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Introduction

▪ Les IOA, en particulier les infections sur prothèse, sont souvent diagnostiquées
selon un faisceau d’arguments cliniques, d’imagerie, de marqueurs moléculaires,
histologiques et microbiologiques

Mais dans l’idéal, un ou plusieurs germes doivent être isolés

→ Confirme l’infection

→ Conditionne l’antibiothérapie

→ Intérêt pronostic

~2% des arthroplasties de hanche et de genou vont se compliquer d’infection (Kurtz
2012 J. Arthroplasty )



Introduction

Difficultés : Cas des infections retardées, avec des germes à croissance lente parfois
peu virulents et difficiles à identifier

▪ Biofilm 

▪ Germes qui ne poussent pas sur les milieux de culture usuels 

Ex : Mycoplasmes, Mycobactéries, Coxiella Burnetii etc

▪ Ou plus difficilement que d’autres bactéries 

Ex : Cutibacterium acnes, Finegoldia magna, Peptostreptococcus sp, fungi, Listeria 
monocytogenes etc

→Difficultés de traitement et d’identification

→Quelles techniques sont les plus efficaces aujourd’hui pour pallier ces difficultés?



Méthodes usuelles d’identification bactérienne

▪ Cultures :

▪ Dans l’idéal 4 prélèvements; en cas d’infection sur prothèse, le liquide articulaire
et des prélèvements à l’interface os/prothèse sont d’intérêt

▪ Mise en culture de milieux gélosés standard (gélose au sang, gélose chocolat) et
d’un milieu liquide anaérobie. Incubation longue 14 jours



▪ Certains centres utilisent la sonication. L’étude des liquides de sonication avait
montré une meilleure sensibilité que les cultures standard sans broyage
(Trampuz 2007).

▪ Hémocultures à réaliser en parallèle, en particulier en cas de signes généraux

Méthodes usuelles d’identification bactérienne

L’ensemencement de flacons d’hémoculture

après broyage (déstructuration du biofilm)

des prélèvements augmente la sensibilité

analytique



Méthodes usuelles d’identification bactérienne

▪ Cependant la sensibilité des cultures bactériennes reste imparfaite :

→10,7 % des cultures en cas d’infection de prothèse de hanche restent négatives dans la
zone CRIOGO avec le broyage pré-culture (Bemer & al, CRIOGO 2016)

→85% de ces infections à culture négative concernent les infections >3 mois (Malekzadeh 2010
Clin Orthop RR)

→Malgré la certitude d’une infection de prothèse articulaire sur des critères cliniques (fistule),
purulence du site péri-prothétique, critères anatomopathologiques ainsi que des signes
inflammatoires, on peut être parfois dans l’incapacité d’identifier le germe responsable de
l’infection :

- Décapitation préalable par une antibiothérapie

- Utilisation non optimale des méthodes microbiologiques disponibles

- Utilisation adéquate mais germes difficiles à isoler



▪ Bemer & al 2020 prospective multicentrique

▪ Ne teste que les IgG → Pas de datation d’infection; Pas utile en cas 
d’infection aiguë

▪ S.aureus, S.epidermidis, S.lugdunensis, S.agalactiae, C.acnes

▪ 16 antigènes recombinants sont greffés à la surface de microbilles en 
suspension qui sont mises en contact avec l’échantillon du patient 
dans un puits unique.

Test sérologique multiplex : BIJ InoPlex ® 
Diaxonhit



Test sérologique multiplex : BIJ InoPlex ® Diaxonhit

Bonne VPN. Intérêt en complément 

de la biologie moléculaire en cas de 

germes potentiellement 

contaminants?

Autres études  : 

Marmor et al. (Se 72.3% Spe

80.7%)

De Seynes et al. (Se 87.5% et 

Spe 93.5%) 



Techniques de biologie moléculaire : PCR 16S

▪ Amplification de l’ADN codant pour la
sous unité 16S de l’ARNr bactérien

▪ Gène « universel » codant la sous-
unité 16S de l’ARN ribosomal
bactérien (ARNr)

▪ Structure très conservée au cours de
l’evolution des bactéries



Techniques de biologie moléculaire : PCR 16S

AVANTAGES INCONVENIENTS

• Identification malgré une décapitation par un traitement 

antibiotique
• Sensibilité pas meilleure que celle de la culture

• Large spectre • Pas d'information sur les mécanismes de résistance

• Bonne valeur prédictive positive; meilleure spécificité 

que la culture

• Identification de germes contaminants ( contamination au moment du 

prélèvement / lors de l’analyse ) 

• Temps de disponibilité des résultats assez long

• Problème de l'ADN résiduel (infection antérieure / présence d’ADN dans les 

liquides de lavage etc)

• Pas de détection des champignons; mauvaise détection des mycobactéries



Bemer, Plouzeau et al. 10/2014 

Centre de Référence des Infections Ostéo-articulaires du Grand Ouest (CRIOGO) Study Team 

Etude prospective multicentrique; 

Prothèse de hanche

Réalisation sur 5 prélèvements

périprothétiques par patient;

broyage et ensemencement en

flacons et Schaedler

Pour illustrer : 



Bemer, Plouzeau et al. , CRIOGO, 10/2014 

Centre de Référence des Infections Ostéo-articulaires du Grand Ouest (CRIOGO) 

Study Team 

70%

Se 73.3% IC95%[66,7-79,2]

vs Se 89% pour la culture

Spe 95.5% IC95% [84.5-99.4%]

Peut aider si 

ATB mais 

manque de 

sensibilité



Bemer, Plouzeau et al. 10/2014 

Centre de Référence des Infections

Ostéo-articulaires du Grand Ouest

(CRIOGO) Study Team

→ Le plus souvent, identification d’un seul germe voire aucun

Dans les prélèvements 

plurimicrobiens :



Techniques de biologie moléculaire : PCR multiplex : 
exemple du kit mPCR Unyvero i60 ITI ®

Rev 5.0 05/2019 = Version du kit récente



Techniques de biologie moléculaire : PCR multiplex; 
exemple du kit mPCR Unyvero i60 ITI ®

▪ Etude prospective multicentrique CRIOGO (Malandain, Bemer &al)

▪ Version 1 du kit (52 pathogènes et 19 marqueurs de résistance)

▪ A partir des échantillons ayant servi à l’étude précédente sur la PCR 16S

115/145 (92%) des 

échantillons positifs en 

culture et negatifs en 

mPCR concernaient des 

germes inclus dans le 

panel de PCR

En lien avec un effet 

inoculum négatif



Techniques de biologie moléculaire : PCR multiplex 
: exemple du kit mPCR Unyvero i60 ITI ®

Taux de détection du gène mecA sur les souches 

connues meti-R en culture : 35% 

Taux de concordance avec la culture : 58% 

Taux de concordance avec la PCR 16S : 70%

→ Des discordances avec la culture

→ Des performances moyennes

→ Un gain de temps non négligeable vs culture 

(résultat en 5 heures)

→ Performances à réévaluer sur de nouvelles versions 

du kit

Malandain, Bemer &al



Techniques de biologie moléculaire : PCR multiplex : 
exemple du kit mPCR Unyvero i60 ITI ®

▪ Hischebeth 2016 : Cultures sur liquide
articulaire pré ou péri opératoires et fluides

de sonication des tissus mis en culture (y
compris flacons d'hémocultures) Cultures

14 jours au total

▪ Prospectif - 31 patients

▪ Se 66.7% Spe 100% VPP 100% VPN 
68.4%

Les autres études ont comme défaut de ne pas

broyer les prélèvements ni ensemencer de flacons

pour les cultures standard (Aamot, Sigmund 2018 &

2019, Borde, Villa, Suren...)



NGS (Next Generation Sequencing) :

▪ « Metagenomic shotgun »

▪ Métagénomique : caractériser les différents génomes présents dans un
échantillon

▪ Plusieurs milliers de brins d’ADN sont séquençables en même temps

▪ Préparation de librairie : prendre l’ADN, le casser aléatoirement en morceaux
d’environ 300 pdb (« shotgun »)



→On obtient une banque d’ADN matrice double brin;

cet ADN est ensuite dénaturé, et les simple brins

vont venir se fixer aléatoirement sur le « flow cell ».

“Illumina Sequencing by Synthesis” – Illumina – Youtube https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

Chaque morceau est marqué avec un adaptateur aux 

deux extrémités

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8


Les brins fixés au flow cell vont former des ponts en se liant aux adaptateurs

complémentaires du flow cell. On réalise alors une PCR « bridge » pour former des

clusters dans lesquels chaque brin est amplifié.

“Illumina Sequencing by Synthesis” – Illumina – Youtube https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8


Puis un séquençage par synthèse est réalisé : on ajoute à chaque cycle : amorce, ADN polymérase et les quatre 4 terminateurs réversibles marqués. Après

excitation par un laser, la fluorescence émise par chaque cluster est récupérée et la première base est lue. La lecture est effectuée à chaque position sur toutes

les séquences en parallèle.

Une plaque = des 

centaines de millions de 

clusters

“Illumina Sequencing by Synthesis” – Illumina – Youtube https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8


On obtient ainsi des lectures ou reads qui se chevauchent. Les programmes informatiques assemblent alors ces reads grâce

aux extrémités qui se chevauchent pour reconstruire la séquence d’ADN d’intérêt, d’abord sous forme de contigs, puis les

contigs sont reliés entre eux en comparaison à un génome de référence.

“Illumina Sequencing by Synthesis” – Illumina – Youtube https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8


NGS (Next Generation Sequencing) :

Thoendel et al 2018 : Identification of Prosthetic Joint Infection Pathogens Using a Shotgun 
Metagenomic Approach; Clinical Infectious Diseases 2018

→ De nombreuses infections à culture négatives sont désormais documentées; 

Cultures réalisées à partir des liquides de sonication 

(vortexage/sonication)



NGS (Next Generation Sequencing) :

Thoendel et al 2018 : Identification of Prosthetic Joint Infection Pathogens Using a Shotgun Metagenomics Approach; 
Mayo Clinic; Clinical Infectious Disease



▪ Namdari et al JSES 2018 :
Etude comparative NGS et
cultures dans le diagnostic des
infections de prothèse d’épaule

NGS (Next Generation Sequencing) :

Broyage des échantillons et milieu

de transport anaérobie

→ L’interprétation des résultats

du NGS semble plus difficile sur

les prélèvements d’épaule que

genou et hanche; Beaucoup de

discordances avec la culture, et

de flores polymorphes (Infection

à flore polymorphe? microbiote

articulaire? flore cutanée?)



Allison & al 2019 Journal of Shoulder and Elbow Surgery. NGS for diagnosis of infection : is

more sensitive really better?

= Etude prospective observationnelle; Première arthroplastie d’épaule; exclusion si ATCD d’infection ou de chirurgie de 

l’épaule ou traitement antibiotique dans les 60 jours

Pas de broyat pour les cultures

Beaucoup de cultures positives sur des prélèvements chez des patients non septiques; 

Autant avec le NGS → Toujours difficile de trancher entre processus infectieux et 

contamination



Conclusion

▪ Intérêt de la biologie moléculaire en cas de cultures stériles après une
antibiothérapie

▪ NGS : technique prometteuse

→ Meilleure sensibilité vs culture.

→ Permet de diagnostiquer les infections plurimicrobiennes + les mécanismes de
résistance rapidement

▪ Difficultés d’interprétation : infection vs contamination ?



Merci pour votre attention


