6,3
Vancomycine > 1024 5,6 > 1024 0
Tigécycline 512 0 512 0
Clindamycine > 1024 11,1 > 1024 31,3
SXT > 1024 5,6 > 1024 37,5
Cirpofloxacine > 1024 66,7 > 1024 37,5
Cloxacilline > 1024 66,7 > 1024 62,5
Daptomycine > 1024 0 > 1024 0
Fosfomycine > 1024 5,6 > 1024 0

Notre expérience comporte néanmoins certaines limites. En effet, I'effet anti-biofilm in vitro
suggéré dans ce travail a été obtenu seulement dans une atmosphére aérobie avec une
concentration donnée d’antibiotique (quatre fois la CMI) et sur un biofilm constitué de 24 h.
De nombreux éléments influencent in vivo l'efficacité de I'antibiotique au niveau de l'os : sa
diffusion osseuse et donc sa concentration réelle au niveau du site infectieux, la présence
d’'un séquestre, la vascularisation, les conditions d’oxygénation locales plus ou moins aéro-
anaérobies ainsi que la concentration en calcium (86,87).

Le traitement des IOA repose souvent sur I'association de plusieurs molécules, nous n’avons
pas réalisé de manipulations en ce sens. Cependant, si I'on prend pour exemple la
minocycline et la rifampicine, ces deux molécules ont montré séparément un effet anti-biofilm
conséquent. Nous pourrions vérifier un éventuel effet cumulatif en ajoutant les deux
antibiotiques dans les méme puits réactionnels.

Les souches que nous avons utilisées ont été incriminées dans une IOA. Nous aurions pu
aussi effectuer en paralléle la méme manipulation avec des souches considérées comme
contaminants pour voir si I'on observe une différence d’efficacité. En effet, toutes les
souches au sein d'une méme espéce n'ont pas la méme aptitude a produire du biofilm.
Toutes les souches de S. caprae ne produisent pas de slime et quand elles en produisent, la
quantité est variable. De plus, cette capacité ne semble pas étre préférentielle des « souches
cliniqgues » isolées de prélevements humains ou des « souches environnementales » ou de
celles isolées chez I'animal (11). S. caprae, comme la majorité des SCN, posséde assez peu
de facteurs de virulence, cependant la capacité d’adhésion aux tissus et la possibilité de

former du biofilm sur de nombreuses surfaces inertes poussent a le considérer en pathologie
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humaine (11,66). Ces deux propriétés sont sous la gouvernance de plusieurs génes: le
gene altC code pour une autolysine qui permet de se lier a un support (fibronectine), et
'opéron ica est impliqué dans la formation du biofilm. Alors que pour S. epidermidis 'opéron
ica est plus représenté pour les souches isolées d'IOA ou de cathéters par rapport aux
souches isolées de la flore cutanée saine, pour S. caprae cet opéron est détecté dans tous
les isolats qu’ils soient d’origine humaine ou animale sans lien apparent avec la production
de biofilm (11,66,88). De plus, 'opéron ica de S. caprae contient des génes étroitement liés
(68% de similarité) avec ceux de S. aureus et S. epidermidis (icaA, icaB, icaC et icaD) (89).
Cette observation suggére que d’autres génes sont possiblement impliqués dans la genése
du biofilm ou que I'opéron ica est régulé (géne icaR) selon des conditions environnementales
spécifiques (température, concentration en nutriments...). La question de I'aptitude a former
du biofilm dans des proportions variables et donc de I'utilité de molécules anti-biofilm peut se
poser alors a toutes les espéces de SCN et S. aureus.

D’aprés nos résultats, S. capitis semble produire moins de biofilm ; ceci peut étre expliqué de
deux maniéres. En premier lieu et contrairement a S. epidermidis, la production de biofilm de
S. capitis nécessite des conditions expérimentales spécifiques (osmolarité augmentée).
Deuxiémement, la sous espéce urealyticus produit plus de biofilm que la sous espéce capitis
(15). La sous espéce urealyticus est aussi associée a un profil de résistance plus élevé ce
qui lui confére un avantage sélectif sur I'autre sous espéce.

La production de biofilm représente un facteur de virulence important. Bien que cette
production soit hétérogéne suivant les espéces et les conditions environnementales, elle est
associée a la persistance de colonies bactériennes, des infections récurrentes et une plus
grande résistance aux antibiotiques. L’activité anti-biofilm d'une molécule est donc
nécessaire dans le traitement des infections sur matériel étranger comme les 10A, et la
minocycline pourrait étre considérée comme un antibiotique potentiellement actif in vitro,

voire efficace in vivo lors d’associations.
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7 Conclusion

Les IOA sont des infections dont le diagnostic et le traitement peuvent s’avérer délicats,
notamment en présence de matériel. La prise en charge doit s’appuyer sur la coopération
entre plusieurs disciplines. Si la microbiologie revét une part importante dans le diagnostic, la
culture bactérienne et linterprétation des résultats peuvent étre difficiles, surtout lors
d’infections chroniques ou les bactéries tendent a modifier leur métabolisme et/ou
s’organiser sous forme de biofilm. La spectrométrie de masse MALDI-TOF représente un
apport important pour I'identification fiable et rapide des bactéries, notamment pour les SCN.
S. capitis, S. caprae et S. lugdunensis sont des micro-organismes a prendre en compte dans
les IOA et il serait peut étre utile de poursuivre notre étude sur plus long terme, en étendant
possiblement nos investigations a d’autres SCN. L’aptitude de ces staphylocoques a
s’organiser sous forme de biofilm complexifie la prise en charge anti-infectieuse des IOA sur
materiel prothétique. Il serait intéressant de réaliser des travaux supplémentaires concernant
lactivité anti-biofilm de la minocycline sur un plus grand nombre de souches, et sur
différentes espéces de staphylocoques. Aussi, une étude prospective sur I'évolution au long
cours des patients traités par minocycline, seule ou en association, nous apporterait d’autres
précisions quant a l'efficacité et la tolérance de cet antibiotique par rapport a d’autres

molécules utilisées.
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8 Annexes

Annexe 1 : Recommandations HAS (2014) pour le diagnostic et la prise en charge de

INFORMATION DU PATIENT

I'infection de PTH ou PTG dans le mois suivant I'implantation :

Mise en place de la prothése

’ > Incident cicatriciel
2> Abchs ~>» Réapparition ou aggravation de la douleur
> Fl locale post-opératoire
F ~» Dégradation de la récupération fonctionnelle
1 mois ‘ - Ecoulement purulent > +/- Signes généraux
‘ Infection évidente Suspicion d'infection
Urgence Urgence
Urge"ce thérapeutique diagnostique Urgence
(> Pas d'imagerie’ - CRP |
.\—) Pas de prélévement superficial )
Infection confirmée | Pas d'infection
Surveillance :
- clinique,
- CRP,
* +/- ponctions répétées.
~ .
Prise en charge médico-chirurgicale
X ~\ J
' Reprise chirurgicale (+) . Antibiothérapie

1|

| Mobilité ou Implants sans ciment

\

!

Bactérie identifiée J
1
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Annexe 2 : Exemple d’algorithme de décision pour la prise en charge aigue ou

chronique d’lOA sur prothése

selon Peel TN, Buising KL, Choong PFM. Diagnosis and management of prosthetic joint infection: Curr Opin
Infect Dis. 2012 :

‘ Clinical suspicion of early/haematogenous prosthetic joint infection

! : l
[ Clinical features of severe sepsis/septic shock J [ No clinical features of severe sepsis/septic shock ]
Resuscitation Baseline bloods (including FBE, CRP, ESR)
Blood cultures Blood cultures
Empiric broad-spectrum antibiotic therapy +/-Joint aspiration under aseptic conditions

(determined by local ecology)

v

[Consider urgent joint aspiration under aseptic conditions]

[

v

[ Plain radiography to assess for prosthesis loosening ]

v

Definitive surgical management
Obtain =5 intra-operative tissue specimens

FIGURE 1. Diagnostic algorithm for early/haematogenous prosthetic joint infection [7,18,19%,20]. CRP, C-reactive protein;
ESR, erythrocyte sedimantation rate ; FBE, full blood examination.

[ Clinical ion of delayed/late prosthetic joint inf ]

v v

[ Sinus tract communicating with prosthetic joint ]

No sinus tract

¥

Radiclogical studies including:
(a) Plain radiography
(b) Triple phase bone igraphy

[ Radiological studies i of inf ]

[Joint aspiration under aseptic conditions to examine
(a) Synovial leucocyte count and differential
(b) Microscopy and culture

[
v v

Either synovial fluid assessment or culture positive Synovial fluid ive of
and
* culture positive

or
(c) FDG-PET scan (if available)

}

| studies not ious of

Radial

- o~/

Repeat joint aspiration

4

[ Synovial fluid assessment and/or culture pesitive ]

Synovial fluid assessment not suggestive of infection
and A

culture negative
4’[ Likely prosthetic joint infection

A y
Definitive surgical management
Prosthetic joint infection less likely Obtain 25 intra-operative tissue specimens
Revaluate as clinically indicated

FIGURE 2. Diagnostic algorithm for delayed/late prosthetic joint infection [7,18,19%,20]. FDG, '®F-fluoro-deoxyglucose.
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Annexe 3: Protocole d’amplification par PCR et le séquengage du géne de ’ARN 16S
et exemple de dendrogramme:

Extraction roche / extraction mutanolysine
Volumes (uL) pour un échantillon : Taq polymérase DFS (0,06), amorces 889 (0,3), amorces
890 (0,3), Tp 10X (1,5), dNTp (2mM)(1,5), eau distillée (9,34), ADN (2)
Volume total = 15 L
La souche a analyser est appelée « QRY_LUD7_890 », elle se situe au méme
embranchement que S. caprae.

N
Seaview /home/flandrs/www/userbatch/qbppRXHQXF/1rootedset.ph Fri Mar 6 11:13:07 2015

0.02

Staphylococcus_aureus_subsp._anaerobius~v~TT~D83355

Staphylococcus_capitis_subsp._ capitis~v~TT~L37599
Staphylococcus_capitis_subsp._urealyticus~v~TT~AB009937
Staphylococcus_capitis_subsp._urealyticus~v~T~AB233325
Staphylococcus_capitis_subsp._capitis~v~T~AB626127

| Staphylococcus_caprae~v~T~AF041362

| Staphylococcus_caprae~v~T~Y 12593

QRY_LUD7_890_

Staphylococcus_petrasii_subsp._croceilyticus~v~T~AY953148
WOccusilu gdunensis~v~TT~AB009941
Staphylococcus_auricularis~v~TT~D83358
Staphylococcus_warneri~v~TT~L37603
Staphylococcus_sp.~?~T~GQ391990
1 Staphylococcus_sp.~?~T~GQ391993
Staphylococcus_warneri~v~T~KJ009517
Staphylococcus_pasteuri~v~TT~AB009944
Staphylococcus_pasteuri~v~T~AF041361
Staphylococcus_pettenkoferi~v~TT~AF322002
— Staphylococcus_hyicus~v~T~CP008747/1
—' Staphylococcus_hyicus~v~TT~D83368
Staphylococcus_hyicus~v~T~CP008747/2
Staphylococcus_schleiferi_subsp._schleiferi~v~TT~S83568
—moccus_chromo genes~v~TT~D83360
L] Staphylococcus_schleiferi_subsp._schleiferi~v~T~EU157299
Staphylococcus_aureus~v~TT~L36472/2
Staphylococcus_aureus~v~TT~L36472/1
M Staphylococcus_aureus_subsp._aureus~v~N~CP002643/1
—Staphylococcus haemolyticus~v~TT~X66100
Staphylococcus_haemolyticus~v~T~AB626124
Staphylococcus_hominis_subsp._hominis~v~TT~X66101
Staphylococcus_aureus~v~T~LN681573
Staphylococcus_haemolyticus~v~T~D83367 .
Staphylococcus_hominis_subsp._novobiosepticus~v~TT~AB233326
Staphylococcus_aureus_subsp._aureus~v~T~AB681291
Staphylococcus_simiae~v~TT~AY 727530
Staphylococcus_aureus~v~T~X68417
Staphylococcus_aureus_subsp._aureus~v~T~D83357
Staphylococcus_petrasii_subsp._petrasii~v~T~JX139845
Staphylococcus_caprae~v~TT~AB009935
Staphylococcus_aureus_subsp._aureus~v~T~HQ012011
_'_75taphylococcus ,_piscifermentans~v~T~AB009943
Staphylococcus_agnetis~v~TT~HM484980
Staphylococcus_epidermidis~v~T~LN681574
Staphylococcus_sp.~?~T~GQ391991
Staphylococcus_epidermidis~v~TT~D83363
Staphylococcus_saccharolyticus~v~TT~L37602
Staphylococcus_epidermidis~v~T~AB681292
Staphylococcus_sp.~?~T~GQ391961
Staphylococcus_sp.~?~T~GQ391992
Staphylococcus_sp.~?~T~GQ406605
— Staphylococcus_jettensis~v~TT~JN092118
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Annexe 4 : Composition du « bouillon biofilm » :

Acides aminés (Vitamin assay casamino acids, Difco®) 0,1 g/L
Extrait de levure (Difco®) 0,1 g/L

MgS0.,2H,0 (Sigma®Aldrich) 0,2 g/L

FeS0,,7H,0 (Sigma® Aldrich) 0,0005 g/L

Na,HPO, anhydre (Sigma® Aldrich) 1,25 g/L

KH,PO, (Sigma® Aldrich) 0,5 g/L

Lactose 0,025g/L
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S. capitis, S. caprae et S. lugdunensis : role dans les infections ostéo-articulaires et impact du

biofilm sur la sensibilité aux antibiotiques

Présentée et soutenue publiquement par : BERGON Ludovic
Directeur de thése : GRARE Marion, MCU-PH Bactériologie
CHU Toulouse Purpan, Batiment Pierre Paul Riquet, vendredi 15 avril 2016

RESUME
Les staphylocoques représentent une part importante des bactéries isolées lors d’infections ostéo-
articulaires (IOA). Cependant, les données de la littérature détaillent rarement I'épidémiologie des
différents staphylocoques a coagulase négative (SCN). Nous nous sommes intéressés aux IOA a S.
lugdunensis, S. caprae et S. capitis dans les services de Traumatologie et d’Orthopédie du CHU de
Toulouse durent les années 2013 et 2014. Toutes les souches ont été ré-identifiées par spectrometre
de masse MALDI-TOF avec une concordance de 96% vis-a-vis des méthodes biochimiques
d’identification. Un de ces 3 SCN a été isolé dans des prélévements ostéo-articulaires pour 68
patients et ces germes ont été considérés responsables d'IOA pour 35 patients. S. capitis représentait
'espéce la plus résistante aux antibiotiques. La majorité des IOA survenait chez des patients avec
présence de matériel prothétique. Par ailleurs, nous avons mis en évidence un effet anti-biofilm de la

minocycline vis a vis de souches de S. capitis et S. caprae.

S. capitis, S. caprae and S. lugdunensis : role in bone and joint infections and effect of the
biofilm on antibiotic susceptibility
Staphylococci represent an important part of bacteria isolated from bone and joint infections (BJIs).
However, few data in the literature described the epidemiology of the different coagulase-negative
staphylococci (CoNS) isolated in BJls. We focused our study on S. lugdunensis, S. caprae and S.
capitis implicated in BJls in Traumatology and Orthopaedics Department of the Toulouse University
Hospital, during the 2013-2014 period. All strains were re-identified by MALDI-TOF mass spectrometry
with 96% concordant identification compared to biochemical methods. One of these 3 CoNS was
isolated from BJls samples in 68 patients and these bacteria were considered responsible for BJl in 35
patients. S. capitis was the species who presented most frequently antibiotics resistance. Most of BJI
occurred in patients with prosthetic implant. Furthermore, we have demonstrated anti-biofilm effect of

minocycline for 4 S. capitis and S. caprae strains.
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