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Trouver la bactTrouver la bactéérierie

•• Indispensable pour traiter correctement ces infections.Indispensable pour traiter correctement ces infections.

•• Facile si infection aiguFacile si infection aiguëë,,

•• Souvent difficile si infection chroniqueSouvent difficile si infection chronique

•• Plusieurs prPlusieurs prééllèèvements avant traitement AB ou aprvements avant traitement AB ou aprèès arrêt s arrêt 
prolongprolongéé des AB (3 des AB (3 –– 4 semaines)4 semaines)

•• Isolement laborieux des bactIsolement laborieux des bactééries, ries, 

•• Plusieurs antibiogrammes,Plusieurs antibiogrammes,

•• Identification problIdentification probléématique  (SCN),matique  (SCN),

•• Infections Infections polymicrobiennespolymicrobiennes,,

Importance de la qualitImportance de la qualitéé des prdes prééllèèvements, du transport et vements, du transport et 

des techniques utilisdes techniques utiliséées au laboratoire.es au laboratoire.



QualitQualitéé des prdes prééllèèvementsvements

•• FistuleFistule

•• Pus sur la compressePus sur la compresse

•• L'L'éécouvillon sur la cicatricecouvillon sur la cicatrice

PrPrééllèèvements profonds dans le site de l'infectionvements profonds dans le site de l'infection
•• Liquide articulaire et lavages,  biopsies synovialesLiquide articulaire et lavages,  biopsies synoviales

•• AbcAbcèès sous s sous ppéériostriostéé

•• Ponction mPonction méédullaire, biopsie osseusedullaire, biopsie osseuse

•• PrPrééllèèvements pervements per--opopéératoires (tissus, os, matratoires (tissus, os, matéérielsriels……))

PrPréélever est un geste mlever est un geste méédicaldical

NULNUL



Qualité du transport

•• Ponction Ponction 

–– Seringue bouchSeringue bouchéée e àà θθ
 

°° ambianteambiante
–– Flacons dFlacons d’’hhéémoculture moculture àà 3737°°CC
–– Tube Tube hhééparinparinéé. . 

Pas de transvasement dans un potPas de transvasement dans un pot

•• PrPrééllèèvements pervements per--opopéératoiresratoires

–– pots stpots stéériles spriles spééciaux prciaux préévus pour vus pour 
cet usage, vendus sous emballage cet usage, vendus sous emballage 
ststéérile unitaire .rile unitaire .

•• Milieux de transportMilieux de transport

• Transport rapide 

• < 2 heures

• Protocolisé

• Respect des 
bonnes pratiques



Au laboratoireAu laboratoire

•• TechniquerTechniquer sous PSM 2 (hotte flux laminaire type 2)sous PSM 2 (hotte flux laminaire type 2)

•• Casaque Casaque àà usage unique et Gants stusage unique et Gants stéériles, riles, 

•• MatMatéériel riel àà usage unique,usage unique,

•• Culture sur plusieurs gCulture sur plusieurs gééloses (02, CO2, Analoses (02, CO2, Anaéérobiose), robiose), et danset dans

•• Milieux liquides dMilieux liquides d’’enrichissement Aenrichissement Aéérobie robie etet AnaAnaéérobie,robie,

•• Culture prolongCulture prolongéée au moins 10 jours, mieux 14 jours,e au moins 10 jours, mieux 14 jours,

•• Penser au BK, Penser au BK, 

•• Conserver les prConserver les prééllèèvements jusqu'au rendu des rvements jusqu'au rendu des réésultats,sultats,

•• CongCongéélation des prlation des prééllèèvements pour vements pour éétude ulttude ultéérieure,rieure,



Examen bactériologique

Liquides articulaires :Liquides articulaires :
•• NumNuméération des ration des ééllééments ments 

•• Recherche de cristauxRecherche de cristaux

•• CytocentrifugationCytocentrifugation et colorations et colorations 

•• MGG : Formule des MGG : Formule des ééllééments ments nuclnuclééeses

•• Gram : Recherche de bactGram : Recherche de bactéériesries

PrPrééllèèvements tissulairesvements tissulaires
•• Colorations de frottis Colorations de frottis 

•• MGG : cytologie (PNN, macrophages)MGG : cytologie (PNN, macrophages)

•• Gram : prGram : préésence de bactsence de bactééries ou nonries ou non

•• Autres colorations Autres colorations ZiehlZiehl , , auramineauramine ……..

Cultures prolongCultures prolongéées en aes en aéérobiose et en anarobiose et en anaéérobiose robiose 10 10 àà 14 j14 joursours



Liquides articulaires :  Interprétation

< 1 000 GB< 1 000 GB 5 000 5 000 -- 60 000 GB / mm360 000 GB / mm3 100 000100 000 GBGB

< 20% PNN< 20% PNN 50% PNN50% PNN 6060--80% PNN80% PNN > 90%PNN> 90%PNN > 90% PNN> 90% PNN

ArthroseArthrose P RP R CristauxCristaux RRééactionnelleactionnelle CristauxCristaux InfectionInfection

TraumaTrauma LupusLupus
Chlamydia, Chlamydia, 

Yersinia, Yersinia, 
Salmonelle, Salmonelle, 

ShigelleShigelle, , 

CampyloCampylo, , 

NeisseriaNeisseria, , 

LymeLyme

………………
PCRPCR

InfectionInfection

AlgodystrophieAlgodystrophie PsoriasisPsoriasis

MMéécaniquecanique Inflammatoire +/Inflammatoire +/-- septiqueseptique SeptiqueSeptique



Liquide articulaire et prothLiquide articulaire et prothèèsese

** ** TrampuzTrampuz (Mayo (Mayo ClinicClinic) , Am J Med 15 oct 2004) , Am J Med 15 oct 2004

CytologieCytologie GB / mm3GB / mm3 PNN      %PNN      %

PTG InfectPTG Infectééee
MoyenneMoyenne 18.90018.900 9292

EcartEcart (300 (300 -- 178.000)178.000) (55 (55 -- 100)100)

Descellement Descellement 
aseptiqueaseptique

MoyenneMoyenne 300300 77

EcartEcart (100(100--16.000)16.000) (0 (0 -- 79) 79) 



Liquide articulaire et prothèse

** Trampuz, Am J Med 15 oct 2004

Infection sur PTGInfection sur PTG SENSIBILITESENSIBILITE SPECIFICITESPECIFICITE

GB > 1700 / mm3GB > 1700 / mm3 94%94% 88%88%

PNN > 65%PNN > 65% 97%97% 98%98%

sensibilité = vrais (+),       spécificité = vrais (-)



DDééfinition de lfinition de l’’infectioninfection

•• Au moins 2 prAu moins 2 prééllèèvements diffvements difféérents positifs avec les rents positifs avec les 
mêmes bactmêmes bactééries etries et

•• PrPréésence de polynuclsence de polynuclééaires neutrophilesaires neutrophiles
–– > 5 PNN/champ  au x 400 dans au moins 10 champs> 5 PNN/champ  au x 400 dans au moins 10 champs



FacileFacile 
BactBactéérie normale rie normale 
Culture rapide Culture rapide 
ABg en 24 ABg en 24 --48h48h

Diagnostic bactériologique 
Infection aiguë



Diagnostic bactériologique 
Infection chronique

Souvent difficile, dSouvent difficile, dééconcertantconcertant
•• BactBactééries invisibles ries invisibles àà ll’’examen directexamen direct
•• Peu de PNNPeu de PNN
•• Les bactLes bactééries cultivent souvent malries cultivent souvent mal

•• Lentement : 4 Lentement : 4 --13 j13 j
•• En petit nombreEn petit nombre
•• Plusieurs aspectsPlusieurs aspects
•• Cultures en bouillons d'enrichissementCultures en bouillons d'enrichissement

•• Aspect polymicrobien des culturesAspect polymicrobien des cultures
•• Plusieurs phPlusieurs phéénotypes de rnotypes de réésistancesistance……..
•• Identification difficile parfoisIdentification difficile parfois

Plusieurs prPlusieurs prééllèèvements positifsvements positifs

5 aspects de colonies de SCN



Variation phénotypique de résistance 
d ’un même S. aureus

 Péni R  

Genta S Genta R 

Peflo S Peflo R Peflo I 

Rif S Rif I Rif R 

Fosfo S Fosfo R Fosfo S 
 

 



Variations phénotypiques d ’un même génotype

S.epidermidisS.epidermidis
PPééni Sni S PPééni Rni R

Oxa SOxa S Oxa S Oxa S Oxa ROxa R

Genta RGenta R Genta S Genta S Genta RGenta R

Erythro RErythro R Erythro S  Erythro S  Erythro SErythro S Erythro RErythro R

Rifam RRifam R Rifam S Rifam S Rifam RRifam R Rifam RRifam R

Fuci SFuci S Fuci S      FuciFuci S      Fuci SS Fuci RFuci R Fuci SFuci S Fuci RFuci R

Peflo RPeflo R Peflo S    Peflo S    Pef RPef R Pef R            Pef RPef R            Pef R Pef RPef R

Isolés  dans
2 prélèvements sur 5sur 5 2/5            1/5             2/5                  1/5         3/5

GALDBART J-O. JCM 1999



Revue de 100 PTA infectRevue de 100 PTA infectéées traites traitéées es àà la CSSla CSS :: 
460 pr460 prééllèèvements ensemencvements ensemencéés s 

sur  gsur  gééloses Chocolat CO2 et Columbia Ana pendant 10 joursloses Chocolat CO2 et Columbia Ana pendant 10 jours 
et dans bouillons aet dans bouillons aéérobie et anarobie et anaéérobie repiqurobie repiquéés s àà J 7J 7-- J8 / 48 hJ8 / 48 h

GGéélosesloses ++ +  ou  +  ou  -- -- -- --

B AerB Aer ++ ++ ++ ++ --

B AnaB Ana ++ ++ ++ -- ++

%% 21%21% 30 %30 % 26 %26 % 13 %13 % 10 %10 %

Résultats des cultures

50%50%



« Prolonged Bacterial Culture to Identify late 
periprosthetic joint infection : a promising strategy » 

CID 2008 : 47; 1 dec 
(ENDO-KLINIK Hambourg)

J7 
73,6%

26,4%



Délai 
d’apparition des 
bactéries dans 
les infections sur 
prothèses 

CID 2008 1 Dec



Marie 
10 ans



Infections ostéo-articulaires : bactéries en cause 

ADULTESADULTES

•• StaphylococcusStaphylococcus aureusaureus
•• Streptocoques Streptocoques ßß hhéém. m. 

–– B, C, G, AB, C, G, A
•• EntEntéérobactrobactéériesries

–– E coli, E coli, 
–– K.pneumoniaeK.pneumoniae
–– SalmonellaSalmonella
–– ……....

•• EntEntéérocoquesrocoques
•• AnaAnaéérobies (robies (coccicocci ou bacilles)ou bacilles)
•• M. tuberculosis ou atypiquesM. tuberculosis ou atypiques

•• Pneumocoque,Pneumocoque,
•• HaemophilusHaemophilus sppspp

NOUVEAUXNOUVEAUX--NES,  ENFANTSNES,  ENFANTS

•• StaphylococcusStaphylococcus aureusaureus
•• Streptocoques Streptocoques ßß hhéémm. B (. B (NNNN) et ) et 

AA
•• EntEntéérobactrobactéériesries

–– E coli, E coli, 
–– K.pneumoniaeK.pneumoniae
–– Salmonella Salmonella ((drdréépanopano))
–– E. E. cloacaecloacae ((drdréépanopano))

•• Pneumocoque,Pneumocoque,
•• HaemophilusHaemophilus sppspp

•• KingellaKingella kingaekingae
–– ((arthrites du nourrisson)arthrites du nourrisson)



Infections sur prothèses : bactéries en cause 

PATHOGENESPATHOGENES

•• StaphylococcusStaphylococcus aureusaureus
•• Streptocoques Streptocoques ßß hhéém. B, C, G, Am. B, C, G, A
•• EntEntéérobactrobactéériesries

–– E coli, E coli, K.pneumoniaeK.pneumoniae
–– SalmonellaSalmonella
–– ……....

•• EntEntéérocoquesrocoques
•• AnaAnaéérobies (robies (coccicocci ou bacilles)ou bacilles)
•• M. tuberculosis ou atypiquesM. tuberculosis ou atypiques

•• Pneumocoque,Pneumocoque,
•• HaemophilusHaemophilus sppspp
•• Listeria Listeria monocytogenesmonocytogenes
•• CampylobacterCampylobacter
•• BrucellaBrucella
•• PasteurellaPasteurella……………………

OPPORTUNISTESOPPORTUNISTES

•• Staph Staph àà coag ncoag néégative gative 
•• CorynCorynéébactbactéériesries

–– C striatumC striatum
–– JKJK

•• PropionibacteriumPropionibacterium acnesacnes ou sp.ou sp.
•• PseudomonasPseudomonas aeruginosaaeruginosa

•• ChampignonsChampignons
–– Levure CandidaLevure Candida
–– Aspergillus,  Aspergillus,  ScedosporiumScedosporium
–– …………

PEAU, AIR, EAUXPEAU, AIR, EAUX



Bactériologie IOA chronique souvent difficile ?

Mode de survie particulier des bactMode de survie particulier des bactééries dans l'os ou au contact ries dans l'os ou au contact 
d'un sd'un sééquestre ou d'un matquestre ou d'un matéériel riel éétrangertranger ::

–– BiofilmBiofilm

–– Internalisation des bactInternalisation des bactéériesries

–– Small colony variantsSmall colony variants



Les PrLes Prééllèèvements Stvements Stéérilesriles

•• 5 5 àà 20% selon les s20% selon les sééries :ries :

•• Patient sous antibiotique, (arrêt minimum 15 j)Patient sous antibiotique, (arrêt minimum 15 j)

•• PrPrééllèèvement mal fait,vement mal fait,

•• Transport trop long,Transport trop long,

•• Culture inadCulture inadééquate,quate,

•• BactBactéérie trop fragile,rie trop fragile,

•• MycobactMycobactéérie, rie, 

•• ChampignonChampignon

•• Corps Corps éétranger, ...tranger, ...



PCRPCR

PCR universellePCR universelle
•• ddéétecte potentiellement tous les germes isoltecte potentiellement tous les germes isoléés en clinique. Cible s en clinique. Cible 

éétant le gtant le gèène codant pour lne codant pour l’’ARN 16S commun ARN 16S commun àà toutes les toutes les 
bactbactéériesries

•• Apport incontestable mais rApport incontestable mais réésultat  tardifsultat  tardif

PCR spPCR spéécifiquescifiques ciblcibléées sur des bactes sur des bactééries (ries (K K kingaekingae, , ……))

Volume minimum (100Volume minimum (100µµl), congell), congeléé àà --8080°°C C 
Surtout sur les liquides articulaires, (os dSurtout sur les liquides articulaires, (os déécevant)cevant)



ConclusionsConclusions
Les IOA =  infections sLes IOA =  infections séévvèèresres
•• Diagnostic bactDiagnostic bactéériologique facile ou difficile, mais capitalriologique facile ou difficile, mais capital
•• Comment optimiser ?Comment optimiser ?

–– plusieurs prplusieurs prééllèèvements profondsvements profonds
–– des  cultures particulides  cultures particulièèresres
–– RRéésultats concordantssultats concordants

•• Examens associExamens associééss
–– HHéémocultures, mocultures, 
–– sséérologies : Brucellose, rologies : Brucellose, LymeLyme, , ……

•• CoopCoopéération mration méédicodico--chirurgicale indispensable :chirurgicale indispensable :

–– une excision chirurgicale soigneuseune excision chirurgicale soigneuse

–– une antibiothune antibiothéérapie lourde, IV prolongrapie lourde, IV prolongééee

–– une surveillance une surveillance éétroite du patient sous traitementtroite du patient sous traitement..

* * ** * *



Biofilm
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