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Introduction

Le diabéte constitue un probléme de santé publique majeur. C’est un probléme a la fois
médical et social qui représente la troisieme cause de mortalité et de morbidité dans le monde.
Au cours des dernieres decennies, le nombre de cas de diabéte a 1’échelle mondiale a
augmenté de fagon constante. La prévalence mondiale du diabéte a presque doublé depuis
1980, passant de 4,7% a 8,5 % chez la population adulte.

D’apres le rapport d’Avril 2016 de I’OMS, on estime que 422 millions d’adultes vivaient avec
le diabete en 2014, comparé a 108 millions en 1980.

Les complications au niveau des membres inférieurs figurent parmi les plus fréquentes et les
plus redoutées chez les patients diabétiques. En effet les ulcéres du pied de diabétique (UDP)
sont la principale cause d’hospitalisation des patients diabétiques et représentent une des
principales causes d’amputation. Les risques d’hospitalisation et d’amputation sont 56 et 155
fois plus élevés chez les diabétiques qui ont une plaie par rapport a ceux qui n’en ont pas (1).
Une prise en charge multidisciplinaire des lésions du pied chez le patient diabétique est
indispensable. En effet, une bonne coordination entre les différents intervenants impliqués
(diabétologues, infectiologues, microbiologistes, radiologues, chirurgiens vasculaires et
orthopédistes, rééducateurs , podo-orthopédistes et infirmiers) est primordiale (2).
L utilisation de criteres cliniques permettant de mettre en évidence la sévérité des infections
des plaies du pied, ’optimisation des protocoles de prélevement et la mise en place de
nouvelles techniques rapides de biologie moléculaire détectant les microorganismes impliqués
ainsi que leurs genes de résistance (et de virulence) ont pour but d’établir un diagnostic
précoce permettant la mise en place d’un traitement efficace.

L’UNYVERO® ITI technology (Curetis) est un systéme totalement automatisé et intégré
permettant I’identification bactérienne et la détection des principaux marqueurs de résistance
en moins de 5 heures directement a partir de 1’échantillon biologique. Ce systéme innovant a
éteé testé au CHU de Nimes dans le cadre du diagnostic d’infections du pied chez le patient
diabétique (IPD) en particulier dans le diagnostic des ostéites.

L’objectif de ce travail était d’évaluer la faisabilité, les performances de cet outil innovant
ainsi que la concordance des résultats obtenus par cette technique de biologie moléculaire et
les cultures bactériennes classiques, dans le diagnostic des IPD.

Apres quelques rappels sur le diabéte et ses complications, les différentes techniques
développées afin de faciliter le diagnostic des infections au niveau des UPD seront détaillées.

La deuxiéme partie de ce travail présentera les résultats obtenus par le systéme Unyvero® ITI



technology en comparaison aux résultats des cultures bactériennes classiques dans le
diagnostic des IPD.



Partie |I: Revue de la littérature



1. Le diabete sucré
1.1 Définition

Le diabete sucré est défini comme un groupe d’affections métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique liée soit a une déficience de la sécrétion d’insuline soit a une
insulinorésistance ou a ces deux anomalies associées (3). L’insuline est une hormone sécrétée
par le pancréas indispensable a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules.
L’hyperglycémie chronique conduit avec le temps a des atteintes graves de nombreux
systémes organiques et plus particulierement des nerfs et des vaisseaux sanguins (4).

Les critéres diagnostiques du diabete ont été modifies a plusieurs reprises par les groupes
d’expert. La derniére révision a ¢été présentée par un groupe international d’experts a
I’initiative de 1I’« American Diabetes Association » (ADA) en 1997, celle-ci a été reprise en
1999 par I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS). A I’heure actuelle, un consensus

international permet de définir uniformément les anomalies de la tolérance glucidique.

1.2 Classification

Les difféerentes classes étiologiques de diabétes sucrés proposés par I’ADA et I’OMS
comprennent le diabéte de type 1, le diabete de type 2, le diabéte gestationnel et les autres
types de diabetes sucrés (4).

Le diabéte de type 1 touche environ 6% des cas de diabéte traités. Il est caractérisé par une
destruction des Tlots béta de Langherans du pancréas aboutissant a une carence absolue en
insuline. 1l est divisé en deux sous types :

(i) Le diabéte de type 1 auto immun : il apparait généralement de maniére brutale chez
I’enfant ou le jeune adulte. La destruction des cellules B par un processus auto-immun est
authentifiée par la présence d’anticorps anti-cellules d’ilots, anti-insuline, anti-glutamate
décarboxylase (GAD), anti-tyrosine phosphatase 1A-2 et 1A-2b. Cette destruction des cellules
béta peut étre rapide (enfants et adolescents) ou plus lente (adultes). D’autres affections auto-
immunes peuvent étre associées.

(ii) le diabete de type 1 idiopathique : c’est une forme a forte composante héréditaire.
Il concerne une minorité de personnes ; il est plus fréquent chez les sujets d’origine africaine
ou asiatique.

Le diabéte de type 2 représente 90% des diabetes rencontrés dans le monde. Sa
symptomatologie est souvent moins bruyante que dans le diabéete de type 1. Il est en grande

partie le résultat d’une surcharge pondérale et de la seédentarité et se caractérise par la



découverte fortuite d’une hyperglycémie chez 1’adulte en surpoids. Il se présente sous forme
d’une insulinorésistance hépatique et périphérique, associée a une insulinopénie relative et
progressive. La persistance d'une insulinosécrétion endogéne a conduit a 1’appeler diabéte
«non insulinodépendant » car I'insulinothérapie n'est pas indispensable a la survie du patient,

du moins au début de la maladie.

Le diabéte gestationnel correspond aux troubles de la tolérance glucidique, de séverité
variable, débutant ou diagnostiqué pendant la grossesse quel que soit le traitement et

I’évolution dans le post-partum.

D’autres formes de diabetes existent et sont souvent liées soit a des déefauts genétiques de la

fonction de la cellule béta, soit a des défauts génétiques de 1’action de I’insuline.

1.3 Criteres diagnostiques du diabéte sucré

Une glycorégulation normale se définit par :

1. une glycémie a jeun < 1,10 g/l
et
2. une glycémie 2 h apreés une charge de 75 g de glucose lors d’une hyperglycémie

provoquée par voie orale (HGPO) < 1,40 g/l

Selon les critéres proposés en 2006 par 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), le

diagnostic de diabéte est retenu devant :

3. des symptomes de diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement inexpliqué,
somnolence voire coma) et une glycémie > 2,00 g/L (11,1 mmol/L) a n’importe quel
moment de la journée

ou

4. une glycémie a jeun > 1,26 g/L (7,00 mmol/L) verifiée a deux reprises

ou

5. une glycémie 2 h aprés une charge en glucose (HGPO 75 g) > 2,00 ¢g/L (11,1 mmol/L)
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En cas de discordance des deux mesures préconisées pour le diagnostic positif de diabéte,
une surveillance est généralement conseillée avec contrdles glycémiques périodiques, a
fortiori en présence de facteurs favorisants (histoire familiale de diabéete, age, obésité,
maladies associées).

Ces critéres diagnostiques permettent non seulement de définir le diabete sucré mais aussi
le prédiabete ou intolérance au glucose. L’hyperglycémie est modérée, n’atteignant pas le
seuil diagnostic de diabete, elle est cependant associée a une augmentation du risque de

progression vers le diabete de type 2. 1l est défini par :

6. une hyperglycémie modérée a jeun (HMJ) entre 1,10 g/l (6,1mmol/l) et 1,25¢/I (6,9
mmol/l) apres un jedne de 8 heures et veérifiée a deux reprises.
et /ou
7. une intolérance au glucose (ITG) : glycémie comprise entre 1,4g/l (7,8mmol/l) et 1,99

g/l (11,0mmol/l) 2 heures aprés une charge orale de 75¢g de glucose.

Les sujets présentant une ITG ou une HMJ sont considérés comme ayant une augmentation
du risque de progression vers le diabéte. Ces deux catégories de patients ont une
glycorégulation qualifiée de « glycorégulation anormale » (5).

Différents biomarqueurs sont utilisés pour définir le diabete incluant la glycémie a jeun, le

test de tolérance au glucose et plus récemment, I’HbAlc (3)(6).

1.4 Complications du diabéte sucré

Les complications du diabéte de type 2 touchent environ 70% des patients et sont la
conséquence directe de I’hyperglycémie chronique. Les complications chroniques du diabete
sont nombreuses, elles sont classiqguement divisées en deux catégories : les complications
microangiopathiques et les  complications  macroangiopathiques  (Figurel)(7).
L’hyperglycémie chronique est responsable de perturbations précoces de la circulation avec
sur le plan fonctionnel : une augmentation du debit, de la pression et de la perméabilité
capillaire, une perte de I’autorégulation hémodynamique avec vasoplégie artériolaire d’amont,
une tendance thrombogéne avec notamment une augmentation du facteur de Willebrand
synthétisé par les cellules endothéliales et une augmentation de la viscosité sanguine. Par
conséquent, le risque d'obstruction de micro-vaisseaux (localisés au niveau de 1’ceil, du
rein...) et de macro-vaisseaux sanguins (localis€s au niveau du cceur, du cerveau, des

membres inférieurs...) est augmenté.
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mﬂ‘ Prévalence 2007 de confiance a 95% sur 2,2 millions*
Cardiovasculaires
Angor ou infarctus du myocarde** 16,7 [15,5-18,0] 367 000
Revascularisation coronaire** 13,9 [12,8-15,0] 306 000
Insuffisance cardiaque*** 6,3 [5.2-74] 139000
Accident vasculaire cérébral*** 5,0 [4,0-59] 110000
Ophtalmologiques
Perte de la vue d'un ceil** 39 [3,3-4,6) 86 000
Traitement ophtalmologique par laser** 16,6 [154-179] 365 000
Podologiques
Mal perforant plantaire** 99 [89-10,9] 218000
Amputation** 1.5 [1,1-1,8] 33000
Rénales
Dialyse ou greffe** 03 [0,1-04] 9000

* Sur la base de 2,4 millions de personnes diabétiques traitées en métropole (1), il a été estimé que 91,9%, soit 2,2 mill
type 2 selon les données d'Entred 2007.

** Données pondérées issues de I'auto-questionnaire postal.

*** Données pondérées issues du questionnaire médecin-soignant.

Tableau 1. Prévalence des complications du diabete de type 2 et nombre de personnes diabétiques atteintes par ces

complications en France métropolitaine d’aprés I’étude Entred 2007 (n = 3894) (7)

La microangiopathie regroupe I’ensemble des complications responsables de 1’atteinte des

petits vaisseaux (capillaires artérioles). Elles comprennent :

la rétinopathie diabétique : Elle se caractérise par une atteinte privilégiée des
vaisseaux capillaires rétiniens, par épaississement de la membrane basale entrainant
une fragilisation et une dilatation capillaire avec augmentation du débit sanguin. Des
micro-anévrismes et micro-occlusions vont ainsi apparaitre et entrainer une hypoxie.
La rétinopathie se développe de facon lente et insidieuse sans symptome apparent.

Elle est la premiere cause de cécité dans les pays développés.

la néphropathie diabétique: Elle est due a latteinte des petits vaisseaux des
glomérules du rein. L hyperglycémie provoque des anomalies hémodynamiques telles
qu’une élévation du flux sanguin rénal et de la pression intra-glomérulaire aboutissant
a des anomalies structurales caractéristiques comme I’hypertrophie glomérulaire, et
I’épaississement de la membrane basale. Elle se manifeste par divers troubles allant
d’une majoration de la micro albuminurie a I’insuffisance rénale terminale. La

néphropathie diabétique est trés souvent associée a une rétinopathie diabétique.

la neuropathie diabétique: Elle correspond a l'atteinte du systéme nerveux
périphérique et du systeme nerveux végétatif. L’ hyperglycémie chronique entraine un

acedeme neuronal et une dégénérescence axonale avec démyélinisation secondaire. La
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gravité de cette complication est surtout liée aux consequences cliniques qu'elle
entraine (troubles trophiques, douleurs neuropathiques, atteintes dysautonomiques
séveres). La forme la plus fréquente est la polynévrite diabétique, elle doit
systématiquement étre recherchée car elle joue un réle majeur dans l'apparition des
Iésions des pieds. En perturbant considérablement la sensibilité & la douleur, elle peut

rendre indolore une blessure au pied.

La macroangiopathie est a 1’origine des complications les plus graves du diabéte, clle est
définie comme I’atteinte des artéres de moyen et gros calibre. La formation d’athérome au
niveau des arteres entraine des lésions dont les localisations sont multiples touchant
essentiellement les artéres cérébrales, les artéres périphériques et les coronaires. Elles
peuvent conduire a une insuffisance cardiaque, une insuffisance coronaire susceptible
d’entrainer un infarctus du myocarde, des accidents vasculaire cérébraux et une artériopathie
oblitérante des membres inférieurs (3).

Les principaux facteurs de risques associés sont 1’age, le sexe, 1’obésité, le tabagisme,
I’hyperglycémie, I’hypertension artérielle, la dyslipidémie ou encore la présence d’un

syndrome inflammatoire sous- jacent.

2. Le pied diabétique
2.1 Définition

La notion de « pied diabétique » regroupe 1’ensemble des affections atteignant le pied, situées
sous les malléoles, directement liées aux conséquences du diabéte. Trois complications du
diabéte sont principalement mises en cause dans la formation du « pied diabétique» : la
neuropathie, I’artériopathie et I’ischémie (8)(9)(10). Elles constituent la triade pathogénique
du «pied diabétique» et favorisent le retard de cicatrisation de 1’ulcére du pied et
secondairement la progression de la plaie vers I’infection. Les ulcérations du pied sont
fréquentes chez les patients diabétiques avec une prévalence qui s’éléve a 25% (1)(11).
Secondairement ces plaies s’infectent dans 40 a 80 % des cas (12).

L’infection du « pied diabétique » est définie par une invasion tissulaire avec multiplication
de micro-organismes entrainant des dégats tissulaires avec ou sans réponse inflammatoire de
I’organisme. Elle fait suite a une plaie cutanée locale le plus souvent négligée. Elle peut étre
plus ou moins grave en fonction des structures anatomiques qu’elle touche (parties molles, os,

articulations) (13).
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Les infections superficielles concernent les couches tissulaires situées au dessus de
I’aponévrose superficielle et se manifestent par des tableaux de dermohypodermite
bactérienne aigue. Les infections profondes touchent 1’aponévrose superficielle (fasciite

nécrosante), les tissus mous (abces) ou les structures ostéo-articulaires (ostéites)(14).

2.2 Physiopathologie

Les patients diabétiques sont plus exposés que la population générale aux infections et en
particulier & celles localisées au niveau du pied. Plusieurs mécanismes rentrent en jeu. (Figure
2)

Le principal mécanisme contribuant a favoriser I’'IPD est la neuropathie (8)(9)(10). Latente et
insidieuse elle doit étre recherchée systématiquement. La neuropathie est une complication
précoce et fréquente du diabete, avec ses atteintes sensitives, motrices et végétatives.
L’atteinte sensitive entraine une insensibilité du pied et une diminution des signes de
I’inflammation, retardant considérablement le diagnostic et la prise en charge de la plaie. La
disparition du signal douloureux protecteur rend le pied vulnérable aux microtraumatismes
répétitifs dans les zones d’appui. L’atteinte motrice est responsable d’une atrophie des
muscles du pied engendrant des déformations. Les conséquences de ’atteinte vegetative sont
une diminution de la sudation avec une sécheresse du pied exagérée favorisant 1’apparition de
fissures et crevasse (14).

L’artériopathie est le second mécanisme contribuant & I’'IPD. L’atteinte artérielle diminuant
I’afflux de sang au site de la plaie va provoquer une hypoxie tissulaire. La mort cellulaire et la
nécrose tissulaire liées a 1’hypoxie créent des conditions optimales a la prolifération
microbienne (15)(16)(17).

La fréquence des infections s’explique également par un déficit des mécanismes cellulaires de
défense majoré par I’hyperglycémie telle que Ialtération des polynucléaires
neutrophiles (phagocytose, adhérence, bactéricidie, chimiotactisme) (18)(19)(20).

Enfin I’anatomie particuliere du pied cloisonné en plusieurs loges favorisent la dissemination
bactérienne (21)(22)(23)(Figure 2).
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Figure 1. Différentes causes d’ulcération du pied diabétique (22)

2.3 Diagnostic d’infection d’une plaie du pied chez le patient diabétique

2.3.1 Classifications cliniques

Le diagnostic d’une IPD est tout d’abord un diagnostic clinique. En effet la plaie d’un pied de
diabétique est constamment colonisée par des bactéries appartenant au microbiote cutané. La
présence de bactéries sur une plaie n’est en aucun cas synonyme d’infection.

Le diagnostic d’infection repose sur 1’observation clinique et en particulier sur la présence

d’au moins deux signes parmi les suivants (24) :

augmentation de volume

induration

érythéme périlésionnel

sensibilité locale ou douleur

- chaleur locale ou présence de pus.
Plusieurs classifications cliniques ont été proposées afin d’aider le clinicien a juger de la
sévérité de I’infection (25).

De nombreuses classifications des plaies ont été proposées.
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La classification de 1’Universit¢é du Texas (Classification UT), est utilisée comme
classification de référence des plaies (26)(27).

Elle comprend quatre grades en fonction de la profondeur et quatre stades selon la présence
ou non d’une infection et/ou d’une artériopathie (Tableau 2). Cependant dans cette
classification, 1’infection n’est caractérisée que par sa présence (ou son absence) et par la

profondeur de son atteinte.

Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3
lésion plaie Atteinte du Atteinte de "os
épithelialiste superficielle tendon ou ou
(%) (¥4 de la capsule del articulation
(e} [%a)
Stade A 0A (0) 1A (D) 2A (0) 3A (D)
Pasz d’infection
Pas d'ischémie
Stade B 0B (12.5) 1B (8.3} 2B (28.6) 3B (92)
Infection
Pas d'ischémie
Stade C 0C (25) 1C (20) 2C (25) 3IC (1000
Pasz d’infection
Ischémme
Stade I» 0D (30) 1Dy {507 2T (1000 3D (1000
Infection et
1schémue

Tableau 2. Classification des plaies de pied chez le patient diabétique : classification UT (University of Texas)
combinant un grade et un stade (26, 27).

Une classification complémentaire de I’infection de la plaie regroupant un certain nombre de
criteres cliniques a donc été proposée par le groupe de travail international sur le pied
diabétique (International Working Group on the Diabetic foot-IWGDF) et I’'IDSA (Infectious
Diseases Society of America). Cette classification comporte 4 grades, du grade 1 (absence
d’infection) au grade 4 (sepsis sévére). Cette classification a recemment été validée au cours
d’une étude prospective (Tableau 3) (28).

Cependant les manifestations cliniques retenues dans cette classification peuvent étre réduites
chez un diabétique en raison de la neuropathie et de 1’artériopathie sous jacente. D’autres
parameétres sont donc necessaires pour aider au diagnostic d’infection lorsque les signes

cliniques classiques sont absents.

16



IWGDF grade [4,81]
(IDSA classification) [16]

Classification clinique de l'infection (IDSA) et définitions

MNon infecté: 1
Absence de symptémes ou de signes généraux ou locaux d'infection {Non infecté)

Infecté 2
*  Aumoins 2 des constatations suivantes sont présentes: (Infection légére)
o Gonflement local ou induration
o Erythéme> 0.5 cm* autour de |'ulcére
o Sensibilité locale ou douleur
o Chaleur locale

o Emission de pus
* Les autres causes d'inflammation de la peau doivent étre
éliminées (traumatisme, goutte, neuro-ostéoarthropathie de
Charcot en phase aigué, fracture, thrombose, stase veineuse)

s Infection touchant seulement la peau et/ou le tissu sous-cutané
(sans atteinte des tissus plus profonds et sans signes généraux
[voir ci-dessous).En cas d'érythéme, il doit s'étendre a moins de 2
cm* autour de la plaie

* Pas de signes ou de symptémes généraux d'infection (voir ci-
dessous)

*Dans n'importe quelle direction

Tableau 3. Classification de I’infection des plaies du pied selon le consensus international sur le pied diabétique (28).

2.3.2 Examens microbiologiques d’intérét

Une prise en charge multidisciplinaire est indispensable chez ces patients. Les protocoles de
prélévements sont congus conjointement par les cliniciens et les microbiologistes en fonction
des recommandations nationales et internationales (29)(30)(31).

Le diagnostic des IPD se base sur des critéres cliniques. En effet, les UPD sont le plus
souvent colonisés superficiellement par la flore bactérienne. Les prélévements
microbiologiques ne sont pas faits en systématique. Ils ne sont pratiqués que si I’infection de
la plaie est confirmée cliniquement (grade 2-4 du consensus international) et uniquement
aprés débridement de la plaie afin d’éliminer les sources de contamination.

La figure 2 résume le choix des prélévements a effectuer en fonction du type de prélévements.
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Figure 2. Schématisation des préléevements a pratiquer en fonction du type de plaie chez un sujet diabétique (14).

Il n’existe aucun consensus concernant la meilleure technique a utiliser pour le prélévement
microbiologique (32)(33)(34).

-Les prélévements superficiels (I’écouvillonnage superficiel de la plaie, le curetage
écouvillonnage profond de 1’ulcere) sont les méthodes les plus fréquemment utilisées mais
elles sont aussi les moins fiables. En effet, ces prélévements de surface recueillent un grand
nombre de bactéries appartenant a la flore commensale colonisant superficiellement la plaie et
ne sont donc pas adaptés a la mise en évidence de bactéries réellement pathogénes.
(29)(35)(36). L’écouvillon doit étre placé dans un milieu de transport. La recherche
d’anaérobie stricte ne pourra pas étre réalisée sur ce type de prélevement. Il est fortement
déconseillé d’effectuer un écouvillonnage sans faire un débridement de la plaie au préalable.
-Les prélévements profonds (biopsie tissulaire, aspiration a 1’aiguille fine) sont des méthodes

a privilégier en cas d’infection des parties molles (29)(37)(38). Ces prélévements permettent
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de mettre en évidence les bactéries pathogenes. Il est conseillé pour la biopsie tissulaire de
prélever deux a quatre fragments de tissu a partir de zones différentes.

Ces prélevements doivent étre réalisés sur une plaie débridée et avant toute antibiothérapie.

-La biopsie osseuse est la méthode de référence pour le diagnostic bactériologique d’ostéite
(39). Elle est rapide simple sans effet secondaire mais doit étre cependant réalisée dans des
centres spécialisés. La réalisation de la biopsie osseuse est encore plus justifiée en cas d’échec
thérapeutique. Une fenétre thérapeutique de 15 jours minimum est nécessaire pour limiter le
risque de faux négatifs.

Elle peut étre effectuée soit par geste chirurgical, soit par ponction percutanée au lit du
malade au moyen d’un trocart. Du fait de la neuropathie sensitive présente, la plupart du
temps chez les patients diabétiques, elle est souvent pratiquée sans anesthésie préalable au
travers d’une peau saine aprés une désinfection qui doit étre la plus compléte possible et un
rincage au sérum physiologique.

Apres le prélevement, il est convenu d’attendre les résultats microbiologiques pour mettre en

place le traitement antibiotique le plus adapté possible.

-Les hémocultures aérobies et anaérobies peuvent étre trés utiles dans le cadre de sepsis
(grade 4 de ’'TWGDF) (40)(41). Des prélévements répétés sont conseillés en cas d’évolution

défavorable ou si I’état septique du patient est inquiétant.

Le transport des prélévements constitue une étape clé. Les préléevements doivent étre
acheminés dans les meilleurs délais au laboratoire de bactériologie dans des conditions
optimales et l’utilisation de milieux de transport est fortement conseillée permettant
d’augmenter la durée de vie des microorganismes et éviter la dessiccation du prélévement
(42)(43). Les prélevements doivent étre conservés a tempeérature ambiante jusqu’a
I’ensemencement.

Des prélevements de qualité et une diminution du temps de transport vont permettre

I’amélioration de la qualité des résultats rendus au clinicien.

2.3.3 Impact de I’amélioration de la qualité du prélévement sur les résultats microbiologiques

Depuis 2003, I’équipe pluridisciplinaire de 1’hopital de Nimes a progressivement opéré un

changement dans la prise en charge des plaies du pied chez les diabétiques en privilégiant la
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réalisation de prélevements profonds tels que la biopsie ou le curetage par rapport aux
prélévements superficiels par écouvillonnage simple. Le nombre de bactéries isolées par
prélevement a ainsi diminué de 4,1 a 1,9 de 2003 a 2007, le taux de bacilles a Gram négatif a
diminué régulierement durant cette période alors que le taux de cocci a Gram positif a
augmenté. Il a été observé durant cette période une diminution significative de la prévalence
des bactéries multirésistantes (taux de SARM divisé par 3) et une diminution du nombre de
bactéries de la flore commensale ou a faible potentiel de virulence isolé (taux divisé par 2
passant de 40,1% a 16,1 % de 2003 a 2007) (44).

2.4 Ecologie du pied diabétique

2.4.1 Ecologie des plaies du pied chez le patient diabétique

Les données microbiologiques montrent que les IPD sont le plus souvent polymicrobiennes
(33)(45)(46)(47). L’étude OPIDIA a été menée en France en 2010 et nous révele la facon dont
ces plaies sont prises en charge dans les services spécialisés a 1’hopital. Cette étude a été
menée dans 38 centres hospitaliers et 291 patients ont été inclus dans 1’étude (32). Des
prélevements microbiologiques ont été réalisés chez 86 % des patients (Tableau 3). Les cocci
a Gram positif ont été de loin les bactéries les plus freqguemment isolées. Parmi ces bactéries
Staphylococcus aureus a été isolé chez 112 patients, ce qui représente 32% de 1’ensemble des
micro-organismes tout micro-organisme confondu et représente 54% des bactéries a Gram
positif isolées. C’est la bactérie la plus souvent isolée dans les IDP. Les streptocoques f-
hémolytiques sont les bactéries les plus fréquemment isolées apres le S. aureus représentant
14% de I’ensemble des souches isolées, le plus souvent dans le cadre d’infections
polymicrobiennes. Les entérocoques sont isolés dans 8% des cas, son role pathogéne reste
cependant & discuter (48).

Les bacilles a Gram négatif sont moins fréquemment isolés dans les IPD. Généralement, le
rapport cocci Gram a positif / bacille a Gram négatif est de 3 pour 1 (39).

D’apreés les résultats obtenus grace a 1’étude OPIDIA, les entérobactéries (Proteus spp,
Enterobacter spp, Escherichia coli), et le bacille a Gram négatif non fermentaire
Pseudomonas aeruginosa representent respectivement 27% et 7% des souches isolées. Tout
comme ’entérocoque le role pathogene de P. aeruginosa reste encore a discuter.

Les bactéries anaérobies n’ont été isolées que dans 2% des cas. Elles sont souvent associées a
des bactéries aéro-anaérobie mais leur isolement est difficile. En effet les bactéries anaérobies

sont des bactéries qui nécessitent un transport et des milieux de cultures appropriés. La
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prévalence des anaérobies va dépendre de la méthode d’échantillonnage, du type de transport
et des méthodes de culture réalisées au laboratoire (49). Finegoldia magna et Bacteroides
fragilis sont les bactéries anaérobies les plus fréqguemment isolées, ce sont aussi les plus
pathogénes (50)(51). Les bactéries anaérobies strictes a Gram positif sont généralement
retrouvées dans les plaies profondes alors que les bactéries anaérobies strictes a Gram négatif
sont associees a une nécrose ischémique ou a une atteinte profonde (49).

Les bactéries du microbiote cutané sont également isolées dans IPD. Les corynébactéries et
les staphylocoques a coagulase négative sont les plus fréquemment retrouvés. Ce sont des
bactéries a faible pouvoir pathogene et le plus souvent considérées comme des contaminants.

Leur isolement est trés dépendant de la qualité des prélevements (29)(52)(53).

Différentes études montrent a travers leurs données microbiologiques que 1’écologie du pied
du diabétique est semblable en Amérique du nord, en Europe et en Afrique du nord
(53)(54)(55).

Des études menées récemment dans les pays en voie de développement comme 1’Inde ou le
Moyen Orient, montrent que S. aureus est moins prévalent (56). En revanche les infections a
entérobactéries et a P. aeruginosa sont plus fréquentes (46)(57). Pseudomonas aeruginosa
est la bactérie la plus isolée dans les pays en voie de développement notamment en Asie du
sud est. En Inde, le nombre de P. aeruginosa multirésistants isolés est préoccupant, il
représente 44% des isolats (57). Les raisons de cette disparité entre pays pourraient étre liées
au climat chaud provoquant une transpiration des pieds, au port de chaussures de mauvaise

qualité, a la mauvaise hygiene et a la forte automédication par les antibiotiques (58).
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Microorganisms (%) MDROs"

Gram-positive aerobic cocci 210(59.8) 29
Staphvlococcus aureus 114(32.5) 28
Streptococcus spp. 48(13.7) -
Enterococcus spp. 28 (8.0) I
Coagulase-negative staphylococci 16 (4.6) -
Other gram-positive aerobic coccl 4(L1) -

Gram-negative aerobic bacilli 126 (35.9) 12
Enterobacteriaceae spp. 95(27.1) 6

Escherichia coli 17 (4.8) |
FProteus spp. 30(8.5) 1
Enterobacter spp. 17 (4.8) 2
Klebsiella spp. 4(1.1) —
Muorganella morganii 15(4.3) I
Citrobacter spp. 4(1.1) I
Hafnia alvei 1(0.3) -
Serratia marcescens 5(1.4) -
Other Enterobacteriaceae 2(0.6) -
Pseudomonas aeruginosa 23 (6.6) 6
Acinetobacter baumannii 3(0.9%) -
Other gram-negative aerobic bacilli 5(1.4) -

Anaerobes T(2.0) -

Gram-positive aerobic bacilli 8(2.3) -
Corvaebacterium spp. 8(23) -

Total 351 41

2 Tsolated bacteria out of all isolates (n=351).

b Multidrug-resistant organisms, including methicillin-resistant Staphviococ-
cus aureus, glycopeptide-resistant enterococci, Enterobacteriaceae resistant to
third-generation cephalosporins (extended-spectrum B-lactamases and dere-
pressed cephalosporinase), ceftazidime-resistant Acinetobacter baumanaii and
Pseudomonas aeruginosa resistant to at least two of the following antibiotics:
ticarcillin, ciprofloxacin, ceftazidime and imipenem

Tableau 4. Bactéries isolées dans les plaies de pied chez le patient diabétique dans les 38 centres hospitaliers francais
participant a I’étude OPIDIA (32)
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species number

anaerobes

time

Figure 3. Ecologie de I'ulcére du pied chez le patient diabétique (22).

2.4.2 Biofilm et ulceres du pied chez le patient diabétique

Un élément important dans 1’écologie de ces plaies chroniques est la présence de biofilm. Il a
été rapporté que 60 % des plaies chroniques (dont 77% d’UPD) présentent des biofilms (59).
Le biofilm est une communauté sessile (polymicrobienne) caractérisée par des bactéries qui
s’attachent irréversiblement a une surface ou une interface. Ces bactéries sont entourées par
une matrice d’EPS (extracellular polymeric substances) qu’elles produisent (60). Les
bactéries présentes dans les biofilms manifestent une plus grande résistance aux antibiotiques
et aux divers mécanismes immunitaires de 1’hote. Les bactéries sessiles ont également une
plus grande virulence que les bactéries planctoniques qui sont principalement identifiées par

des techniques standard comme la culture.

2.4.3 Ecologie des bactéries multirésistantes

La probabilité d’isoler une bactérie multirésistante (BMR) nécessitant des mesures d’hygiéne
adaptées a augmenté au cours des derniéres années (61). Les souches de S. aureus isolées
dans les plaies de pied chez le patient diabétique et résistantes a la méticilline constituent un
probléme de premiere importance (62)(63)(64). Cependant, depuis quelques années nous

observons une diminution de I’isolement de SARM (S. aureus résistant a la méticilline).
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D’aprés 1’étude OPIDIA et une étude réalisée au laboratoire de Nimes en 2008, les SARM
représentaient respectivement 25% et 20% des S. aureus, des prévalences relativement
faibles en comparaison avec d’autres études menées auparavant (32)(65). Cela pourrait étre
dd a la diminution de la prévalence globale du SARM en France, comme en témoigne
I'Observatoire national francais de I'épidémiologie de la résistance bactérienne aux
antimicrobiens et le Systéeme européen de surveillance de la résistance aux antimicrobiens.
Cependant d’apres Richard et al., la présence de SARM n’est pas un facteur influencant le
temps de cicatrisation des plaies sous réserve qu’une antibiothérapie précoce et adaptée soit
mise en place (65)(66)

Bien qu’en nette diminution depuis quelques années le SARM constitue encore un véritable
probleme de santé publique.

D’autres cocci @ Gram positif sont a surveiller tels que les entérocoques résistants a la
vancomycine (VRE) et les S. aureus de sensibilite diminuée aux glycopeptides (67).

Les infections impliquant des entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme
génération (Béta lactamase a spectre étendu ou céphalosporinase déréprimeée) ou productrices
de carbapénémases sont également en pleine expansion et constituent un probléme émergent
préoccupant (68).

Pseudomonas aeruginosa, et d’autres bactéries de 1’environnement naturellement
multirésistantes telles que Acinetobacter baumannii et le Stenotrophomonas maltophilia
peuvent étre isolées dans les plaies de pied chez le patient diabétique.

En outre, 26 % des P. aeruginosa isolés dans le cadre de 1’étude OPIDIA étaient

multirésistants.

2.4.4 Cas particulier des ostéites du pied de diabétique

L’ostéite du pied chez le patient diabétique survient de facon caractéristique par contiguité, a
partir d’une plaie ouverte et infectée du pied. L’origine hématogéne d’une ostéite au niveau
du pied chez le patient diabétique est exceptionnelle (29)(39). C’est pourquoi I’écologie des
ostéites de pied chez le patient diabétique reflete celles des infections de la peau et des tissus
mous, les bactéries isolées sont issues le plus souvent du microbiote des plaies situé en regard
de la zone osseuse atteinte (69).

Les osteéites sont fréeguemment polymicrobiennes, cependant le nombre de bactéries isolées est
plus faible dans les prélevements osseux par rapport aux prélevements de la peau et des tissus
mous (39). L’agent causal le plus fréquemment impliqué dans les ostéites reste le S. aureus

seul ou comme bactérie prédominante dans les infections polymicrobiennes (11)(39). Bactérie
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couramment isolée dans les ostéites, S. epidermidis présente méme si elle est faible, une
pathogénicité. Cependant, celle-ci ne peut étre évoquee que quand les prélévements sont de
bonne qualité. Parmi les bacilles a Gram négatif, les entérobactéries E. coli, Klebsiella
pneumoniae et Proteus spp sont les plus couramment isolées suivies par P. aeruginosa (69)
(70)(71).

Si les entérobactéries se rencontrent généralement dans les infections chroniques ou déja
traitées, P. aeruginosa est plus souvent isolé apres des hospitalisations de longues durées, en
cas d’application de pansements humides ou de bains de pied.

Enfin les bactéries anaérobies sont le plus souvent associées a des bactéries aérobies (Tableau
4).

Des bactéries habituellement considérées comme commensales, notamment les
staphylocoques a coagulase négative et les corynébactéries ont été incriminées dans

I’infection osseuse de pied chez le patient diabétique (72)(73)(74).

Cocci a Gram +

5. aureus 40 % 3N % 47 % 26 % 4T % 38 % B6 % k=X N
SCN 10 % 50 % 11 % 24 % 1% 12 % 10% 14 %
Streptococd 45 % 27 % 61 % 12 % 3% 1% - 8% 3 %
Enferococcus sp. 0 % 8% 25 % &% 1% - 18% 12 %

Autre 10 % - - 2% - - g 4% 2%
Bacilles a Gram -

Entérobactéries 55 % 20 % 14 % 18 % 29 % 36 % 1% 18 % 32 %
Psaudomonas sp. 5% 15 % 1% 2% 9% 10 % 43 % 2% 19 %
Acinafobacier sp. - - - - - i% - - 13 %
Anasrobies 80 % 4% 15 % 5% - - . 4%
Podymicrobien 70 % HND 83 % ND MND MDD WD ND NDy

Tableau 5. Ecologie des ostéites des plaies du pied chez le diabétique (21)

2.4.5 Interprétation des résultats

L’interprétation des résultats doit tenir compte de plusieurs facteurs: conditions de recueil,
échantillons, délai, conditions de transport du prélevement, et type de bactéries isolées pour
déterminer avec le plus de probabilite si ces bactéries sont responsables de 1’infection.

Les bactéries comme les staphylocoques a coagulase négative, les corynébacteries, les
entérocoques et P. aeruginosa sont considérées comme des bactéries commensales ou peu
virulentes (29)(48). lls peuvent cependant se révéler comme des bactéries opportunistes (52).

Il est conseillé de ne pas en tenir compte lors du traitement de premiére intention.
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Il n’existe a ce jour aucun moyen microbiologique permettant de faire la distinction entre
pathogene et non pathogéne. En cas de doutes, les prélévements doivent étre répétés et ces
bactéries seront prises en considération si elles sont isolées a plusieurs reprises ou si 1’état

septique du patient devient inquiétant.

3. Difficultés de prise en charge des patients

3.1 Distinction colonisation /infection

3.1.1. Définitions

Plusieurs stades ont été définis afin de caractériser 1’évolution d’une plaie chronique (15).

La Contamination : initialement une plaie peut étre contaminée par des microorganismes,
mais 1’espéce ne persistera pas si les conditions nutritives et physiques ne lui sont pas
favorables ou si elle est détruite par les défenses de I’hote. Sa présence n’est que transitoire et
elle ne perturbera pas la cicatrisation de la plaie.

La colonisation : processus physiologique développé sur toute la peau. Elle est liée a des
especes bactériennes provenant du microbiote cutané ou de 1’environnement. Ce microbiote
est composé de bactéries aérobies et anaérobies. La présence de ces bactéries sur le
revétement cutané ne provoque pas de dommage pour I’hote.

L’infection : processus pathologique, défini par une invasion tissulaire avec une
multiplication de micro-organismes entrainant des dégats tissulaires avec ou sans réponse
inflammatoire de 1’organisme. Dans le cas du pied chez le patient diabétique cette infection

est systématiquement secondaire a une plaie cutanée.

3.1.2 Données cliniques

Comme toutes plaies chroniques, I’UPD est colonisé par des micro-organismes du microbiote
cutane. C’est pourquoi le diagnostic d’IPD ne peut pas étre basé uniquement sur des examens
microbiologiques mais doit aussi étre confronté aux signes cliniques (30)(14). Comme il a été
vu ci-dessus le Groupe de Travail International sur le Pied Diabétique (IWGDF) et la Société
des Maladies Infectieuses d'Amérique (IDSA) ont développé des criteres cliniques pour
reconnaitre et classifier la séveérité de I’IPD (29)(75). Néeanmoins, les signes cliniques ou les
symptdémes d’IPD peuvent étre atténués chez les patients diabétiques. Il est donc possible que

des infections ne soient pas détectées lors de leur présentation initiale. Ceci ayant pour
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consequence une augmentation du délai dans la mise en route du traitement antibiotique
pouvant conduire a I’extension de l’infection et méme mettre en danger l’intégrité du
membre. La progression de I’infection peut étre rapide chez le patient diabétique car elle est
associée a un terrain favorisant : ischémie locale, diminution des défenses de 1’hote et
anatomie particuliére du pied. A 1’opposé la mise en route d’un traitement antibiotique chez
tous les patients favoriserait 1I’émergence de bactéries multirésistantes, les surcodts monétaires
et pourrait entrainer des effets secondaires non négligeables (29). Il est donc fortement
déconseillé d’utiliser des antibiotiques sur des ulcérations colonisées (14)(75)(76).

Plusieurs autres éléments peuvent aider au diagnostic d’infections quand les signes cliniques
sont absents. L’identification d’un tissu granuleux friable, le retard de cicatrisation en dépit
d’une prise en charge adéquate et I’apparition d’une hyperglycémie inexpliquée doivent étre
pris en compte. Toutefois d’un point de vue pratique ces signes sont parfois difficilement
visibles ou trop généraux pour étre retenus systématiquement (36)(77)(78). Récemment
Lipsky et al. ont développé un score des plaies du pied chez le diabétique a partir de 10 items
incluant une gradation semi-quantitative de la taille de la plaie et des différents paramétres de
I’infection. Ce score pourrait représenter un outil fiable et utile pour prédire le devenir

clinique des plaies. Une validation de ce score doit étre cependant réalisée (44)(79).

3.1.3 Marqueurs microbiologiques et biologiques de distinction colonisation/infection

La charge microbienne dans les plaies a longtemps été décrite comme un facteur déterminant
pour prédire la cicatrisation ou au contraire 1’évolution vers ’infection d’une plaie.

Les bactéries coloniseraient dans un premier temps le revétement épidermidique cutané puis
en se multipliant envahiraient les tissus sous jacents. D’apres les experts le seuil permettant la
détection d’une colonisation clinique pour lequel 1’héte n’arriverait plus a empécher la
multiplication bactérienne serait supérieur ou égal a 10° unités formant colonies (UFC) par
gramme ou mm?3 de tissu (15)(80). Cette « colonisation critique » pourrait entrainer un retard
dans la cicatrisation de la plaie ou €tre un point de départ de I’extension de I’infection.
Cependant, I’utilisation de tels critéres permettant de distinguer la colonisation de 1’infection
est totalement inadaptée. En effet, il est indispensable de tenir compte du potentiel de
virulence de bactéries isolées dans les plaies, de I’immunocompétence de 1’héte et de 1’action
synergique des différentes especes bactériennes présentes dans la plaie. Chaque espéce
présente un potentiel de virulence qui lui est propre. D’aprés 1’étude Sidestep, des patients
présentent des plaies infectées par P. aeruginosa et E. faecalis ont été traités par ertapeneme,

une molécule inactive sur ces mémes germes. Une évolution favorable des plaies chez ces
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patients a été observée suggérant que P. aeruginosa et E. faecalis posséderaient un faible
potentiel de virulence (48). Une autre étude menée par Down et al, a montré que la présence
de streptocoques B-hémolytique & 10> UFC par gramme de tissus causait des dommages
tissulaires importants alors des pathogénes commensaux comme S. epidermidis a 10° UFC par
gramme de tissus n’avait aucune signification clinique (80).

De plus, la quantification bactérienne nécessiterait un prélevement par biopsie tissulaire de
chaque plaie, ce qui est irréalisable en pratique clinique compte tenu du colt que cela
engendrerait, voire dangereux pour le patient (81).

Des marqueurs microbiologiques et biologiques ont donc été proposés afin de distinguer
I’infection de la colonisation.

Des technologies comme les biopuces a ADN ont été utilisées afin de permettre 1’évaluation
du potentiel de virulence des bactéries, notamment de S. aureus. D’apres les travaux de Sotto
et al, effectués sur des souches de S. aureus isolées a partir de plaies infectées ou colonisées,
une combinaison de 5 genes de virulence (sea, sei, luke, hglv et cap 8 permettrait de
différencier des plaies de grade 1 (colonisation) de plaies de grade 2 a 4 (infection) avec une
sensibilité de 98% et une spécificité de 87% (82)(83). Ces marqueurs ont cependant été
développés dans le cadre de projets de recherche.

Récemment, des études ont montré I’intérét d’évaluer ’activité protéasique humaine (EPA)
dans la prise en charge des plaies chroniques. Une EPA élevée et durable serait un facteur clé
dans le retard de cicatrisation. De plus la détection d’une activité protéasique bactérienne
(BPA) dans les plaies chroniques serait indicative de la présence de bactéries pathogénes en
I’absence de signes cliniques d’infection. La détection simultanée des activités protéasiques
humaines et bactériennes lors de la prise en charge des plaies de pied chez le diabétique
permettraient de distinguer une infection d’une colonisation et de prédire le devenir de cette
plaie (84). Les tests Woundchek™ Bacterial Status et Woundchek™ Protease Status sont des
tests chromatographiques in vitro innovant. Ils permettent respectivement I'évaluation
qualitative de ’EPA ou de la BPA directement a partir d’un échantillon d’exsudat issu de la
plaie, prélevé avec un écouvillon au lit du malade. Ce test a pour but d’aider le professionnel
de santé a evaluer si la plaie est a risque de devenir non cicatrisante. Le résultat est visible en
15 minutes. L’évaluation simultanée de ces deux tests dans la prise en charge des lésions du
pied chez les patients diabétiques est actuellement en cours au CHU de Nimes.

Enfin, [I’utilisation des marqueurs biologiques de I’inflammation pour différencier la
colonisation de I’infection a été discutée. Les études menées n’ont pas permis de démontrer

une corrélation entre 1’augmentation de certains marqueurs biologiques de I’inflammation tels
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que la C-reactive protein (CRP) et la procalcitonine (PCT), I’orosomucoide, 1’haptoglobine,
ou I’albumine et I’infection des plaies chroniques. Cependant, I’utilisation couplée d’autres
marqueurs comme la C-reactive protein (CRP) et la procalcitonine (PCT) s’est avérée
intéressante. En effet, il a été démontré la bonne valeur prédictive du couple PCT-CRP pour

différencier les infections des colonisations (85).

3.2 Limite de la bactériologie classique

Deux categories de prélevements sont a distinguer et sont traités suivant des protocoles
différents. Les prélevements du pied chez le patient diabétique effectues au lit du
malade (écouvillonnages superficiels ou profonds de plaies, aspirations a 1’aiguille fine,
écoulements purulents, biopsies tissulaires, biopsies osseuses par ponction percutanée) et les
prélevements du pied chez les patients diabétiques réalisés au bloc opératoire généralement
des biopsies osseuses. Tous les prélevements tissulaires et osseux sont au préalable dilacéres
stérilement au scalpel dans du bouillon TS sous PSM I1.

Actuellement au laboratoire de microbiologie du CHU de Nimes, le systeme Ultra turax® est
testé sur les biopsies osseuses ou sur des prélévements de tissus mous réalisés au bloc
opératoire. Ce traitement permet d’assurer ’homogénéité de 1I’échantillon biologique grace a
un broyage mécanique des prélevements a 1’aide de billes en inox. Les homogénats obtenus
sont ensuite ensemences directement sur les milieux de culture.

Un examen microscopique (par coloration de Gram) est réalisé sur tous les prélévements.

-Les prélévements réalisés au bloc opératoire

Des milieux de cultures supplémentés au sang sont ensemencés a JO et placés sous différentes
atmospheéres.

e une gelose au sang incubée en aérobiose : lecture a J1

e une gélose chocolat incubée sous CO>: lecture a J1

e une gélose au sang incubé en anaérobiose : lecture a J7
Les cultures seront gardées 14 jours. Une lecture quotidienne des boites sera effectuée. Le
milieu anaérobie sera lu aprés 7 jours d’incubation, les bactéries anaérobies ayant une
croissance lente et difficile.
De plus un milieu liquide de type bouillon Shaedler est systématiquement ensemencé pour les

prélevements de bloc opératoire, avec lecture réguliére jusqu’a 14 jours.

-Les préléevements réalisés au lit du malade

29



Outre I’ensemencement sur les mémes milieux que ci-dessus, I’ensemencement d’un milieu
sélectif pour les entérobactéries est effectué. Les boites sont gardées 7 jours.

Un milieu d’enrichissement de type bouillon Shaedler pour 1’aspiration a 1’aiguille fine et la
biopsie osseuse augmente la sensibilité de I’examen.

Dans la plupart des cas I’identification des bactéries se fera a partir des cultures 18 a 24h plus
tard a J1 par des méthodes classiquement utilisées au laboratoire comme la spectrométrie de
masse (Vitek MS, biomérieux), ou par I’identification sur des criteres biochimiques (Vitek 2,
biomérieux). Le recours aux galeries API se fait de plus en plus rarement.

L’antibiogramme sera disponible a J2, il sera réalisé soit en milieu liquide soit en milieu

solide.

L’une des principales limites de la bactériologie classique est le temps nécessaire pour obtenir
des résultats définitifs, jusqu’a deux semaines pour les prélevements osseux.

Le caractere polymicrobien de I’TPD, la formation de biofilms, I’internalisation des bactéries
dans les cellules osseuses, les patients qui ont recu une antibiothérapie avant la chirurgie sont
autant de facteurs qui augmentent la difficulté du diagnostic basé sur la culture

conventionnelle dans I’IPD.

4. Apport d’outils innovants dans le diagnostic des infections du
pied chez le diabétique

4.1 Approches en spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse par Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation (MALDI)-
Time Of Flat (TOF) est une technique d’analyse physico-chimique permettant de détecter,
d’identifier et de quantifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse moléculaire. Son
principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées en fonction de leur
rapport masse/charge (m/z). Les empreintes spectrales obtenues sont comparées a une banque
de données de spectres obtenus a partir de souches de référence. Un score d’identification est
déterminé et validé s’il est suffisant (86). Cette technique qui a révolutionné 1’identification
bactérienne, ne permet pas de répondre a la problématique « temps » inhérent au diagnostic
des IPD. Méme si pour certains échantillons il est possible de s’affranchir de la culture
bactérienne et d’identifier directement les bactéries a partir de matériel biologique, ce n’est
pas le cas a partir de prélevements de tissu ou d’os. En revanche, d’autres approches allant

plus loin que la simple identification et utilisant la spectrométrie de masse permettraient de
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documenter les osteéites dans les IPD. Une étude menée par Valour et al, a permis de mettre
en évidence par analyse spectrale qu’un déficit de production de delta toxine chez S. aureus

pourrait étre un marqueur diagnostique de chronicité de I’infection osseuse et articulaire (87).

4.2 Approches en biologie moléculaire

4.2.1 Techniques basées sur [’amplification de I’ARNT 16S

La PCR 16S est une technique basée sur I’amplification et le séquengage du géne codant pour
I’ARN ribosomal 16S, un géne hautement conservé et présent dans le génome de tous les
procaryotes. Ce gene contient des régions hypervariables qui peuvent étre utilisées afin
d’identifier des séquences bactériennes spécifiques. Cette technique est particulierement
intéressante lorsqu’elle est appliquée a des produits pathologiques normalement stériles.
Cependant elle n’est pas adaptée aux infections polymicrobiennes. C’est un procédé¢ qui reste
extrémement sensible et sujet a la contamination par de ’ADN ¢étranger, le plus souvent par le
biais de réactifs utilisés (88). D’autres approches basées sur I’amplification de I’ADNr16S
telles que 1’électrophorése sur gradient de gel dénaturé (DGGE) ou le séquencage a haut débit
ont été développées dans le diagnostic des IPD. La DGGE permet d’identifier différentes
espéces bactériennes en séparant les différents amplicons d’ARNr 16S grace a un agent
dénaturant comme I’urée. Une fois la séparation des amplicons effectuée, 1’identification des
bactéries se fait grace au séquencage des différentes bandes présentes sur le gel (89). Les
résultats sont obtenus en 48 heures. D’apres Dunyach-Remy et al, la DGGE a conduit a
I’identification d’un nombre plus important de bactéries par rapport a la culture
conventionnelle (2.35 vs 0.8 respectivement). Dans 60 % des cas (12 cas sur 20), il y a eu
identification d’especes pathogeénes ou potentiellement pathogenes par la DGGE non isolées
par la culture classique (89).

Le séquencage haut débit est une méthode performante et totalement automatisée, beaucoup
plus rapide que la méthode Sanger mais qui ne permet de séquencer que des produits de taille
limitée (entre 50 a 100 nucléotides maximum). Les travaux de Gardner et al ont montré que
I’utilisation du séquencage a haut debit ciblant le gene codant pour ’ARNr 16 S a permis
d’établir le profil des microbiomes d’UPD chez 52 individus. Comparativement, les méthodes
traditionnelles comme la culture conventionnelle sous estiment la charge et la diversité

microbienne et la présence de pathogenes potentiels (90).
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Bacteria Cultures  16S sequencing
Staphylococcus 40% 94%
Anaerobes 27% 100%
Proteobacteria 35% 100%
Streptococcus 37% 83%

Tableau 6. Comparaison des pourcentages des différentes bactéries retrouvées dans les ulcéres de pied chez le patient
diabétique : Culture conventionnelle versus séquencage d’ARNr 16S (90).

Cette technique a confirmé la présence d’une écologie bactérienne présente en profondeur
plus diversifiée et plus complexe que le microbiote superficiel dans les plaies de pied de
patients diabétiques. Cette diversité bactérienne est directement imputable au développement
de biofilms dans les plaies (91). Néanmoins, ces techniques du fait d’un rendu des résultats
trop tardifs et de la difficulté de les mettre en place en laboratoire ne permettent pas leur
utilisation en tant que technique de routine.

Les méthodes de séquencage haut débit bien qu’étant précises imposent un temps technicien
considérable pour évaluer et comparer les séquences. Le colt de cette technologie est

relativement élevé.

4.2.3 PCR multiplex

L’arrivée sur le marché de kits « préts a I’emploi » de PCR multiplex spécifiques pourrait
avoir un intérét dans le diagnostic des IPD. En effet, comme nous 1’avons vu précédemment,
le diagnostic microbiologique de ces infections repose sur la mise en culture d’écouvillons,
de biopsies osseuses ou tissulaires. L’une des principales limites de cette technique est le
temps nécessaire pour obtenir des résultats (jusqu’a deux semaines sont nécessaires pour
obtenir des résultats définitifs). Ces nouvelles méthodes de diagnostic moléculaire ont été
développées afin de pallier au manque de sensibilité de la culture, et permettre un diagnostic
fiable en un minimum de temps. Cependant les performances de 1’automate utilis€¢ au
laboratoire doivent étre connues et/ou évaluées.

Actuellement les systémes commercialises sont totalement automatisés, 1’extraction et la PCR
sont intégrées. Les résultats sont obtenus en quelques heures ne nécessitant pas de
compétences particulieres en biologie moléculaire. Les tests « préts a [’emploi », faciles

d’utilisation envahissent le marché. Les avantages majeurs de ces tests sont la facilité
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d’exécution et la rapidit¢é de rendu du résultat permettant la mise en place d’une

antibiothérapie ciblée précoce.

4.2.3.1 GenXpert®

La société Cepheid® (Sunnyvale, CA) a développé des kits de PCR en temps réel. L’automate
est un systéeme fermé, automatisé qui intégre la purification de 1’échantillon, 1’amplification
de I’acide nucléique a partir de sondes spécifiques et la détection de la séquence cible par
PCR en temps réel. La totalité des étapes se déroule dans les différentes chambres d’une
cartouche a usage unique contenant tous les réactifs nécessaires a la détection bactérienne des
cibles. Différents kits ont été développés pour identifier rapidement des micro-organismes
et/ou détecter des génes de résistance directement a partir des échantillons biologiques ou
aprés subculture. Récemment la société Cepheid® a créé une cassette dédiée au diagnostic des
infections ostéo-articulaires (MRSA/SA SSTI) permettant la détection de S. aureus et de sa
résistance a la méticilline (92). Les sondes utilisées ciblent le géne spa (codant pour la
protéine A du S. aureus), le gene de la resistance a la méticilline mecA et les genes de la

cassette SCC mec. Les résultats sont disponibles en 1h.

Figure 4. Automate GenXpert® (Cepheid)
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Dubouix-Bourandy et al ont évalué le test GenXpert® MRSA/SA SSTI sur 135 échantillons
osseux et articulaires et les résultats montrent que la sensibilité et la spécificité de détection
de S. aureus méticillino-sensibles (SAMS), de S. aureus méticillino-résistant (MRSA) et des
staphylocoques a coagulase négative méticillino-résistant étaient respectivement de 100% et
98,3%, 100% et 100% et 100% et 95,3%. Le temps médian d’exécution du test était de 72
minutes contre 79h pour la culture. Grace a ces résultats, un traitement approprié pourrait étre
mis en route plus rapidement (92).

D’autres ¢études ont permis d’évaluer les performances de cette technique et sont résumées

dans le tableau ci-dessous (92)(93)(94)(95).

Etudes n Type S.aureus SASM SARM SCNRM
(Se/sSp) (Se/sp (Se/sp) (Se/sp)

Dubouix- 135 échantillons Prospective 100/97.8 100/98.3 100/100 100/95.3
Bourandy et al. 105 patients
2011 (92)
Titecat et al. 104 échantillons Prospective 100/91.2 - - -
2012 (93) 30 patients
Lourtet- 72 échantillons Rétrospective - - - 36/98
Hascoétt et al. 72 patients
2014 (94)
Valour et al. 91 échantillons Rétrospective 94.4/100 94.4/100 100/100
2014 (95) 76 patients

Tableau 7. Présentation de différentes études menées pour évaluer les performances du kit (MRSA/SA STTI)

4.2.3.2 Approches syndromiques

Le diagnostic syndromique représente un réel enjeu dans la prise en charge des maladies
infectieuses. Le développement de nouvelles techniques moléculaires comme la PCR
multiplex a pour objectif d’obtenir plus rapidement un grand nombre de résultats et
d’optimiser la prise en charge du patient. Depuis quelques années, des outils de PCR
syndromiques adaptés au diagnostic d’urgence (point of care) ont été développés. Ils
permettent de détecter un nombre de plus en plus important de micro-organismes en un temps
record et en une seule analyse. Plusieurs panels syndromiques sont actuellement disponibles

sur le marché :
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- respiratoire (cibles virales et bactéries intracellulaires)

- hémoculture (flacons positifs ou directement sur le sang, avant ou aprés orientation par
coloration de gram)

-selles (cibles virales, bactériennes et parasitaires)

-LCR (ciblant les méningites communautaires)

- tissus mous (ciblant les principaux agents responsables d’infections ostéo-articulaires)

D’autres panels syndromiques sont actuellement testés comme le panel respiratoire voie
basse, le panel vaginal, le panel fievre du voyageur ou encore le panel fievre chez

I’immunodéprimé.

L approche syndromique fait appel a une PCR multiplex fonctionnant sur le principe de
’utilisation de plusieurs couples d’amorces (au moins 3 différentes) dans la méme réaction
permettant la recherche de segments d’ADN différents. Cette approche permet I’amplification
de plusieurs amplicons a la fois. Les segments d’ADN recherchés sont de tailles suffisamment
différentes, permettant d’utiliser cette méthode comme outil d’identification bactérienne. De
plus, cette approche permet également 1’amplification de plusieurs génes tels que les génes de
virulence, les genes de résistance aux antibiotiques. La présence de plusieurs amorces dans un
seul tube pour PCR peut poser de nombreux problemes tels que la formation de dimeres
d’amorce et la discrimination d’amplification de fragments d’ADN plus longs. Pour ce type
d’amplification, des amorces ayant des températures d’hybridation semblables ainsi qu’une
longueur des produits amplifiés comparable doivent étre utilisées. En revanche, les grandes
différences de longueur d’ADN cible favoriseront I’amplification de la cible la plus courte par
rapport a la cible la plus longue. Ce qui aboutit a des différences de rendement de produits

amplifiés.
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Systéme Méthode Panels commercialisés cibles Genes de Délais de

résistance résultats

Techniques d’amplification
Film array® PCR multiplex Respiratoire 16 & 24 cibles MecA 1h15
(Biofire/Biomérieux) LCR (bactéries, levures, virus) Van A/B
(96) Hémoculture KPC

Selle

Infection ostéo-articulaire en

développement
Unyvero® (Curetis) (97) PCR multiplex Respiratoire 21 a 52 cibles (bactéries, 16a22 4h30

Hémoculture levures, virus, toxines) genes

Infection intra-abdominale

Infection ostéo-articulaire
Prove-it® (Mobidiag) PCR +hybridation sur ~ Hémoculture > 60 bactéries et levures MecA 3h30
(98) sonde Infection ostéo-articulaire Van/B
e-plex® (GenMark) PCR multiplex Respiratoire 25 a 58 cibles (bactéries, 10 genes 1h30
(99) microfluide Hémoculture virus, levures)
Verigene® Microarray Respiratoire 9 a 21 cibles (bactéries, 9 génes 2h30
(Nanosphere) Hémoculture virus, levures, toxines)
(100) Selle

Tableau 8. Exemple de systémes commercialisés

- Prove-it Bone and joint®

Le test Prove-it Bone and joint® (Mobidiag, Helsinki, Finlande) est le premier test de PCR
multiplex permettant le diagnostic des infections ostéo-articulaires. Il est basé sur la
technologie des puces a ADN. Il combine PCR multiplex et hybridation sur sonde. Cette
technologie permet I’identification de plus de 60 bactéries et marqueurs de résistance tels que
les génes mecA, vanA, vanB directement a partir de 1’échantillon clinique et sans culture
bactérienne préalable. L’extraction de I’ADN se fait directement a partir d’un échantillon de
biopsie osseuse, de tissu ou de liquide synovial. La détection simultanée de nombreuses cibles
bactériennes et la détermination de leur profil de sensibilité aux antibiotiques permettraient la
mise en place d’une antibiothérapie adaptée plus rapidement. Le test dure environ 3h30
excluant 1’extraction de I’ADN (98).

La performance du test Prove-it Bone and joint® a été évaluée a travers différentes études.
D’aprés Hinic et al, les résultats des prélévements ostéo-articulaires testés ont été comparés
avec ceux obtenus par la culture. La sensibilité était de 62,7% pour le test Prove-it Bone and
joint® et de 57,7% pour la culture (101).

Metso et al ont quant & eux évalué Prove-it Bone and joint® sur 61 prélévements ostéo-
articulaires. La sensitivité et la spécificité du test étaient respectivement de 82% et 95%. Neuf
patients avaient recu une antibiothérapie préalable, le test Prove-it Bone and joint® avait
détecté des micro-organismes dans 6 des 9 prélévements contrairement a la culture qui n’avait

été positive que dans 2 cas sur 9. (102).
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Prove-it Bone and joint® est un outil intéressant, fournissant des résultats préliminaires
rapides en attendant les résultats de la culture. De plus, I'utilisation de ce test chez des
patients ayant déja recu un traitement antimicrobien au moment du prélévement a donné de
trés bons résultats. Cependant, ce test qui nécessite un temps de manipulation assez long
(3,5h) est peu adapté a la routine hospitaliére. Le développement de ce kit est a I’arrét a

I’heure actuelle.

1. PCR amplification 2. Hybridization 3. Detection and analysis
(1,5 hours) (1,5 hour) (1 minute)

Result

DA

Assay time 3,5 hours

Figure 5. Systéme Prove it Bone and Joint® (Mobidiag)

- FilmArray® Bone and joint infection (BJIs)

FilmArray® est un systéme totalement automatisé effectuant une PCR multiplex « niché» en
une heure et ne nécessitant que quelques minutes pour la préparation de 1’échantillon. Il
intégre la lyse de 1’échantillon, I’extraction des acides nucléiques, I’amplification, la détection
et I’analyse. L’amplification des acides nucléiques se fait par PCR « niché » ou nested-PCR
en deux étapes successives. La premiére PCR multiplexée va amplifier toutes les cibles du
panel, tandis que la deuxiéme PCR va amplifier chaque cible individuellement a I’aide de
couples d’amorces internes au produit de la premiére PCR. Plusieurs panels syndromiques
sont actuellement commercialisés, ils ciblent les infections respiratoires, les infections neuro-
méningées, les hémocultures et les infections gastro-intestinales. Le Panel FilmArray® BJls

est en cours de développement, il permet la détection de bactéries a Gram positif, de bactéries
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a Gram négatif, de levures ainsi que certains marqueurs de résistance aux antibiotiques
(103)(104).

Figure 6. Systéme FilmArray® Bone and Joint (Biomérieux)

Monteix et al ont testé le FilmArray® BJI sur des échantillons osseux, des liquides synoviaux
et des tissus mous. Les résultats préliminaires montrent une bonne corrélation entre
FilmArray® BJI et la culture. Cependant le filmArray® présente une mauvaise sensibilité

dans la détection des genes mec A/C (105).

- Unyvero ITI®technology

L’ensemble de mon travail a consisté a évaluer cette nouvelle technologie.

e Présentation de 1’automate Unyvero

L’automate Unyvero de la société Curetis® est un systéme entiérement automatisé et intégré
permettant de transformer un processus de laboratoire complexe en une tache facile a mettre
en ceuvre. Il est composé de 3 modules. Le module Unyvero L4 Lysator pour lyser les
échantillons, le module Unyvero A50 Analyzer pour le traitement de I’Unyvero cartridge
spécifique d’une application, et I’Unyvero Cockpit C8, unité centrale permettant 1’interaction
avec I’utilisateur a travers un écran tactile et un logiciel spécifique. Un Unyvero cockpit peut
étre connecté a deux Unyvero L4 lysator en méme temps et a 4 Unyvero A50 analyzer

permettant de traiter simultanément jusqu’a 8 échantillons.
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UNYVERO L4 LYSATOR UNYVERO C8 COCKPIT UNYVERO AS0 ANALYZER
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UNYVERO APPLICAT

Figure 7. Présentation de I'Unyvero System: 1’Unyvero L4 Lysator, I’'Unyvero C8 cockpit, ’'Unyvero A50 Analyzer de
gauche a droite (Curetis)

L’unyvero L4 Lysator effectue la lyse de I’échantillon natif, il peut traiter jusqu’a 4
échantillons maximum en parallele. La technologie brevetée pour la préparation d’échantillon
Unyvero, qui combine différents produits chimiques, un actionnement mécanique novateur et
la lyse thermique, permet de traiter une large variété d’échantillons complexes comme les
expectorations, les lavages broncho-alevéolaires, les selles, les tissus mous, les cathéters,
I’'urine et les hémocultures. Cette technologie qui garantit un haut rendement d’ADN aprés
extraction n’est pas sans contrainte. En effet le temps nécessaire pour lyser 1’échantillon est
de 30 minutes. De plus cette étape n’est pas incluse dans le processus automatisé.

L’unyvero AS50 Analyzer assure le traitement automatique de I’Unyvero cartridge. Il se
compose d’éléments mécaniques, électroniques et optiques qui permettent de controler
I’ensemble du traitement des échantillons et des étapes d’analyse a I’intérieur de la cassette
scellée. 11 peut traiter jusqu’a deux cassettes Unyvero Cartridges indépendamment 1’une de
I’autre et exécute automatiquement 1’isolation et la purification de I’ADN ainsi que son
amplification spécifique par PCR multiplex et sa détection par hybridation sur sonde.
L’Unyvero Analyzer génére des informations diagnostiques complétes en 4 heures sans

aucune intervention de 1’opérateur.
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L’Unyvero C8 cockpit controle I’Unyvero lysator et I’'Unyvero Analyser. Il est équipé d’un
écran tactile et d’un lecteur codes-barres qui permet une lecture automatique rapide du code
barre d’identification de chaque échantillon évitant ainsi les erreurs d’identification patient.
Il permet a I’utilisateur de visualiser et d’interpréter les résultats en fin de réaction grace a un
logiciel d’utilisation aisée, permettant une tragabiliteé compléte via un systeme de code
matriciel, indispensable dans un contexte d’accréditation et d’assurance qualité des

laboratoires.

L’Unyvero System identifie un trés grand nombre d’agents pathogenes a 1’origine de maladies
infectieuses et détecte les principaux geénes de résistance aux antibiotiques associés en 4 a 5
heures permettant un gain de temps non négligeable dans la prise en charge des infections.
L’analyse est réalisée directement a partir de I’échantillon clinique.
Plusieurs applications spécifiques de syndromes sont actuellement disponibles :
- L’Unyvero cartridge Pneumonie permet le diagnostic syndromique des infections
respiratoires
- L’Unyvero cartridge Blood Culture (BCU) permet la détection d’agents pathogenes
impliqués dans les bactériémies
- L’Unyvero cartridge Intra-Abdominal Infection (IAI) permet la détection d’agents
pathogénes impliqués dans les infections intra-abdominales.
- L’Unyvero cartridge Implant and Tissue Infection (ITI) permet la détection d’agents
pathogenes impliqués dans 1’infection des tissus mous. Elle a été testée dans le cadre

de notre étude.

Présentation de 1’application Unyvero ITI®

L application Unyvero ITI® (Curetis) est un test ADN semi-quantitatif basé sur I’exécution en
paralleéle de huit réactions PCR multiplex. C’est un test développé pour le diagnostic des
infections ostéo-articulaires et les infections de tissus mous dont les IPD. La technique de
multiplexage spécifique couplée a I’hydridation sur sonde fluorescente permet la détection
d’un large panel de plus de 70 agents pathogénes couvrant a la fois les bacilles a Gram
négatif, les cocci a Gram positif, les anaérobies, les levures et les principaux marqueurs de

résistance aux antibiotiques. Les échantillons pouvant étre analysés sont des biopsies
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osseuses, des biopsies tissulaires ou des échantillons liquides (liquides d’aspirations a la

seringue).

L’unyvero Cartridge ITI ® est une cassette jetable qui contient tous les réactifs nécessaires
a I’analyse. Elle intégre les conteneurs de réactifs, une colonne de purification d’ADN, huit
chambres de PCR indépendantes et le nombre correspondant de matrices, le tampon pour la
purification de I’ADN, les réactifs et les primers associés a des marqueurs fluorescents pour
I’amplification de la PCR, mais aussi des sondes pour 1’hybridation de la matrice.

Toutes les étapes de I’analyse, hormis la préparation de 1’échantillon, sont réalisées a

I’intérieur de la cassette (Extraction, purification, amplification, et détection spécifique).

La cassette est un systeme physiquement fermé, évitant toute fuite potentielle du liquide
d’échantillonnage ou des réactifs et réduit le risque de contamination. Cependant, un
inconvénient est a prendre en compte : la taille des cassettes, qui nécessitera une place
conséquente pour leur stockage dans un laboratoire. De plus il faut également prendre en

considération le surplus de déchet généré par I’utilisation d’une telle cassette.
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Figure 8. Présentation de I'Unyvero Cartridge (Curetis)

1. Emplacement de I’'Unyvero Sample Tube
2. Emplacement de ['Unyvero Master Mix
3. Colonne de purification de I’ADN

4. Chambres de PCR

5. Matrice a membrane
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Universal Bacteria

Staphylococcus aureus

Coagulase negative staphylococc *
Streptococcus spp.”

Streptococous pneumoniae
Bacténes Gram-positif Streptococcus agalachiae
Streptococcus pyogenes / dysgalachiae
Granulicatella adiacens
Abiotrophia defectiva
Enterococcus spp.

Enterococcus faescalls
Corynebacteriaceae Corynebacterium spp."

2 Le texte ci-dessous comporte de plus amples informations sur cet analyte.
incl. . saprophyticus, 5. hominis, S. epidermidis, 5. warneri, 5. haemolyticus, 5. capifis, 5. lugdunensis

incl. 5. pneumoniae, 5. mitis, 5. pyogenes, 5. agalactiae, S. sanguinis, 5. dysgalacfiae subsp. dysgalactiae, 5. dysgalaciiae
subsp. equisimilis, 5. gordomiil

incl. E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. avium, E. hirae, E. durans, E. raffinosus
8 y compriz C. jeikeium, C. belfanti, C. amycolatum, C. siratum, C. aurimucosum

Tableau 9. Panel de cocci a Gram positif testé par I'Unyvero® ITI Technology (Curetis)

Escherichia coli

Enterobacter cloacae complex’
Enterobacter acrogenes

Profeus spp.”

Klebsiella pneumoniae”
Klebsielia oxytoca

Klebsiella variicola™

Citrobacter freundi / kosen
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii complex”’
Propionibacterium acnes
Anaérobies Finegoldia magna

Bacteroides fragilis group’
Candida spp.’

Candida albicans

Fungi Candida tropicalis

Candida glabrata

Issatchenkia onentalis (C. krusei)

Enterobactenaceas

MNon-fermenting bacteria

T incl. E. cloacae, E. amnigenus, E. asburiae, E. hormaechei
8 incl. P. vulgaris, P. mirabilis, P. penneri, P. hausen

s incl. Klebsiella pneumoniae Cluster kp | + Il, Alves ef al., J Clin Microbiol, 44{10), 2006 inkl. Kiebsiella pneumoniae subsp.

ozaenae
Klahsiela variicola (Cluster kp 1lI; identifée auparavant K. pneumoniae, classifidée comme espéce séparée en 2004)
incl. A. baumannii, A. oleivorans, A. calcoaceticus, A. pittii

12 incl. B. fragilis, B. thetaiotacmicron, B. ovatus, B. uniformis
Le texte ci-dessous comporte de plus amples informations sur cet analyte.

Tableau 10. Panel de Bacille & Gram négatif testé par I'Unyvero® IT1 Technology(Curetis)



Roberts et al., FEMS Microbiol Lett,

enmmA Macrolides/Lincosamides 282(2), 2008
emC Macrolides/Lincosamides ?gf(ez?zﬁuag" FEMS Microbiol Lett,

mecA Oxaciline/Méthicilline Sarvalho ef al., Braz J Infec Dis, 14(1),

Katayama ef al, Antimicrob Agents
Chemother, 44(6), 2000

- Cetinkaya et al, Clin Microbiol Rev.
vanh Glycopeptides 13(4)-686-707, 2000.

Cetinkaya et al., Clin Microbiol Rev.

mecC (LGAZ251) Oxacilline/Meéthicilline

vang Giycopeptides 13(4):686-707, 2000.

aac(6’Vaph(2”) Aminoglycosides Shaw et al., Microbiol Rev, 57(1), 1993

aachd Aminoglycosides Shaw ef al., Microbiol Rev, 57(1), 1993

che ™ Céphalospoerines de 3e géné- | Bonnet ef al., Antimicrob Agents Chemo-
ration, classe A ther, 45(3), 2001

imp™® Carbapénémes, classe B Kawa ef al., J Clin Micobiol ., 34(12), 1996

kpc" Carbapénémes, classe A ?#;?nan et al., Clin Microbiol Rev, 20(3),

18 Les résistances aux antibiotigues induites par les béta-lactamases suivent la classification d'Ambler. Les couvertures ont
&té établies par méthode BLAST.

y compris les variantes cliniques pertinentes cix-M3, cfx-M10, cix-M15, cfx-M35

Variantes clinigues pertinentes, dont impt a imp 10, imp13, imp16, imp19 et imp25

kpct & kpe22

Tableau 11. Panel des marqueurs de résistance testé par I'Unyvero® ITI Technology (Curetis)

L=

20

21

e Mise en pratique de I’application Unyvero ITI®

Les échantillons solides ou liquides sont transférés dans I’Unyvero Sample tube. Les
biopsies osseuses ou tissulaires sont au préalable dilacérées dans de I’eau stérile. La taille des
fragments transférés dans 1’Unyvero Sample tube ne doit pas dépasser 9 mm?3. L’Unyvero
sample tube permet un traitement optimisé de 1’échantillon du patient. 1l contient des perles
de verre mais aussi un tampon pour la lyse des bactéries et la liquéfaction de I’échantillon. La
lyse est a la fois mécanique, chimique et thermique. Dans le cas de fragments osseux ou
tissulaires, les fragments sont déposés dans I’Unyvero Sample tube et 150 uL de I’Unyvero
Sample Pre-Treatment Tool qui est un tampon permettant la préparation et le traitement des
échantillons sont ajoutés aux fragments. Dans le cas d’un prélévement liquide, 180 pL de
prélevement sont déposés directement dans I’Unyvero Sample tube. Ce tube est ferme
hermétiquement et définitivement par ’Unyvero Tube Cap. Il contient de la protéinase K
ainsi qu’un géne de contrdle synthétique qui fait office de contrdle interne et qui va subir
toutes les étapes du processus intégré. L’Unyvero Sample tube ainsi fermé est ensuite inséré

dans I’Unyvero Lysator. La lyse dure environ 30 minutes.
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L’unyvero Master Mix tube contient la Tagq polymérase, les tampons de PCR et les

nucléotides, réactifs nécessaires a 1’amplification de I’ADN, il se conserve a -20°C. Une fois

la lyse terminée, I’Unyvero sample Tube et L’Unyvero Master Mix sont insérés dans

I’Unyvero cartridge elle-méme chargée dans 1’Unyvero Analyser et traitée de maniére

entierement automatique. Cette étape dure environ 4h au cours de laquelle plusieurs processus

vont se mettre en place :

I’extraction d’ADN qui se fait grace a une colonne de purification en silice. Cette
technologie est largement utilisée plus simple et plus rapide que 1’extraction
organique. L’ADN est absorbé spécifiquement sur la membrane de silice en présence
de certains sels et a un pH particulier. Les contaminants cellulaires sont éliminés par
les différentes étapes de lavage. L’ADN est finalement élué dans un tampon faible en
sel ou tampon d’élution.

I’amplification de ’ADN dans 1’Unyvero Cartridge se fait par une technique de PCR
multiplex point final. Chaque cycle de PCR est constitue de 3 étapes: une
dénaturation par chauffage afin de séparer les deux brins qui le compose, une
hybridation par les amorces spécifiques couplées a des marqueurs fluorescents aux
extrémités de la séquence recherchée, puis une élongation opérée grace a I’ADN
polymérase. L’Unyvero Cartridge ou se déroulent les réactions de PCR multiplex
destinées a identifier les microorganismes et leurs marqueurs de résistance est divisé
en huit chambres de PCR indépendantes les unes des autres pour des raisons
techniques notamment de température, d’hybridation des couples d’amorces, de

proximité des séquences nucléotidiques.

Bacteroides fragilis group

Abiotrophia defectiva

aac(6')laph(2”) aachd

ermC

Coagulase negative sta-
phylococci (CNS)

Candida albicans

ermi

Finegoldia magna

Corynebacterium spp

Citrobacter freundiilkoseri

ndm

Granulicatella adiacens

Enterococcus faecalis

Enterococcus spp.

Propionibacterium acnes

Staphylococcus aureus

Streptococcus spp.

Streptococcus agalactiae

Streptococeus pneumo-
niae

vanh

vanB

Streptococcus pyo-
genes/dysgalactiae

Acinetobacter baumannii
complex

Enterobacter asrogenes

Universal Bacteria

Enterobacter cloacae
complex

ctx-M imp Candida glabrata Escherichia coli
Kiebsiella pneumoniae Klebsiella oxytoca Candida spp. Kpc
Kiebsiella varicola mecA Candida tropicalis mecC

oxa-23

Proteus spp.

Issatchenkia orientalis
(Candida krusei)

oxa-48

oxa-24/40

Pseudomonas aerugino-

Sa

oxa-58

Vi

Tableau 12. Distribution des marqueurs génétiques par chambre de PCR dans la cartouche ITI (Curetis)
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I’hybridation de ’ADN se fait sur microassays ou puce a ADN au niveau de
I’Unyvero Cartridge. Cette cartouche contient 8 matrices a membrane indépendantes
les unes des autres, chacune possédant 4 a 6 sondes. Ces matrices de faible densité
permettent la détection finale de ’ADN grace a une lecture optique des amplicons
marqués par fluorescence. Les puces a ADN reposent sur le principe de
complémentarité des brins de la double hélice d’ADN. Ce sont des supports en verre,
en silicium ou en plastique de petite taille (de I’ordre de 25x75mm) sur lesquels sont
fixés des milliers de séquences d’ADN. Ces séquences d’ADN fixées sur la puce sont
appelées par convention les sondes. Elles sont soit synthétisées directement soit
greffées aprés synthése (plus économique) et sont caractéristiques d’autant de genes.
Les produits d’amplification marqués par un fluorochrome sont appelés les cibles.
L’hybridation implique la mise en contact des cibles marquées par une molécule
fluorescente avec les milliers de sondes présentes sur la puce. Les cibles reconnaissent
parmi les sondes les séquences qui leur sont complémentaires et s’y apparient. Les
hybrides sondes/ cibles sont ensuite imagés via un scanner, répétés et quantifiés grace
a leur fluorescence. Cette multitude de sondes présente sur ces puces permet de
détecter et d’analyser un grand nombre de génes. Une caméra optique permet ensuite
de mesurer I’intensité de la fluorescence émise par les amplicons apres hybridation

sur les sondes nucléiques (106).

&

Master Mix

Prélévement l
-

| na 5
i= ' ' -
2N j""\n;‘ = - =

=

%

Unyvero Sample Tube l -
Lysator Gassette Analyzer
30 minutes 4h30

Figure 9. Mode opératoire du systéme I'Unyvero® ITI Technology
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A T’heure actuelle quelques études ont été réalisées afin d’évaluer cette technique moléculaire
innovante ayant mis au point un panel ciblant des pathogénes fréquemment impliqués dans
les infections ostéo- articulaires ou les infections des tissus mous. Cependant aucune étude
n’a été menée sur les UPD.

En 2017 Malandain et al ont testé les performances du test ITI et ont comparé les résultats
avec la culture traditionnelle et la PCR universelle 16S. Quatre cent quatre-vingt quatre
échantillons de différents types (biopsies osseuses, tissus autour de prothese, liquide synovial)
de patients souffrant d’infections ostéo-articulaires sur prothese ont été testés. Le taux de
concordance du test Unyvero avec la culture était de 58,1 % et avec la PCR ARNr 16S de
70,1%. L’étude a conclu a un manque de détection de la part du test moléculaire lorsque
I’inoculum bactérien était faible, mais qu’il était intéressant de I’utiliser lorsque des patients
avaient recu une antibiothérapie au préalable (107).

En 2015 Borde et al ont mené une étude prospective chez 28 patients en comparant la PCR
16S et ’outil Unyvero® a la culture. Le taux de concordance de 1’outil Unyvero avec la
culture était de 82 % et avec la PCR 16S de 96 %. Le faible nombre de patients inclus dans
I’étude peut expliquer la différence de résultats obtenus avec I’étude précédente. Les
performances de la technique ne peuvent pas véritablement étre évaluées avec un nombre de
patients aussi faible (108).

En 2015 Rodriguez-Sevilla et al ont également évalué cette technique en menant une étude
prospective sur 27 patients. Les résultats des cultures réalisées a partir des liquides de sonicats
de prothése ont été comparés avec les résultats obtenus avec I’outil Unyvero®. Les
sensibilités et les spécificités par échantillon étaient respectivement de 73% et 90% pour la
culture et de 83,3% et 94,7% pour I’outil Unyvero®. Les sensibilités et spécificités par
patients étaient respectivement de 90% et 98,9% pour la culture et de 90 & 94% pour 1’outil
Unyvero®. Les performances de 1’outil Unyvero® apparaissent meilleures que celles de la
culture sur sonicat (109).
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Partie 1l : Evaluation de I’Unyvero® ITI
technology comme outil d’identification
bacterienne et de detection des marqueurs
de reésistance aux antibiotiques associes a
partir d’échantillons cliniques.
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1. Objectif de notre étude

Le but de notre étude a été d’évaluer les performances de 1’automate Unyvero® ITI
technology commercialisé par la société Curetis dans le cadre de la prise en charge des IPD.
Cette stratégie innovante de PCR multiplex permet une identification bactérienne et une
détection des principaux marqueurs de résistances aux antibiotiques en 4h a 5h environ
directement a partir des prélevements. Dans le cadre de notre étude nous avons
majoritairement étudié des biopsies osseuses mais aussi quelques biopsies tissulaires et

écouvillonnages profonds.
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2. Performance of Unyvero® ITI technology in the management of
Diabetic foot infection

Cette étude a été menée au laboratoire de microbiologie du CHU de Nimes entre le 1*
Décembre 2016 et le 31 Mai 2017. Cette étude est la premicre a évaluer I’Unyvero ITI
technology chez des patients diabétiques atteints d’ulcére de pied. Un panel de 79
prélevements a été étudié comprenant 33 biopsies osseuses transcutanées effectuées au lit du
patient, 26 biopsies osseuses réalisées au bloc opératoire, 11 biopsies tissulaires et 9
écouvillonnages profonds.

Les prélevements recus au laboratoire ont été analyses a la fois par culture conventionnelle et
par I’'Unyvero® ITI technology. Pour chaque prélévement, les résultats obtenus par
I’Unyvero® ITI technology ont été comparés aux résultats obtenus par la culture
conventionnelle considérée dans notre étude comme le « Gold Standard ». Toutes les
discordances ont été confirmées par une troisiéme méthode basée sur I’amplification de
séquences spécifiques par PCR ou sur I’amplification de I’ARN 16S. Les discordances ont été
classées soit en faveur de la culture soit en faveur de la PCR multiplex.

Cette étude a permis d’évaluer cette nouvelle technique moléculaire innovante dont la rapidité
de rendu des résultats constitue un réel atout permettant aux cliniciens d’adapter
I’antibiothérapie dans les meilleurs délais. La place d’un automate tel que celui—Ci reste a
déterminer au sein du laboratoire, le colt élevé ne permettant pas de 1’utiliser en

systématique.
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ABSTRACT

Objectives: Diagnosis of Diabetic Foot Infections/Osteomyelitis (DFOM) requires deep
sample (tissue or bone) biopsies resulting in a long incubation period (14 days) in
bacteriology labs. New molecular tools can decrease the identification time of pathogenic
bacteria involved in bacterial infections. The aim of this study was to evaluate the
performance of Unyvero ITI® technology (Curetis), a multiplex PCR method detecting
microorganisms in 5 hours.

Methods: We performed a prospective study in our Diabetic Foot reference center in Nimes
University Hospital (France) from 1% December 2016 to 31% May 2017. We compared the
Unyvero ITI® PCR to conventional culture incubated for 14 days. The presence of bacteria
detected by PCR was confirmed by specific PCR and 16S rDNA PCR followed by
sequencing.

Results: In total, 79 patients with suspected DFOM were included and 177 bacteria were
isolated by culture (2.2 per patient). The concordance level between Unyvero® assay and
cultures was 66.7% (65.0-68.4). Among the discrepancies, 31 (52.5%) microorganisms were
not present in the ITI® panel and 20 of the bacteria in the panel (33.9%) concerned
pathogenic bacteria. Unyvero ITI® PCR allowed the detection of 28 microorganisms (15.8%)
not detected by cultures; 18 of which (64.3%) were pathogenic.

Conclusion: Although routine culture is essential in DFOM, the Unyvero ITI® PCR
represents an interesting additional solution and may enable clinicians to adjust antimicrobial
treatment earlier to facilitate patient management and outcomes as well as antimicrobial

stewardship.

Keywords: Diabetic foot osteomyelitis, Microbial diagnosis, Multiplex PCR, Unyvero i60

ITI® system
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Introduction

Diabetic foot ulcers are one of the most serious health problems related to diabetes mellitus
[1]. About 15-20% of the 420 million diabetic patients develop skin wounds across their
lifespan [2]. Diabetic foot osteomyelitis (DFOM) is a consequence of the spread of the skin
tissue infection to the contiguous bone and joint structures underlying a foot ulcer, supported
by arteriopathy and neuropathy [3]. Many factors contribute to delay wound healing and may
increase the risk for developing DFOM. Depending on the setting and severity of infection,
prevalence of bone involvement ranges widely from 10% to 60% [4]. Thus this complication
IS a major cause for lower-limb amputation in diabetic patients [1]. In France, DFMO is
responsible for 8,000 amputations per year, representing the leading cause of this surgery [5].
DFOMs are usually polymicrobial [6]. An exhaustive knowledge of the types of bacteria
responsible for the bone infection would help to determine the optimal treatment of the
infection in order to avoid amputation [7]. Failure to follow these recommendations results in
unnecessary antimicrobial treatment, leading to emergence of multidrug-resistant organisms,
which in turn increases therapeutic failures, healthcare costs and possibly causes drug-related
adverse events [8].

One of the main difficulties is the early diagnosis of DFOM. However, in contrast to diabetic
foot infection (DFI), DFOM diagnosis must be based on microbiological documentation, for
which it is recommended to obtain bone samples after 2 weeks of antibiotic therapy washout
[9]. Moreover, the majority of the bacteria involving DFOM have the capacity to form
biofilms [9]. The biofilm organization causes a lengthy delay between bone biopsy and the
results (=14 days). Thus the diagnosis of DFOM takes approximately 1 month in total [9]. To
decrease this delay, future technologies, notably molecular tools, could help microbiologists
and clinicians [10]. The aim of this study was to assess a commercialized multiplex PCR test
dedicated to bone and joint infection diagnosis (the ITI® cartridge, Unyvero system, Curetis)

to diagnose DFOM. We compared the results with those of culture and 16S rDNA PCR
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performed on bone biopsies collected in our Diabetic Foot reference center in Occitanie

Region (France).

Materials and methods

Study design

This study was approved by the institutional review board and carried out in accordance with
the Helsinki Declaration as revised in 2000. From 1% December 2016 to 31% May 2017, all
diabetic patients managed in the 2 diabetology Departments of the Nimes University Hospital
with a documented DFI were included prospectively and consecutively in the study. The
following inclusion criteria were used: 18 years of age or older, clinical signs of infection and
without systemic antibiotic treatment in the previous 15 days. All wounds were assessed for
presence and severity of infection by a trained diabetologist using the IDSA-IWGDF
classification system [11,12]. Patients were suspected of having osteomyelitis of the foot if
they had at least 2 of the following clinical criteria: i) a wound whose duration was > 2 weeks
located above an underlying bony prominence, with an area > 2 cm? or a depth > 3 mm, ii) a
positive probe-to-bone test and iii) abnormalities consistent with the diagnosis of
osteomyelitis either on plain X-rays, radionuclide procedures (3-phase bone scan and/or
labeled leukocyte imaging), or magnetic resonance imaging. A clinical follow-up at 1 month
was made. Epidemiological and clinical data were gathered for all patients.

After wound debridement, samples for bacterial culture were obtained by transcutaneous bone
or tissue biopsy performed by a trained orthopaedist using the procedure previously described
[13]. All the samples were immediately sent to the Department of microbiology. The samples
were crushed and divided in 2: 1 for conventional routine culture, and 1 for the Unyvero ITI®
PCR. The 2 analyses were performed by 2 independent biologists blinded to the results of the

method used (conventional culture vs PCR).

Conventional microbiological method
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Tissue and bone samples were cultured following the European guidelines [14]. Additionally,
a Schaedler broth was inoculated by bone biopsy. All the media were incubated for 14 days.
Genus and species of all the isolates were determined using the Vitek® MS and Vitek® 2
systems (BioMeérieux, Marcy-I’Etoile, France). Susceptibility of antimicrobial agents was
tested by the disk diffusion method (BioRad, Marnes La Coquette, France) on Mueller-Hinton
agar with or without horse blood according to the recommendations of the EUCAST-SFM
2017 (http://mwww.sfm-microbiologie.org). Susceptibility to methicillin was screened by agar
diffusion using cefoxitin disks (BioRad). In addition, MICs of carbapenems were determined
by the Etest method (BioMeérieux). All the results were interpreted as specified by the

EUCAST-SFM criteria.
Multiplex PCR cartridge system

The study evaluated the Version 2 of Univero i60 implant and tissue ITI® mPCR system
(Curetis). This PCR cartridge offers a panel with 52 pathogens to genus level (15 bacteria and
yeasts to species level) and 19 antimicrobial resistance markers. The test can detect a panel of
the most frequently found bacteria in DFI/DFOM, along with the most common antibiotic
resistance markers. The test was used as recommended by the manufacturer. Briefly, 180 pl
of the dilacerated bone and tissue biopsies was transferred into a sample tube. Sample lysis
was performed with a 30-min protocol including mechanical, thermal, chemical and
enzymatic sample treatment. The pretreated sample tube was then inserted into a cartridge.
Finally, the cartridge was inserted into the analyzer module. Internal controls were performed
in every PCR run. Results were obtained after approximately 4 h 30, and quantified by image

processing with the manufacturer's software (Unyvero operation software OS 3.0).
Additional molecular analyses

To confirm the different results obtained, 16S rRNA gene PCR and/or Denaturated-

Gradient Gel Electrophoresis were performed in parallel with cultures from the same
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suspension as previously published [15].

Confirmation of the presence of mecA gene, ESBL-encoding genes and carbapenemase-
encoding genes was done by PCRs using specific primers and confirmed by sequencing the
PCR products as previously described [16-20].

Statistical analysis

The analyses were merely descriptive: data were given as numbers and percentages.
Concordance rates between the Unyvero ITI® results and culture or 16S rRNA gene PCR
results were done. The performances of the Unyvero ITI® PCR assay were determined by
calculating sensitivities, specificities, negative (NPV) and positive (PPV) predictive values
compared to long-term bacterial culture (gold standard). Statistical analyses were performed

using GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, USA).

Results

Clinical data

Among the consecutive 142 eligible cases (patients with a DFI) during the study period, 94
were pre-included and 48 excluded because of the absence of deep infections. Among the 94
cases, 15 were secondly excluded because of wrong samples or error in diagnosis (Figure 1).
Finally 79 patients were definitively included. The demographic and clinical characteristics of
these patients are shown in Table 1. Most of the included patients were male (78.5%) with a
median age of 69.8 years (31-94). All the DFI were classified as grade 3 or 4. For 31 patients
(39.2%) the current wound was the first episode of ulceration. Sixty-five ulcers (82.3%) were

associated with osteomyelitis. Fifteen patients (19%) had a history of lower limb amputation.

Culture results
In total, 177 strains were isolated from 79 samples corresponding to a mean number of 2.24

isolates per sample. Eight samples (10.1%) remained sterile in culture, 21 (26.6%) were
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monomicrobial and the remaining 50 (63.3%) were positive for several microorganisms
(Figure 1, Table 2). Aerobic Gram-positive cocci were the most commonly isolated
microorganisms (45.2% of all isolates). Among them, S. aureus was the most frequent
pathogen isolated: 34 isolates (19.2% of all the microorganisms) representing 42.5% of the
Gram-positive cocci. Aerobic Gram-negative bacilli represented 27.7% of all those isolated,
mostly enterobacteria (83.7% of Gram-negative bacilli). Finally, anaerobes and aerobic

Gram-positive bacilli represented 16.4% and 10.7% of all isolates, respectively.

Concordance analysis between Unyvero ITI® and culture results for the samples

The results obtained are shown in Figure 1.

In total, 34 out of 79 samples were concordant for the pathogen identification, leading to a
concordance rate of 43% (41.9%-47.2%). All the samples that were sterile in culture were
negative with the Unyvero ITI® PCR (n=8). For both monomicrobial and polymicrobial
positive-culture samples, 26 out of 71 samples (36.6%) were also positive for the same
bacteria with the Unyvero ITI® PCR. Of the 45 discordant results, 12 (26.7%) were negative

with the Unyvero ITI® system but positive in culture.

Concordance analysis between Unyvero ITI® and culture results for the microorganisms

The results obtained are shown in Table 2.

In total, 118 out of 177 microorganisms were concordant between culture and Unyvero ITI®
results, leading to a concordance rate of 66.7% (65.0-68.4). The overall performance of
Unyvero ITI® system was: sensitivity 66.7%, specificity 98.2%, PPV 80.8%, NPV 96.3%
and accuracy 95.0% (Table 3).

Among the 59 discordant pathogens (culture + and PCR -), 31 were not present in the ITI®

panel, generating a concordance rate of 80.8% (78.4-83.2). Twenty of the remaining 28 other
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pathogens included in the ITI® panel belonged to “classical’ pathogens (not to commensal or
low-virulent flora) involved in DFI.

For the 12 samples with a negative ITI® PCR but a positive culture, 26 microorganisms were
identified of whom 15 were included in the panel (Table 4). Interestingly, nine of these 15
pathogens presented an inoculum effect because these bacteria had fewer than 5 colonies on
culture media and were obtained after 2.9 days (£2). The majority of these patients (9/12)

received an antibiotic treatment, but five had an amputation.

Concordance analysis between Unyvero ITI® and other molecular tools

The 16S rDNA PCR and DGGE confirmed all the results found with the Unyvero ITI®,
leading to a concordance rate of 100%. Thus 28 microorganisms from 19 samples were
detected with ITI® Unyvero while they were absent in culture. No samples presented
negative culture. The ITI® Unyvero detected either 1 bacteria more (n= 13) or more than 2
(n=6). Eighteen belonged to classical pathogens. The Unyvero ITI® PCR increases the

sensitivity of the culture to 15.8%.

Detection of antimicrobial resistance

The Unyvero ITI® technology is capable of detecting 19 antibiotic resistance markers. We
therefore focused our analysis to Extended Spectrum B-Lactamases (ESBL), carbapenemases
and presumptive Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), as these resistances
are clinically significant.

Although no strain presented ESBL or carbapenemases phenotypes in culture, the blaCTX-M
and the blaOXA-23 genes were detected by the ITI® Unyvero PCR. These results were
confirmed by specific PCR. The two isolates corresponded to E. coli and A. baumannii,
respectively. In each case, the follow-up of the DFOM at 1 month showed a poorer clinical

state.
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Six samples were positive in culture: 2 MRSA and 4 meticillino-resistant coagulase negative
staphylococci strains. The mecA genes were detected by Unyvero ITI® PCR in 4 isolates
(66.7%). We noted that the 2 coagulase-negative staphylococci isolates not detected by ITI®

PCR corresponded to negative samples for this system (Table 4).

Discussion

Our present evaluation of the Unyvero ITI® PCR assessed for the first time to our knowledge
the potential of identification of bacterial species and some resistance genes of
microorganisms involved in DFI and DFOM. The diagnosis of these infections is based on the
conventional culture of specimens from bone biopsies performed either in the operating room
by a surgeon or by percutaneous puncture, or tissue biopsies performed at the patient's
bedside after complete debridement of the wound to limit the risk of contamination by skin
commensal microbiota [9]. The culture has limited sensitivity, particularly when the biofilm,
very common in this type of wound, is present or when patients have already received
antimicrobial treatment [13,21]. Classically in DFOM, this documentation needs 2 weeks of
antibiotic therapy washout and a 2 week period of culture, making the diagnosis of DFOM
particularly long. To decrease this delay, molecular microbiology techniques begin to emerge
mainly based on amplification and sequence analysis of 16S rRNA (e.g. pyrosequencing) or
on multitarget PCRs (e.g. technologies developed by Mobidiag™, Curetis™) [10]. These
tests provide identification and antibiotic resistance markers within hours, whereas results of
conventional microbiology culture are not available for at least 24 to 48 hours for
identification and 48 to 72 hours for antibiotic resistance testing, reducing the time to
initiation of appropriate antibiotic therapy. Here, we observed that the Unyvero ITI® PCR
presents a concordance rate of 66.7% compared to conventional culture even though the panel
of pathogens was not specific to all the pathogens identified in this clinical situation. This rate

reached 80.8% if we focused on microorganisms in the panel of the PCR. Interestingly, 18 out
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of 31 microorganisms of the panel corresponded to commensal microflora with low virulence
potential (e.g. coagulase negative staphylococci, a-hemolytic Streptococcus, Corynebacteria).
Therefore, the Unyvero ITI® system accurately identified the main pathogens involved in
DFOM. Moreover, as the result is reported in approximately 5 hours (with a limited technical
time), it shows a clear advantage compared to routine laboratory procedures and it is the only
rapid solution available to date. Finally, Unyvero ITI® technology makes it possible to study
different types of samples such as tissues, liquids, and even bone samples, which is essential
given the diversity of DFI samples received in the laboratory.

If we excluded the microorganisms not included in the panel, the highest number of
discrepancies of the Unyvero ITI® occurred for P. mirabilis (4 out of 8 not detected),
S.aureus (7 out of 36), E. faecalis and C. koseri (2 out of 7) (Table 2). For S. aureus,
E. faecalis and C. koseri, all the isolates presented an inoculum effect because these bacteria
had less than 5 colonies on culture media. Moreover, using 16S rDNA PCR, the threshold
cycle (Ct) obtained for the detection of these bacteria were > 35 cycles, suggesting a low
amount of DNA material. Conversely this effect was not observed for P. mirabilis where all
the bacteria had more than 50 colonies on the media and a Ct between 20 and 30. The
difficulties to detect P. mirabilis could represent a gap in DFI and DFOM diagnosis.
However, its prevalence varied considerably between the regions of the world [22-25]. In our
study, in 3 cases of an absence of P. mirabilis detection, the PCR results were negative while
mono- or polymicrobial infections were detected (Table 4). In the last case, only S. aureus
was detected. However, in 3 out of 4 patients, the antibiotic treatment targeted the pathogen
and an improvement of the wound was observed at 1 month (Table 4). In the last case, an
amputation of the hallux was needed, but this amputation was performed at admission of the
patient initial and no antibiotic was done.

Finally, we noted that the Unyvero ITI® PCR allows the detection of 15% of microorganisms

not detected by conventional culture. The interest of 16S rDNA in bone infections has been
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previously noted [26]. Our work shows the advantage of this approach even if no bacteria

were detected by PCR on culture negative samples.

The second interesting point raised by this study is the description of the DFOM ecology. Our
biopsies showed a polymicrobial situation, a result previously confirmed by pyrosequencing
[6]. Staphylococci represent by far the most common origin of these infections, as previously
observed [25]. Interestingly, we noted the very low rate of MRSA (2/36, 5.5%) confirming
the importance of debridement which causes excision of necrotic soft tissues, devitalized and
contaminated tissues, a clear niche of some multidrug resistant bacteria [9]. One other
important point noted in our study is the importance of anaerobes (16.5%). Synergistic actions
between bacteria can increase the pathogenic potential of the entity. For instance, facultative
anaerobes will consume oxygen and allow growth of anaerobes frequently isolated from these
infections [6]. Thus these bacteria play a clear pathogenic role in DFI [27,28]. In bone, these
bacteria find an environment particularly adapted for their development. Their frequent
presence in DFOM indicates that the preanalytic management of these infections is crucial
(e.g. correct handling of the sample with a quick transport to the lab and immediate
inoculation on reduced blood agar plates). Indeed, the anaerobes are clearly difficult to
cultivate. A thorough control of sampling, transport, inoculation and use of reduced culture
media for the identification of these bacteria will allow the recovery of various types of
bacteria [29,30]. Here, the Unyvero ITI® system is of interest because this PCR detects the
main anaerobes isolated in DFI and is more efficient than the culture (Table 2). In this way,
we identified for the first time to our knowledge the infection due to Granulicatella adiacens,
an anaerobic Gram-positive cocci present in the normal flora of human mouth, genital and
intestinal tracts and previously identified in endocarditis, osteomyelitis, arthritis, sepsis,
implant, or prosthesis-associated infections. There are serious diagnostic difficulties to

identify these bacteria because they are difficult to culture and show non-specific colony
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morphology. They need cysteine and pyridoxine to grow. Even though Schaedler contains L-
cysteine, some strains need additional nutrients not available in routine culture media
[31,32]. The combination of culture and PCR seems necessary to identify all types of present

bacteria in order to optimize antibiotic treatment.

Early susceptibility results are crucial for the initiation of appropriate antimicrobial
therapy for DFI patients, including those in settings challenged by MDR bacteria. Moreover,
it is also known that DFI are responsible for significant morbidity and mortality and their
number continues to increase [2]. To date, no tool gives a fast identification and an orientation
of the resistance profile in less than 5 hours direct from specimens such as positive bone or
tissue cultures. Four recent studies by Borde et al. [33], Hischebeth et al. [34], Malandain et
al. [35] and Villa F et al. [36], have demonstrated the performance of the Unyvero ITI®
system in a routine diagnostic setting of prosthetic and joint infections. However, as the
majority of infections were monomicrobial, these studies have not challenged the instrument
for a polymicrobial diagnosis. In this study, we demonstrated an interesting performance of
this new technology in DFI. Although routine culture is essential in chronic deep infections,
this PCR system may enable clinicians to adjust antimicrobial treatment earlier to facilitate

patient management and outcomes as well as antimicrobial stewardship.
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Figure Legend
Figure 1. Flow chart of the multiplex PCR results according to the culture results.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the study patients

Characteristics Total
Number of patients (total n) 79
Median Age (range) (years) 69.8 (31-94)
Male/female, n (%) 62 (78.4)/ 17 (21.6)
Type 1/type 2 diabetes mellitus 5(8.9)/72 (91.1)
Diabetes duration (years) 17.9+14.3
HbA:c (%), mean 8.13+2.03
Cardiovascular disease
Absence 22 (27.8)
Coronary heart disease 1 24 (30.4)
Peripheral arterial disease 57 (72.2)
Neuropathy 22 (27.8)
Absence 9(11.4)
Sensitive 70 (88.6)
Vegetative 37 (46.8)
Nephropathy?
Absence 21 (26.6)
Microalbuminuria 22 (27.8)
Proteinuria 12 (15.2)
Renal failure 24 (30.4)
Diabetic retinopathy
Absence 35 (44.3)
Non-proliferative diabetic retinopathy 36 (45.6)
Proliferative diabetic retinopathy 8 (10.1)
Previous hospitalization < 1 year 27 (34.2)
Previous antibiotics < 1 month 25 (31.6)
Comorbidities
Hypertension 21 (26.6)
Obesity 55 (69.6)
Sedentary 41 (51.9)
Dyslipidemia 49 (62.0)
History of ulcers 31 (39.2)
History of lower limb amputation 15 (19.0)
Minor/Major 14 (93)/1(7)
Osteomyelitis 65 (82.3)
Samples
Bone biopsy 65 (82.3)
Tissue biopsy 14 (17.7)
IDSA/IWGDF infection classification
Grade 3 (moderate) 75 (94.9)
Grade 4 (severe) 4(5.1)

HbAlc: glycated hemoglobin; IWGDF: International Working Group of the Diabetic Foot; IDSA: Infectious
Diseases Society of America
Values are median and interquartile ranges (25th to 75th percentile) or numbers and percentages

2For nephropathy, we used ADA criteria: microalbuminuria and macroalbuminuria were defined by urinary
albumin excretion between 30 and 299 mg/24 h and in excess of 300 mg/24 h, respectively; renal failure was
diagnosed if creatinine clearance was lower than 60 ml/min, using Cockroft and Gault formula.
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Table 2. Repartition of bacterial species found by culture and/or ITI® Unyvero PCR system.

Ecology obtained for:

Discordance according to:

Species? Culture ITI® Culture ITI®*
Gram positive S. aureus 34 29 7 2
cocci S. lugdunensis 7 3 4 0
S. epidermidis 5 4 1 0
S. capitis 3 2 1 0
Other CNS in the panel 9 15 0 6
Other CNS out of panel® 4 0 4 0
S. agalactiae 6 8 0 2
Streptococcus sp. 4 5 0 1
S. constellatus 2 1 1 0
E. faecalis 5 5 2 2
Enterococcus sp. 1 2 0 1
E. avium 1 0 1 0
Gram positive C. amycolatum 2 0 2 0
bacilli C. jeikeium 2 1 1 0
C. aurimucosum 1 0 1 0
Corynebacterium sp. 5 7 0 2
Coyrenbacterium out of panel® 5 0 5 0
D. hominis 4 0 4 0
Gram negative  P. mirabilis 8 4 4 0
bacilli Proteus sp. 2 2 0 0
E. coli 7 7 0 0
C. koseri 7 5 2 0
E. cloacae 7 8 0 1
K. oxytoca 2 2 0 0
K. pneumoniae 1 0 1 0
M. morganii 6 0 6 0
H. alvei 1 0 1 0
P. aeruginosa 6 7 0 1
A. baumannii 1 2 0 1
H. parainfluenzae 1 0 1 0
Anaerobes F. magna 15 14 2 1
B. fragilis 5 6 0 1
P. acnes 0 5 0 5
Granulicatella adiacens 0 1 0 1
Other anaerobes? 5 0 5 0
Actinomyces odontolyticus 2 0 2 0
Truperella bernadiae 1 0 1 0
Fungi Candida sp. 0 1 0 1
Total 177 146 59 28

2 Bold: microorganisms included in the ITI® Unyvero Panel; ®, CNS, Coagulase-negative staphylococci not
included in the Unyvero panel (S. simulans, S. pettenkoferi, S. caprae); ¢, Coyrenbacterium sp. out of panel (C.
pseudodiphteriae, C. striatum, C. xerosis); d, Other anaerobes out of panel (Prevotella sp., Clostridia,
Fusobacterium sp.) ; *, all these results were confirmed by additional molecular analyses.
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Table 3. Evaluation of Unyvero ITI® assays according to the Gold standard (bacterial
culture)

Conventional Culture

Positive Negative Total
ITI® PCR Positive 118 28 146
ITI® PCR Negative 59 1533 1592
Total 177 1561 1738

Data are n. Sensitivity, 0.667; Specificity, 0.982, positive predictive value, 0.808; negative predictive value,

0.963; Accuracy, 0.950.
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Conclusion

Les infections du pied chez les patients diabétiques, sont une complication grave et fréquente,
conduisant a une mortalité et & une morbidité élevées. Leur diagnostic est souvent difficile et
est basé sur un faisceau d’arguments cliniques, radiologiques mais aussi microbiologiques.
Leur prise en charge demeure complexe et nécessite une approche pluridisciplinaire (21).
Depuis quelgues années de nouveaux outils innovants apparaissent sur le marché, permettant
de détecter un large panel d’agents pathogénes et de résistances aux antibiotiques en quelques

heures directement a partir d’échantillons cliniques.

Cette étude est la premicre évaluant le potentiel d’identification d’espéces bactériennes et de
détection de certains génes de résistance de 1’Unyvero® ITI technology sur les IPD et les

ostéites du pied chez le diabétique.

La simplicité d’utilisation de cet automate, ses bonnes performances et la possibilité d’étudier
différents types d’échantillons (liquides, tissulaires, osseux) en font un outil intéressant dans
le diagnostic des IDP et des ostéites du pied chez le diabétique. En effet le résultat apporté en
5h environ présente un net avantage par rapport aux techniques habituelles utilisées au
laboratoire de microbiologie. Le systéme Unyvero® ITI a démontré sa bonne capacité a
identifier les micro-organismes et leurs marqueurs de résistance. De plus, son aptitude a
détecter les principales bactéries anaérobies impliquées dans I’IPD était supérieure aux
performances de la culture traditionnelle. Cependant au cours de cette étude nous avons pu
mettre en évidence certaines faiblesses de la technique notamment dans la détection des
bactéries lorsque I’inoculum bactérien était faible y compris pour les bactéries pathogénes.

L'association de la culture et de la PCR semble importante dans le but d'identifier toutes les

especes bactériennes présentes au niveau de 1’ulcere infecté afin d'optimiser I’antibiothérapie.

Néanmoins le colt de cette technologie reste élevé, et représente un facteur limitant a son

utilisation en systématique. Il conviendra donc de définir la place du test au laboratoire.

L utilisation d’une technologie comme 1’Unyvero® ITI technology, pourrait améliorer la prise
en charge des ostéites chez le patient diabétique car ce systéeme permet un gain de temps
essentiel dans la mise en place d’un traitement antibiotique précoce et adapté afin de limiter

un risque d’évolution défavorable. A I’heure actuelle il s’agit de la seule technologie
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disponible sur le marché permettant un diagnostic rapide et fiable des ostéites du pied chez le
patient diabétique directement a partir des échantillons cliniques.
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Evaluation du systéme Unyvero® ITI dans le cadre de la prise en charge des ostéites du

pied chez le diabétique

Résume :

Le diagnostic des IPD et des ostéites du pied chez le diabétique nécessite la mise en culture
d’¢échantillons profonds (tissulaires ou osseux), durant une longue période d’incubation (de 7
a 14 jours) dans les laboratoires de microbiologie. Les nouveaux outils moléculaires
permettent une diminution considérable du temps d’identification des bactéries pathogénes
impliquées dans les infections bactériennes. Le but de cette étude était d’évaluer les
performances de la technologie Unyvero® utilisant la technique de multiplexage, détectant les
micro-organismes impliqués dans les infections ostéo-articulaires et des tissus mous en 5
heures.

Une étude prospective a été réalisée au Centre de référence du pied diabétique du CHU de
Nimes du 1*" décembre 2016 au 31 mai 2017. Les échantillons ont été analysés a la fois par la
culture conventionnelle (incubée 14 jours) et par I'Unyvero® ITI technology. La confirmation
des résultats obtenus par I’Unyvero® ITI technology a été effectuée par PCR spécifiques ou
par ARNr 16S suivie d’un séquencage.

79 patients ont été inclus dans 1I’étude. 177 bactéries ont été isolées en culture (soit 2.2 par
patient). 31 (17.5%) de ces bactéries n’étaient pas incluses dans le panel Unyvero ITI®. Le
taux de concordance entre 1’'Unyvero® ITI technology et la culture conventionnelle était de
66,7%. Parmi ces discordances, 31 (52.5%) ne concernaient pas des bactéries incluses dans le
panel et 20 (33,9%) concernaient des bactéries pathogénes. L’Unyvero® ITI technology a
permis la détection de 28 bactéries (15.8%), qui n’ont pas été détectées en culture, 18 (64,3%)
étaient pathogénes.

Méme si la culture est essentielle dans le diagnostic des ostéites du pied chez le patient
diabétique, la PCR Unyvero® ITI représente une solution intéressante pouvant permettre aux
cliniciens un ajustement plus rapide de 1’antibiothérapie et donc une meilleure prise en charge

du patient.

Mots clés : Ostéites du pied chez le patient diabétique, Diagnostic microbiologique, PCR

multiplex, Unyvero® i60 ITI systéme.






