GUIDE
DES BONNES
PRATIQUES DU
CRIOGO

Chapitre 2
Microbiologie

a®

Argumentaire complet



MICROBIOLOGIE

INTRODUCTION
METHODE DE TRAVAIL

‘n 2019, les membres du groupe de Microbiologie du CRIOGO ont souhaité harmoniser et
andardiser leurs pratiques pour la prise en charge des prélévements préopératoires et péri-opératoires

n cas d'infections sur prothése ostéo-articulaire (IPOA). Outre les aspects diagnostic microbiologique,
quatre autres thématiques ont été abordés : prévention du risque infectieux, stratégies chirurgicales,
antibiothérapie probabiliste et antibiothérapie adaptée ainsi que le suivi d'une IPOA.

Le groupe « Diagnostic Microbiologique » a été constitué par I'ensemble des bactériologistes des
centres hospitaliers du CRIOGO (Rennes, Brest, Angers, Poitiers, Tours et Nantes) impliqués depuis 2008

dans le diagnostic au quotidien. Une dizaine de microbiologistes des six centres s'est chargée de rédiger
des questions fermées a partir des données de la littérature sur les themes suivants: ponction
préopératoire (intérét, impact sur la prise en charge, condition de réalisation), cytologie du liquide
articulaire, biopsie et analyse anapathologique, optimisation des prélévements (comment, combien,

avec quoi, nombre, broyage, sonication, etc...), milieux a privilégier, durée d'incubation, nombre
d’antibiogrammes a réaliser, techniques complémentaires moléculaires.

Au final, vingt-huit questions fermées ont été formulées et soumises a une cotatj
méthode Delphi en Juin 2021 auprés de 10 autres bactériologistes. Ces derniers ont voté

allant de o (pas du tout d’accord) a 10 (complétement d’accord). Un seul tour de cot
aupres des experts.

Les recommandations relatives au diagnostic des IPOA au sein du CRI ont présentées dans
le chapitre suivant. L'argumentaire scientifique a été rédigé a partir des données de la littérature
disponible au moment de la rédaction des recommandations (jusqu’en AoUt 2022).
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OBJECTIFS

Etablir une prise en charge harmonisée des infections sur matériel prothétique au sein
du CRIOGO au travers d'une trentaine de questions relatives au diagnostic
microbiologique de la culture a la biologie moléculaire.
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RECOMMANDATIONS

Dans le cadre de la prise en charge d'une suspicion d’infection de prothése

e Bai. En cas de suspicion d’infection de prothése, une ponction articulaire est
recommandée.

Cotation médiane 10

«En cas d’épanchement intra-articulaire ou d’abcés au contact du matériel ostéo-articulaire, il est
recommandé d’effectuer une ponction, éventuellement radioguidée (en respectant les conditions d’asepsie
chirurgicale) » (SPILF 2009 [1]). La ponction préopératoire est recommandée pour le diagnostic d'une
infection sur prothése ostéo-articulaire en complément de la clinique, la biologie et I'imagerie (Osmon et
al 2013 [2], Zmistowski et al 2014 [3], Tande et al 2014 [4]).

L’enjeu est de faire un diagnostic de I'lOAP avant la chirurgie. La ponction est donc « la pierre angulaire »
du diagnostic d'IPOA. Elle permet également I'établissement d’'un score diagnostique, associant des
critéres majeurs et mineurs (annexe 2, figure 1) (Parvizi et al 2018, [5], Shohat et al 2019 [6]).

e B2. En cas de sepsis avéré sur prothese, la ponction articulaire ne doit pas
retarder la prise en charge médico-chirurgicale.

Cotation médiane 10

Selon I'HAS, «lorsque le diagnostic est évident (signes cliniques locaux affirmant l'infection, cf.
recommandation 2), la ponction n’est pas indispensable sauf si un traitement antibiotique probabiliste
doit étre instauré en urgence (sepsis grave) avant I'intervention. » (HAS 2014 [7]).

Karczewski et al.se sont interrogés sur I'importance de la documentation bactériologique avant reprise
d’'une prothése suspecte d'étre infectée. En effet la détection pré-opératoire d'un germe n’est pas
toujours possible quand notamment le contexte clinique (choc septique, douleur intense...) ne permet
pas de différer la chirurgie. Les auteurs ont inclu des infections de PTH (49) et PTG (47) ayant bénéficié
d’une reprise en 2 temps. Ils comparent la survenue de rechutes a 2 ans entre les patients ayant eu une
documentation bactériologique pré-opératoire et ceux n’en ayant pas eu (48.9% PTH et 34% PTG). Les
auteurs concluent a I'absence de différence significative entre les 2 groupes. Néanmoins le taux de ré-
infection a 2 ans est plus bas dans le groupe ayant bénéficié de la mise en évidence d'un germe avant la
reprise chirurgicale (Karczewski et al 2018 [8]).

e B3 (anciennement B4). La ponction préopératoire doit étre réalisée dans des
conditions strictes d’asepsie chirurgicale (environnement maitrisé en bloc
opératoire ou salle de radiologie interventionnelle).

Cotation médiane 10

Les prélevements pré-opératoires (ponction de liquide articulaire ou d'une collection au contact du
matériel) doivent étre réalisés en respectant des conditions strictes d'asepsie chirurgicale (SPILF 2009 [1]
- Kuritzkes et al 2019 [9] — AHRQ 2014 [10]).

Selon la SFHH 2015, une augmentation de la concentration aérienne bactérienne dans un contexte de
chirurgie ouverte peut influencer la survenue d'infections du site opératoire. En revanche, il n’est pas
certain qu’en I'absence d'incision cette augmentation de bactéries dans I'air puisse augmenter le risque
infectieux (SFHH 2015 [11]).
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Humphreys et al.ont émis des recommandations concernant les MAI (Minimal access interventions /
minor surgical procedures) et considérent que les procédures chirurgicales mineures n’exigent pas un
traitement de I'air équivalent a celui d'un bloc opératoire (Humphreys et al [12]).

e B4 (anciennement Bg). Une ponction unique doit étre répartie entre un seul
flacon d'hémoculture anaérobie et un pot stérile.

Hughes et al [13] ont inclus 8os liquides articulaires dans une étude comparant I'ensemencement du
liquide articulaire sur gélose et dans un flacon d’hémoculture pédiatrique. La culture utilisant le flacon
d’hémoculture a permis la détection de plus de pathogénes que la culture sur gélose (62 versus 51) et
moins de contaminants (1 versus 11).

Selon I'expérience des experts des CRIOAC, un flacon anaérobie semble privilégier la croissance des
streptocoques et des anaérobies. Concernant la croissance de Cutibacterium acnes, seuls certains flacons
d’hémocultures détectent la croissance de C. acnes dans un délai de 14 jours avec des taux de détection
de I'ordre de 91 a 94% (Jeverica et al [14]). Les milieux liquides a base de thioglycolate (taux de détection
de 96%) et gélosés type schaedler (taux de détection de 99%) sont plus performants que les flacons
d’hémocultures et que la gélose au sang cuit (taux de détection de 74%) [14]. Ainsi on recommande de
répartir le liquide articulaire entre un pot stérile destiné a I'ensemencement des milieux conventionnels
et 1 flacon d’'hémoculture anaérobie de préférence.

e Bpg(anciennement B6). La cytologie du liquide articulaire est utile au
diagnostic d’'infection de prothese.

Devant une suspicion d'IPOA associée a une élévation de la CRP et/ou de la VS, il est recommandé de
réaliser un prélévement de liquide articulaire. Le résultat septique ou aseptique a une répercussion
directe sur la prise en charge du patient, chirurgicale ou médicale.

En ne considérant que les recommandations francaises, un taux de leucocytes >1 700/mm3 dont >65 %
de polynucléaires neutrophiles (PNN) est généralement trés évocateur d'une infection (HAS 2014 [7],
SPILF 2009 [1], REMIC 2018 [15]). De récentes recommandations européennes supportées par I'/ESCMID
(Signore 2019 [16]) affirment I'importance du compte des leucocytes du liquide articulaire et du
pourcentage de PNN pour le diagnostic des IPOA (niveau d'évidence 2). Les cut-off des leucocytes est
fixé a >3 ooo/mm3 et des PNN a >70%. L'International Consensus Meeting (ICM) 2018 (Shohat 2019 [6])
place la ponction articulaire au centre du diagnostic des infections chroniques, avec un certain nombre
de critéres dits “mineurs” dont le nombre de leucocytes et le pourcentage de PNN. L’'ensemble de ces
critéres participe al'élaboration d’'un score (Se : 97,7% et Sp : 99,5%). Les cut-off retenus sont : leucocytes
> 3 ooo/mm3 et PNN > 70%. D’autres seuils sont proposés pour les infections aigues: leucocytes >
10 ooo/mm3 et PNN > 90% (Shohat 2019 [6]). A noter que dans les ponctions traumatiques, il conviendrait
d’appliquer une correction en fonction de la numération formule sanguine (Zmistowski 2014 [3]). Enfin,
en cas de ponction séche, l'injection de sérum physiologique dans I'articulation perturbe les comptes de
leuco, et n'est donc pas recommandée (Signore 2019 [16], AbdelKarim 2019 [17], Gomez-Urena 2017

[18]).
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e B6 (anciennement B7). En complément de la ponction de liquide articulaire,
une (des) biopsie(s) percutanée(s) (ou tru-cut) est (sont) recommandée(s).

Selon I'HAS, la biopsie tissulaire (capsule, synoviale) au tru-cut, réalisée en complément de la ponction
articulaire, permet d’augmenter le rendement des prélevements (HAS 2014 [7]).

Si la biopsie semble s'imposer par sa capacité a identifier plus souvent un pathogéne, c’est au prix de
conditions difficilement réalisables en routine. En effet, il est admis que la biopsie n’est pas envisageable
dans tous les cas du fait de sa complexité et de ses modalités invasives. Il ne faut négliger ni son coGt ni
la possibilité d'effets secondaires graves : infections bactériennes, Iésions nerveuses et vasculaires et
lésions de la surface prothétique. Elle serait réservée aux cas oU la VS et/ou la CRP seraient positives avec
une aspiration de liquide articulaire non contributive ou seche (Zmistowski 2014 [3], Signore 2019 [16],
Ottink 2018 [19]).

e B7 (anciennement B8). Un prélevement a visée anatomopathologique peut étre
associé a la ponction pré-opératoire.

Il est difficile de conseiller ce type d'analyse car trés peu d'études et/ou de recommandations concernent
I'analyse anatomopathologique associée a la ponction pré-opératoire.

e B8 (anciennement Bg). Les écouvillons et prélevements sous-cutanés sont a
proscrire dans le cadre du diagnostic d’infection de prothése.

Les prélevements superficiels de plaies ou de fistule par écouvillonnage doivent étre proscrits, car le plus
souvent contaminés par la flore cutanée (REMIC 2018 [15]).

La culture de l'orifice de fistule par écouvillonnage a récemment été évaluée dans une étude prospective
portant sur 45 patients diagnostiqués avec une IPOA sur la base des criteres MSIS. La concordance entre
les cultures de fistule et de tissus peropératoires était de 53%, sans différence selon la localisation de la
prothése, nile type d'IPOA, aigue vs chronique. Le taux de concordance était plus élevé pour S. aureus que
pour d'autres bactéries de maniére non significative (Tétréault, 2013 [20]). De méme, les cultures
peropératoires obtenues par écouvillonnage sont moins exactes que les cultures de tissus. Une étude
prospective récente de 117 patients subissant une arthroplastie de révision a comparé le rendement des
cultures d’écouvillons peropératoires et des cultures de tissus prélevés aux mémes endroits, et a montré
une sensibilité et une spécificité plus faibles des cultures d'écouvillonnages (Aggarwal et al, 2013 [21]).

e Bg (anciennement B3). Les cultures de prélévements per-opératoires ne sont
pas impactées par I'administration d’une antibioprophylaxie.

La prophylaxie avant l'incision est considérée comme le progrés majeur qui a conduit a réduire
grandement les infections dans les arthroplasties.

En 2017, Wouthuyzen a évalué dans une étude rétrospective avant-aprées, que lors de révisions de PTG le
taux d'infections post-opératoires était de 6,4% en |'absence de prophylaxie pré-opératoire vs 1,6% avec
une antibioprophylaxie bien conduite [22]. Une méta-analyse de 2017 a montré que le rendement de la
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culture des prélévements per-opératoires n’était diminué que de 7% en cas d'antibioprophylaxie si I'on
considérait I'ensemble des infections, et seulement de 3% (diminution non significative) quand I'analyse
n’'était restreinte qu’aux seules infections chroniques. La conclusion de I'étude était que la protection du
nouvel implant est primordiale et que la perte de rentabilité est ici secondaire [23]. En 2016, Bedencic a
mené une étude prospective sur 40 patients avec descellement [24]. Une dose unique d’antibiotique
n’altérait pas les résultats des cultures per-opératoires [24].

L’administration d'une antibioprophylaxie est recommandée en routine, méme en I'absence de
documentation microbiologique préalable (Arvieux 2019 [25], Pérez-Prieto 2016 [26], Tétréault 2014
[27], Wouthuyzen 2017 [23]).

e Bi1o En per-opératoire, il est recommandé d'effectuer 4 prélévements a visée
microbiologique.

Les recommandations frangaises préconisaient d ‘effectuer Yau moins” 5 prélevements en des sites
anatomiques différents. L'évolution des techniques de broyage et des milieux de culture permet
d’obtenir des cultures positives avec moins d'échantillons, notamment dans le diagnostic des IPOA
(SPILF 2009 [1], REMIC 2018 [15]). L'étude rétrospective monocentrique de Kheir en 2018 montre que le
nombre minimal de prélévements pour obtenir 2 cultures positives est de 4, et que c’est avec 5
prélévements que I'on obtient le plus de cultures positives (Kheir et al, 2018 [28]).

L'étude prospective multicentrique réalisée parle CRIOGO permet de réduire le nombre de prélévements
de 5 a 4 grace a |'vtilisation d'un broyage automatisé et de flacons d’hémocultures (Bémer et al, 2016

[29]).

Enfin, I'étude récente de la Mayo Clinic propose pour le diagnostic d'IPOA de réaliser soit 3 prélévements
périprothétiques s'ils sont ensemencés dans un flacon d’'hémoculture, soit 4 prélévements s'ils sont mis
en culture sur des géloses standard et des milieux de culture liquides. Cette 2°™ étude montre que la
réalisation de 5 prélevements ou plus ne permet pas d’augmenter la précision diagnostique (Peel et al,

2017 [30]).

e Bai11 Les prélévements a privilégier sont ceux au contact du matériel ainsi que
le liquide articulaire.

De nombreuses études cliniques, revues de la littérature ou conférences de consensus recommandent la
réalisation de prélévements péri prothétiques pré- ou peropératoires (SPILF 2009 [1], Osmon et al [2],
Tande et al [4], REMIC 2018 [15]).

L'étude de Bjerkan réalisée en 2012 montre que les biopsies de la membrane d‘interface présentent un
taux de cultures positives plus important avec un inoculum plus élevé que les préléevements de capsule
articulaire ou de liquide synovial (Bjerkan et al, 2012 [31]).

Dans I'étude réalisée par le CRIOGO, les cultures des prélévements au contact du matériel et des liquides
articulaires étaient plus souvent positives que les prélevements osseux (Bémer et al, 2016 [29]). Les
prélévements peuvent également inclure des biopsies synoviales, sous aponévrotiques et capsulaires en
fonction de I'aspect peropératoire évocateur de sepsis constaté par le chirurgien.
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e B12 En cas de suspicion d’infection de prothése chronique, il est recommandé
d'effectuer un prélevement a visée anatomopathologique.

L'analyse histologique fait partie des recommandations des sociétés savantes (SPILF 2009 [1], IDSA 2013
[2]) jusqu’a s'intégrer comme critére mineur dans un nouveau score d'infection élaboré par le MSIS
(Muskuloskeletal Infection Society) (Parvizi et al, 2018 [5]) et le Consensus International sur les Infections
Orthopédiques en 2019 (Shohat et al, 2019 [6] (cf annexe 2, figure 1). Outre I'apport diagnostique pour
I'lPOA a germes banals, I'histologie permet d’orienter le diagnostic vers une infection @ mycobactérie ou
fongique.

Le score de PNN le plus souvent retenu est de 5 a 10 polynucléaires par champ dans 5 champs ou plus
(Shohat et al, 2019 [6]) (Zmistowski et al, 2014 [3]). Considérant ce score trop fastidieux a atteindre, un
nouveau seuil de 23 PNN dans un maximum de 10 champs est proposé, parvenant a la méme précision
diagnostique dans un temps plus court (Morawietz et al, 2009 [32]). Le travail prospectif et
multicentrique mené au sein du CRIOGO a permis de valider ce seuil de 23 PNN avec une sensibilité de
82% et une spécificité de go% [Bémer et al, 2018 [33]).

Plus récemment, des techniques dimmunohistochimie et d’histochimie ont semblé séduisantes,
permettant d’abaisser le seuil de détection des PNN (Bori et al, 2018 [34]).

e Bi3 Le préléevement a visée anatomopathologique doit étre effectué sur la
membrane d'interface périprothétique.

La précision concernant le type de tissu prélevé a progressé au cours du temps. La SPILF en 2009
recommandait I'analyse du tissu osseux ou de la synoviale (SPILF 2009 [1]). Les différentes études ont
ensuite privilégié la membrane d'interface péri prothétique entre la protheése et |'os adjacent ou la
pseudocapsule articulaire (Morawietz et al, 2009 [32], Bori et al, 2011 [34]).

e Bai4 Le broyage automatisé des prélévements est fortement recommandé.

Les prélévements solides (fragments d’os, de tissus) doivent étre broyés afin de libérer les bactéries du
biofilm, en proscrivant I'usage du mortier et du pilon (REMIC 2018 [15], Bémer et al 2016 [29]).

e BaigLasonication du matériel n'est pas recommandée.

La sonication sur matériel a été rapportée initialement par Trampuz et al 2007 [36]. L'intérét était
souligné sur matériel prothétique mais cette technique n’a jamais été compareée a une culture optimisée
avec broyage et utilisation de flacon d’hémoculture (Roux et al 2011 [37], Bémer et al 2014 [38]), BéEmer
et al 2016 [29]). Récemment, la culture des prélevements peropératoires tissulaires a été montrée plus
sensible et peut étre plus spécifique que la sonication pour le diagnostic des infections sur matériel
orthopédique (Vasoo et al 2018 [39]). Dans certains cas, I'équipe de Patel de la Mayo clinique a rapporté
que la culture tissulaire en flacon d’hémoculture atteint une sensibilité similaire a celle de la culture de
fluide apres sonication de la prothése (Yan et al 2018 [40]) .
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En revanche dans quelques cas (antibiotiques, micro-organismes de croissance délicate) les deux tests
combinés présenteraient la sensibilité la plus élevée sans compromettre la spécificité (Yan et al 2018
[40]). Elle peut revétir éventuellement un intérét parfois si elle est combinée avec une PCR multiplexe
dans les cas complexes (Liu et al, PloS One 2018 [41]).

En définitive, la sonication n’apparait pas impérative si la culture est bien conduite et optimisée.

e Bai16 Larecherche de bactéries a I’'examen direct par la coloration de Gram n’est
pas utile.

Sur le liquide articulaire préopératoire, I'examen bactériologique direct aprés coloration de Gram d'une
pastille de cytocentrifugation peut permettre de visualiser les bactéries (SPILF 2009 [1]).

Sur les prélevements per-opératoires : L'examen direct d'un frottis des broyats doit a la fois rechercher
la présence de polynucléaires neutrophiles et la présence de bactéries (coloration de Gram).

La sensibilité de I'examen bactériologique direct est faible (6 %) alors que la spécificité est proche de 100
% (Atkins et al 1998 [42], REMIC 2018 [15]).

La faible sensibilité de la coloration de Gram, malgré sa trés bonne spécificité, ne permet pas de
recommander la coloration de Gram en routine sur les prélévements tissulaires.

e Bi7 Pourla mise en culture des préléevements, les milieux a privilégier au
minimum sont: une gélose chocolat, un milieu anaérobie (liquide ou solide),
ainsi qu’un flacon d’hémoculture anaérobie.

Compte tenu de I'épidémiologie bactérienne des I0A, il convient d’ensemencer au minimum : une gélose
chocolat incubée sous CO2, un milieu pour bactéries anaérobies, qu’il soit liquide ou solide, et un flacon
d’hémoculture de préférence anaérobie, doivent étre ensemencés (Bémer et al 2016 [29]).

e Bi8 L'ensemencement des prélévements peropératoires dans un flacon
d’hémoculture permet d’améliorer le diagnostic microbiologique.

L’ensemencement d’un flacon d’hémoculture permet d’améliorer le diagnostic microbiologique (REMIC
2018 [15], Font-Vizcarra et al 2010 [43]). Dans une étude prospective, le pourcentage d'échantillons
positifs avec des flacons d’hémoculture pour les germes aérobies était de 83% versus 70% environ pour
les milieux gélosés (Bémer et al 2016 [29]). La combinaison de 3 milieux de culture permettait d'obtenir
une bonne sensibilité. La meilleure sensibilité était obtenue avec la combinaison flacon d’hémoculture,
gélose chocolat et milieu liquide ou solide les anaérobies (Bémer et al 2016 [29]). Dans d'autres études,
si la sensibilité de la culture n’était pas significativement différente entre le flacon d’'hémoculture et les
cultures standard, en revanche, le nombre de germes isolés était significativement plus élevé (van der
Bijllaardt et al 2019 [44]).

Les flacons anaérobies ne doivent pas contenir de résine pour la croissance optimale de Cutibacterivm
acnes : flacons Lytic sur BACTEC (Becton Dickinson) et SN sur BacT/ALERT (BioMérieux).
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e Big Le délaid’incubation des cultures sur milieu solide est de 7 jours.

Les broyats doivent étre ensemencés sur des milieux riches incubés a 37°C dans des atmosphéres variées
et I'incubation prolongée au minimum 14 jours (REMIC 2018 [15]). Une culture positive précoce en milieu
solide ne dispense pas des lectures suivantes et d'une incubation compléte jusqu’a 7 jours.

Au cours de I'étude prospective réalisée au le CRIOGO les données obtenues ont montré que 96,7% et
98,9% des diagnostics étaient réalisés respectivement aprés un délai de 5 et 7 jours (Deroche et al, 2019
[45]). Le CRIOGO recommande donc de conserver les milieux solides 7 jours.

e B2o Le délai d’incubation des cultures sur milieu liquide est de 10 jours.

L'incubation des milieux, y compris liquides était recommandée jusqu’a 14 jours (REMIC 2018 [15]). Des
flacons d’hémoculture peuvent étre utilisés. Leur incubation doit étre prolongée jusqu’a 14 jours dans un
automate (REMIC 2018 [15]).

D’apreés |'étude prospective du CRIOGO, la diminution du délai d’incubation de 14 a 10 jours est possible
(Bémer et al, 2016 [29]). En effet, 1,1% seulement des infections ont été diagnostiquées par un flacon
d’hémoculture au-dela des 7 jours d’incubation, et 1 cas aprés 10 jours.

Il est donc probable que le délai d’incubation recommandé soit prochainement diminué, accompagnant
I'efficience améliorée des flacons d’hémoculture (Signore A, 2019 [16]).

Pour C. acnes, (isolé notamment d’infections périprothétiques d'épaule) un délai de 10 jours a été jugé
suffisant pour faire le diagnostic d'infection (Ellsworth et al. 2019 [46]), sans observer de diminution
notable de la sensibilité de la technique (Bossard et al. 2016 [47]). Certains auteurs affirment méme
qu’entre 10 et 14 j, le risque de détecter des contaminants augmente (Bossard et al. 2016 [47] ; Butler-
Wou et al. 2011 [48]).

e B21 L'identification par MALDI-TOF et I’antibiogramme doivent étre réalisés
sur les différents morphotypes de colonies.

Une identification et un antibiogramme doivent étre réalisés sur tous les aspects de colonies isolées.

e B22 Un seul antibiogramme est réalisé pour les micro-organismes pathogénes
stricts.

Un seul antibiogramme sera réalisé en présence d’une bactérie n’appartenant pas a la flore cutanée (S.
aureus, entérobactérales, Pseudomonas aeruginosa,...), ou d'une bactérie rarement isolée dans les
infections de prothése ostéo-articulaires (Streptococcus pneumoniae, Salmonella spp, Listeria
monocytogenes, Campylobacter spp, Pasteurella spp...), bactéries pour lesquelles la question d'une
contamination ne se pose pas, ou encore quand les colonies présentent un morphotype identique (REMIC
2018 [15], SPILF 2009 [1], Osmon et al, 2013 [2]).
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e B23 Au moins deux antibiogrammes sont réalisés pour les micro-organismes de
la flore cutanée.

Une identification et un antibiogramme doivent étre réalisés sur tous les aspects de colonies isolées
(morphotypes), méme pour une méme espéce bactérienne. Un minimum d’au moins deux
antibiogrammes sera réalisé a partir de 2 prélevements différents.

e B24 La culture des liquides de redon n’est pas recommandée.

La culture des liquides de redon n’est pas recommandée.

e B2glLabiologie moléculaire doit étre utilisée en cas de forte suspicion d'IPOA
lorsque les résultats des cultures sont négatifs.

Les performances des techniques de biologie moléculaire sont tres variables selon les techniques
utilisées, le type de patientsinclus et les prélevements traités. La littérature montre en général une bonne
spécificité. Un gain de sensibilité par rapport a la culture est retrouvé principalement pour les patients
traités (Bémer et al 2014 [38], Zmistowski B et al, 2014 [3], Hartley et al 2014 [49], Morgenstern et al 2018
[50]). Seules les PCR rapides automatisées permettant la recherche des génes de résistance a la
méticilline des Staphylocoques peuvent étre réalisée au moment du prélévement car elles sont utilisées
pour I'adaptation du traitement probabiliste (HAS 2014 [7]).

Les méthodes de biologie moléculaire peuvent donc compléter les techniques conventionnelles de
culture sans jamais se substituer a elles. Le recours a ces techniques est a envisager surtout si on a une
forte suspicion clinique avec antibiothérapie préalable, ou pour rechercher des germes rares qui ne
poussent pas en culture classique (Mycoplasma, Trophyrema whippleii, Coxiella burnetii...): Elles
présentent une sensibilité imparfaite et seul un résultat positif est donc réellement contributif. Elles
restent pour l'instant disponibles dans les laboratoires spécialisés et il revient au biologiste, aprés
discussion avec le clinicien, de décider si une telle analyse peut apporter un bénéfice par rapport aux
approches classiques en culture (REMIC 2018 [15], HAS 2014 [7]).

e B26 Les techniques moléculaires comprennent les PCR spécifiques a la
recherche de germes précis (S. aureus...) et la PCR-séquencage de '’ARN16S.

Les techniques moléculaires a privilégier pour le diagnostic des infections a cultures négatives sont des
PCR spécifiques a la recherche de germes précis surtout pour un patient ayant requ des antibiotiques (S.
aureus, staphylocoques a coagulase négative, C. acnes), ou de germes rares et/ou intracellulaires selon le
contexte (C. burnetii, T. whipplei, Mycoplasma...) (Hartley et al 2014 [49]). Lévy et al 2012 [51].

La PCR 16S a été évaluée sur une série de prés de 300 protheses au sein du CRIOGO (Bémer et al 2014

[38]). C'est une PCR a spectre large mais avec une sensibilité limitée. Elle peut étre utile chez les patients
ayant recu des antibiotiques. En raison de sa faible sensibilité et du risque de contamination inhérent a
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la technique, les résultats des PCR 16S doivent étre interprétés a la lumiére des autres aspects cliniques
et microbiologiques (Plouzeau et al 2015 [52]).

Les PCR multiplexées proposant I'identification et la détection de génes de résistance présentent des
sensibilités variables, parfois insuffisantes (Malandain et al 2018 [53]). Les panels proposés sont parfois
incomplets (pas de C. acnes ou de corynébactéries) et leur colt est trés important (>100 euros par
prélévement).

Certaines équipes commencent a étudier les approches de métagénomique en séquencage haut débit
(NGS) pour les infections ostéoarticulaires (Thoendel et al 2018 [54]). Il n'y a pas d’application en routine
de ces techniques a ce jour.

e B27 Les prélevements doivent étre conservés jusqu’a 3 mois apreés le rendu des
résultats.

Une partie du prélévement doit étre conservée par congélation (a -80°C ou a défaut a — 20°c) au moins
jusqu’au rendu définitif du résultat, idéalement 2 a 4 mois aprés ce rendu. Ce délai laisse la possibilité de
recherches complémentaires (recherche de mycobactéries, champignons, techniques de biologie
moléculaires) aprés discussion multidisciplinaire, les prélévements n’étant pas renouvelables.

e B28 Les souches bactériennes doivent étre conservées jusqu’a 3 ans apreés le
rendu des résultats.

La conservation des souches d'lOAP pendant 3 ans permet de réaliser a distance des antibiogrammes
complémentaires avec de nouvelles molécules ainsi que des techniques de typages des différentes
souches en cas de reprise ou récidive. Les souches doivent plutot étre congelées que conservées dans des
tubes gélosés.
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