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Deéfinitions |I

= Plaies aigués

-traumatisme cocci a Gram positif aérobies
-post-opératoire (ISO) +/- BGN, BMR
-piglre, morsure... + bactériologie spécifique

= Plaies chroniques
-ulcéres (de jambe)
-escarres de décubitus

Bactériologie complexe
-MPP
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PEAU et BACTERIES

Microflore bactérienne résidente, permanente
= Flore commensale

Microflore bactérienne transitoire, contaminante
= Portage de bactéries pathogenes



http://www.quick.org.uk/graphics/balance.gif
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Flore bacterienne commmensale

Aspect quantitatif

m 102 3 10° bactéries / cm?

m Humidité
= Sudation
m Macération

m Température
m 34-35" C
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Flore bacterienne commmensale

Aspect qualitatif

m Bactéries a Gram +

m Aérobies:

» Staphylocoques a coagulase négative,
Microcoques

» Corynéformes (Corynebacterium spp.)

m Anaérobies :
m Propionibacterium
m Peptostreptococcus...



Flore bactérienne commensale
Localisation et caracterisation

m Forte adhésion aux kératinocytes

m Présence
» a la partie supérieure des follicules pileux
» des glandes sébacées

m Résistance
m dessiccation
m lysozyme (sueur)
» pH tres bas (sébum)
» fortes concentrations de NaCl (sueur)
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Flore bacterienne commmensale

Défense anti-bactérienne

m ROle de barriere par

» Leur forte adhésion aux kératinocytes
» Leur production de métabolites

» Leur production d’ agents anti-bactériens ?

= inhibition de 1’ adhésion d’ autres bactéries
notamment celles de la flore contaminante



Flore bactérienne commensale
Défense anti-bactérienne

m Fait partie intégrante des moyens de défense de la
peau, complémentaire

» Des propriétées physico-chimiques locales

» Des défenses immunologiques

m Humorale = Ig dans la sueur
m Cellulaire = cellules de Langerhans
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Flore bacterienne contaminante

m Incapable de se multiplier et de persister sur une peau
saine

m Mais !
®m en cas de breche cutanée
®» de destruction de la flore résidente

m d’ états pathologiques ou états physiologiques modifiant
les défenses immunitaires
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Flore bacterienne contaminante

m Bactéries
u del environnement = Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter spp.
» des flores digestive, génito-urinaire, buccale

m d’ orifices naturels : S. aureus
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La colonisation doit cependant
étre distinguée de l’'infection

Contamination/ Colonisation

Phénomeéne normal

Microorganismes peu virulents

Microflore bactérienne résidente
= Flore commensale

Microflore bactérienne transitoire
= Portage de bactéries pathogenes

—
/\

Infection

Pathogeénes usuels impliqués
Virulents

Retard de cicatrisation
Extension des lésions


http://www.quick.org.uk/graphics/balance.gif

COMMENT FAIRE LA DISTINCTION
ENTRE INFECTION ET COLONISATION
BACTERIENNE D’UNE PLAIE
CHRONIQUE ?



Distinction
colonisation/infection

m Criteres cliniques

m Criteres biologiques (?)

m Critéres d' imagerie (?)

m Criteres microbiologiques (?)
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Distinction

colonisation/infection

m Criteres cliniques



ULCERES DE JAMBE D'ORIGINE VEINEUSE
Cellulite

Retard de cicatrisation malgré un tratement
compressif approprié
Augmentation de la température cutanée locale

Augmentation de la douleur
ulcéreuse/modification de la nature de la
douleur

Appantion d'un ulcére dans la marge
inflammataoire d'un ulcére préexistant

Extension du lit de la plaie dans des marges
inflammatoires

Coloration, par exemple rouge brique, sombre
et mat

Tissu de granulation friable, saignant
facilement

Augmentation de la viscosité de I'exsudat
Augmentation du volume de 'exsudat
Odeur nauséabonde

Assombrssement de la couleur de la plaie

Appantion subitefaugmentation de volume
d'une crolte

Appantion subite de taches noires nécrotiques
Agrandissement de |'ulcére

#v> DOCUMENT

: EWMA

DE REFERENCE

ESCARRES
Cellulite

Madification de la nature de la douleur
Crépitements

Augmentation du volume de I'exsudat
Pus

Exsudat séreux avec inflarmmation
Enythéme en expansion

Des tizsus viables deviennent crolteun
Chaleur des tissus environnants

Amret de la cicatrisation malgré des mesures
adequates

Elargi_ssem ent de la plaie malgré réduction de
pression

Entheme

Tissu de granulation fiable, saignant
facilement

Odeur nauséabonde

CEdéeme

LEGENDE
IMPORTANCE ELEVEE  Score moyen 8 ou 9

IMPORTANCE MOYEMNE Score moyen 6 ou 7
IMPORTANCE REDUITE  Score moyen 4 ou 5
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Classification anatomoclimque consensuelle de 1'escarre EPUAP-NPUAP, 2009

EPUAP : European Pressure UlcerAdvisory Panel (www.npuap.org)

NPUAP : AmencanNational Pressure UlcerAdvisory Panel (www _epuap.org)
Stade I: Erythéme non blanchable

Stade II: perte cutanée partielle

Stade III: perte cutanée totale

Stade IV: Perte tissulaire totale



Classification clinique de l'infection (IDSA) et définitions

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

Non infecté:
Absence de symptimes ou de signes généraux ou locaux dinfection

*  Aumoins 2 des constatations suivantes sont présentes:

o Gonflement local ou induration
Erythémes 0.5 cm® autour de ['ulcére
Sensibilité locale ou douleur
Chaleur locale
Emission de pus
» Les autres causes dinflammation de la peau doivent étre

éliminées (traumatisme, goutte, neuro-ostéoarthropathie de
Charcot en phase aigué, fracture, thrombaose, stase veineuse)

+ Infection touchant seulement la peau etfou le tissu sous-cutané
[sans atteinte des tissus plus profonds et sans signes générau
[woir ci-dessous].En cas d'érythéme, il doit s'étendre & moins de 2
om* autour de la plaie

+ Pas de signes ou de symptdmes généraux d'infection (voir ci-
dessous)

*Dans n'importe quelle direction

1
(Non infecté)

Classification du Consensus
International du Pied Diabétique:
Classification del’ infection des
plaies
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En pratique...

0 Arrét du processus de cicatrisation
0 Signes inflammatoires : érythéme, cedeme, chaleur
0 Ecoulement purulent ; majoration des exsudats

O Tissu de granulation : décoloration ou assombrissement,
friabilité

O Odeurs
0 Altération de 1’ état local

O Majoration de douleurs locales
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Distinction

colonisation/infection

m Criteres biologiques (?)



+
Criteres biologiques ?

Intéret de la modélisation




+
Objectifs

= PRINCIPAL

» Intérét du dosage de nouveaux marqueurs biologiques
(Procalcitonine, CRP ultrasensible) dans le diagnostic
d’ infection du pied chez le sujet diabétique

= SECONDAIRES

» Intérét des marqueurs traditionnels de
1" inflammation/infection (CRP, orosomucoide,
haptoglobine, albumine, Globules blancs, neutrophiles)
dans le diagnostic d’ infection du pied chez le sujet
diabétique
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IMéthodes

0 Type d’ Etude

Prospective, monocentrique, multidisciplinaire
Inclusion successive

0 Etude des marqueurs de 1’ inflammation

e Comparaison Grade 1 vs (Grades 2-3) et Grade 1
vs Grade 2 (test du Chi-deux ou Fischer exact)

e 51 p < 0,20 : procédure stepwise, courbe ROC,
AUC (Hanley)
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NSN . .

Groupe 1 Groupe 2

Plaies du pied et/ou
de la cheville

/N

Sous groupe la Sous groupe 1b
Grades 1 Grades 2 -4 =,
COLONISES INFECTES 22l

Diabétique sans plaie
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Résultats

Populations étudiées semblables...

Groupe 1 (plaie) | Groupe 2 (O plaie) p
n=93 N=102

Age médiane, ans 68 [43-95] 64 [26-90] -
Sexe masculin (%) 56 (60.2) 61 (59.8) -
Type 1/2 12 / 81 17/ 85 -
HbA1C 1.4[4.9-9.3] 1.3 [4.2-9.4] -
Durée du diabéte 18.4 [6 - 35] 17.3 [1-33] -
ATCD plaie 51 (65) 6 (6) 0.003
Dyslipidémie 51 (58) 78 (18) 0.01
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Résultats |I

Inclusion: 93 plaies Inclusion: 102 témoins
6rade 1* G6rade 2* 6rade 3* Grade 4*
(n=24) 25.8% (n=22) 23.7% (n=40) 43.0% (n=7) 7.5%

*Grades selon IWGDF
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Reésultats
Inclusion: 93 plaies Inclusion: 102 témoins
G6rade 1* G6rade 2* 6rade 3* Grade 4*
(n=24) 25.8% n=22) 23.7% n=40) 43.0% (n=7) 7.5%

Oroso/0,90 , 1,60 0,85
Hapjt , , 3,22 1,71
Albim. , , 30,3 37,3
CRF , , 146 5,45
PC , , 0,84 0,04
GB 13500 6725
Neutrs 3969,5 11732 4260

/
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Résultats

Inclusion: 93 plaies @ion: 102 témoins
G6rade 1* G6rade 2* 6rade 3* Grade 4*
(n=24) 25.8% (n=22) 23.7% (n=40) 43.0% (n=7) 7.5%

Pas de différence significative sur les résultats bruts
Pas de test proposé (Plaie/Abs. Plaie)
Validation de nos tests
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Résultats

6rade 1*
(n=24) 2.5

Inclusion: 93 plaies

Grade 2*
(n=22) 23.7%

Grade 3
(n=40) 43.0%

ROC curves

1.0

(CRP,PCT)

0.8

Sensitivity
0.6
1

0.4

0.2

0.0
1

ey

T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0

1-Specificity

Grade 4*
(n=7) 7.5%

Oroso
Hapto
Albumine
CRP
PCT
GB
Neutro
Oroso + Hapto + CRP + PCT (1)
CRP + PCT (1)

Inclusion: 102 témoins

0.917 0.035



Résultats

Inclusion: 93 plaies

6rade 1*
(n=24) 25.8%

Grade 2*
(n=22) 23.7%

Inclusion: 102 témoins

Grade 4*
(n=7) 7.5%

ROC curves

Oreso,CRP,PCT)

_____
i

______

Sensitivity

CRP
Seuil 17 mg/1
Se 712,71 %
Sp 100 %
VPP 19,3 %
VPN 100%

Oroso + Hapto + CRP + PCT 0.951 0.028

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

CRP + PCT 0.947 0.029

1-Specificity
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Résultats

Evaluation du test: PCT + CRP

Sensibilité= 90,9%  (sd=0.061)

Spécificité= 82,6%  (sd=0.079)
VPN= 90,5% (sd=0.064)

VPP=83,3% (sd=0.079)
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Résultats

Analyse statistique

Une procédure stepwise est réalisée puis établissement des coefficients
de régression logistique

[0.162x CRP (mg/1)] + [17.437 x PCT(ng/1)]

Cut off = 4



Conduite a tenir pour le clinicien

face a une plaie
diabétique

du pied chez le

.(0;24.84)

A
R

CRP (mg/L)

I
COLONISATION

""""" ?
|

INFECTION
l

~J

[0.229;0)

0.05

Jeandrot et al, Diabetologia 2008

| |
0.10 0.15 0.20

PCT (ng/mL)

0.25
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Criteres biologiques ?

Intérét des marqueurs de 1’ inflammation
eLa CRP = meilleur marqueur (premiere étude)

edosage du couple PCT/ CRP et score simplifié reliant ces
deux parametres : nouvel outil permettant de distinguer plaies
colonisées et plaies infectées

Avenir: Valider le score simplifié reliant CRP/PCT (étude
prospective)

Intérét: Bon usage des ATB et
Maitrise émergence de la multiR
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Distinction

colonisation/infection

m Critéres d' imagerie (?)



m Radiographies standard
= Sensibilité 43 - 15 %
m Spécificité 15 - 83 %

= [RM

= Valeur prédictive négative = 100%

m Valeur prédictive positive variable

m Scint Tc99
m Valeur prédictive négative = 95%

m Valeur prédictive positive variable 55 — 69%

m Scinti leuco*
= Valeur prédictive négative = 91%
m Valeur prédictive positive = 75%
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m TEP -TDM FDG
m Valeur prédictive négative = 95%
m Valeur prédictive positive = 87%

Prise en charge des ostéites pelviennes
secondaires aux escarres

Tableau 2. Validité des différentes techniques d’ Imagerle pour le dlagnostic d"ostéite sur escarres.
Nombre d’ escarres

Sensibilité VPP

Type d’ imagerie Total BO + BO + BO - BO - % %
Imagerie + Imagerie - Imagerie + Imagerie -
IRM osseuse 39 34 3 2 0 91,9 94,4
TDM osseuse 19 13 6 0 0 68,4 100
Scintigraphie Tc99" 7 6 1 0 0 85,7 100

IRM : imagerie par résonance magretique; TOM ; tomodersitométrie; Tc : techneciumg 80 : biopsse osseuse; VPP : valeur
prédictive positive

Brunel AS et al. INI 2013
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Distinction

colonisation/infection

m Criteres microbiologiques (?)



La distinction
colonisation/infection peut-elle
étre basée sur la bactériologie ?

: p-

INTECTION

Colonisation

I 1

Concentration critique

Dow G et al, Ostomy Wound Manage 1999; Trial C et al, J Wound Care 2010



http://www.quick.org.uk/graphics/balance.gif
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Colonisation critique

m Identification d’ un seuil de charge bactérienne
frontiére (> 10° UFC/g de tissus)

m Seull entre colonisation et infection
m Prédiction de 1’ évolution vers 1 infection

m ...et antibio-prévention ?7?

m Mais...

Cutting K, Nurs Times 1994 ; Kingsley A, Ostom Wound Manag 2003 ; Edwards R & Harding KG, Curr Opin
Infect Dis 2004
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Colonisation critique

C’est un concept quantitatif

et non pas qualitatif...




La distinction
colonisation/infection peut-elle

étre basée sur la bactériologie ?
= -

INTECTION

Colonisation

I 1

Concent critique
10° CFU/g m3 tissu

106 5. epidermidis 10* 5. aureus

Dow G et al, Ostomy Wound Manage 1999; Trial C et al, J Wound Care 2010



http://www.quick.org.uk/graphics/balance.gif

Distinction colonisation/Infection:
especes bactériennes et degré de
virulence

Colonisation INTECHON

Bacteries de la flore commen- S. aureus +++

sale: Streptocoques B-hémolytiques
SCN Anaérobies

Corynébactéries Entérobacteéries: Proteus

mirabilis, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Klebsiella sp.

Entérocoques
Pseudomonas aeruginosa

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011
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Epidémiologie des ostéites du pied

Bactéries Senneville | Wheat APMR | Lavery JFAS Newman
CID 2006 1986 1995 JAMA 1991

Cocci a Gram +

S. aureus 26 40 47 31
\—SCN 25 10 | 50
Streptococci 12 45 6l 27
Enterococcus sp. 8 30 28 8
Autre 5 10 - -
Bacilles a Gram -
Entérobactéries | 55 | 4 20
Pseudomonas sp. 3 5 |l |5
Anaérobies 6 60 |5 4

Polymicrobien - 70 83 -



Distinction colonisation/Infection:
especes bactériennes et degré de
virulence

Colonisation INTECHON

Bacteries de la flore commen- S. aureus +++

sale: Streptocoques B-hémolytiques
SCN Anaérobies

Corynébactéries Entérobactéries: Proteus

mirabilis, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Klebsiella sp.

Entérocoques
Pseudomonas aeruginosa

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011



Distinction colonisation/Infection:
especes bactériennes et degré de
virulence

Colonisation INTECHON

Bacteries de la flore commen- S. aureus +++

sale: Streptocoques P-némolytiques
SCN Anaérobies

Corynébactéries Entérobactéries: Proteus

mirabilis, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Klebsiella sp.

Entérocoques
Pseudomonas aeruginosa

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011



Etude pilote sur les populations de
Staphylococcus aureus

118 patients diabétiques ayant une 1¢re
plaie & S. aureus monopathogene

Grade 1* Grade 2* Grade 3* Grade 4*
(n=24) (n=33) (n=36) (n=25)

*Grades selon le Consensus International sur le pied diabétique

Sotto et al, Diabetes Care, 2007; Sotto et al., Diabetes Care, 2008




Evaluation de la virulence de 9.
aureus par le modele C. elegans

® Nématode hermaphrodite

® Taille: Imm de Long (adulte)
® Genome: 100 Mb

® Nb de genes: 19100

© Habitat: sols

] ._::_Z_LI i, Ad I.I|t Fﬁnl le egg

R
N
.

Emoryogenesis

10 Hatching
L1

'II Post-
embryogenesis

Cycle de développement 100 pm

® Cycle: 3jours a 25° C

® 1 adulte: 300 — 350 oeufs
® Durée de vie: 3 semaines a
25° C

® Nourriture de base: OP50
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Comparaison de la virulence des souches
de S. aureus isolées a différents Grades

Souches colonisantes

45

|
4

35 F ‘

p<p.05
3

Mo
o

[\)

LT50 (day)

—
()]

—

05 E
0

1. 2 43
Grade 1

4 5 6
Grade 2

Sotto et al, Diabetes Care, 2008

p<Q.05

7 8 9
Grade 3

p<0105

10 11 12
Grade 4

L’ étude démontre la co-
existence de deux
populations de S. aureus
1/ souches colonisantes
(Grade 1) avec une faible
virulence

2/ souches infectantes
(Grade 2-4) avec une
virulence importante
indépendamment a la
résistance a la méticilline

Noir: MSSA
Rayé: MRSA




Existe-t-il une population de 9.
aureus colonisante?

.............
0000000000

Bordeaux
Nimes
. b4
/% g

Montpellier @

Narbonne

Recrutement: Avril 2008-Juin 2010 Biopuce a ADN |
12 Cliniques du Pied StaphyType (Clondiag/Alere)

Sotto et al., Diabetes Care, 2012
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Biopuces a ADN

) Marquage Hybridation
P o * @
- ® o® ., S
LA /‘ 3 f: 9"_:1_9('[_. 1_' i:\
4 o - ’ /B : - |
’ ¢ 4 Y {;’ :.";P.Yi’ : i& ".
Amplification B /% %Y 5
linéaire ’ /& & S 8 \

334 génes de
résistance,
virulence et de
meénage

Staphytype96®
(Alere SA- Clondiag)




Controle -

Témoin de
—7 position

-> Géne présent

Géne absent
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Inclusion: 195 patients

ccs8/ccs
Cc8/cch clone= 6/120
clones= 44/75

\\n#y Grade 1*
(n=75)

Grade 2*
(n=38)

6rade 3*
(n=70)

Suivi durant 1 mois

Bonne évolution

| Evolufion favorable

Cicatrisation

CC8/CCS5
clones=
22/33
n=66%

n_=33

n=24

ccs8/cch
clones= 19/24
n=79%

S. aureus n=33

ccs8/cch
clones= 30/33
n=91%

CC8/CCSs

clones=0/18
n=0%
Mauvaise évolution n=18
Median 14,5 j
|

S. aureus n=18
Grade 2 n=3
Grade 3 n=14
Grade 4 n=1

CC8/CC5
clones=0/18
n=0%




Existe-t-il des marqueurs des
souches colonisantes ?

Colonisation = Infection localisée =» Infection généralisée

Ostéite

cap8

CC8/CC5

Sotto et al., Diabetes Care, 2012; Messad et al., Clin Microbiol Infect 2013; Senneville et al., Clin Microbiol Infect 2014



Distinction colonisation/Infection:
especes bactériennes et degré de
virulence

Colonisation INTECHON

Bactéries de la flore commen- < S. aureus +++

sale: Streptocoques B-hémolytiques
SCN Anaérobies
Corynébactéries Entérobactéries: Proteus

mirabilis, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Klebsiella sp.

Entérocoques
Pseudomonas aeruginosa

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011



Role pathogene de P. aeruginosa
et Enterococcus sp. ?

Ertapenem versus piperacillin/tazobactam for diabetic foot
infections (SIDESTEP): prospective, randomised, controlled,
double-blinded, multicentre trial

Benjamin A Lipsky, David G Armstrong, Diane M Citron, Alan D Tice, David E Morgenstem, Murray A Abramson  Lancet 2005; 366: 1645-703

Ertapensm {n=173)" Piperacillin/tazobactam (n=151)"  Observed differences (95% CI)
GrRm-positve aensbic cocd 145 176 (B47%) 1327166 (79-5%) 5-1(-3-11013-5)
Eneerococoust 1922 (B6-4%) &0 (83-0%) -5
Enurocorcus fascalls 13715 (B6-7%) (mm— 12/16 750%) 117 (-19-2 0 41-1)
Srophwlococous aureus 7590 (B33t 6279 (78-5%) 49 [-761017-2)
Meticillin rests@nt 14718 (77-8%) 10715 (657 %) 11-1(-19-3 o0 42:7)
Mexictllin susceprible BT 1 (B4-5%) S/b4 (B1-3%) 33(-3310171)
Sireprococms agal soriae 15721 (71-4%) 22426 (84-6%) -13-2 (-38-3 10 10-9)
Gram-negazive aanhic bacill BT 3 (B7-7%) 43756 7 6-3%) 10-9 (-2-310 25-2)
Enterotecenaceazes 36442 (Bo-7%) 26/33 (78-3%) £-9(-11-110 253)
Pseudomonas neruginasa 15/18(833%) (G 7/10 700%) 13-3(-182 10 427)
(Gram-poshive anserchic cocl 6474 (Bg-2%) 48162 (77-4%) 118 (-0-810 252
P osmreprocooms magns 34738 (Bg-5) 24137 (B5-9%) 0-6 (~15-4 10 20-6)
Pem oswreprococms asoccharohe fous 10171 (D0-0rss ) 711 [63-6%) 73 (-10-0 to 53-6)
(Gram-poshive anssrobic baci ] 23526 (BE-ow) 12717 [FO-6%) 17-9 (-6 10 45-1)
Gram-negative anaerobic bacill]| 33040 (B2-5) 28740 F0-0%) 12-5(-7-21031-3)
Gram-neganive anasnobic cocoobacllre 21725 (B4-0) 11716 (68-3%) 15-3 (-10-8 10 43-3)

Mnmdwmmmwmﬁwmﬁmwmmmmmmm

bry pooiing aoross besdine severity. 1Mo species identified. §0wacillin susceptibility not provided fior one solate. Sindudes E o Escherichia spp. Mebsiela sop, Margonielo spo.
Proteus spp, Froridenca spp, and Seatie spp. Pindudes Jostridium spp, Eubocterium spp, and Fropioniboct eriven spp. || indiudes Porphyy omonos spp and Prewotelio spp. * * includes Bocteroides spp.

Table 5: Favourable clinical response rates, for species with at least 20 isolates at FUA, by baseline pathogen




Distinction colonisation/Infection:
especes bactériennes et degré de
virulence

Colonisation INTECHON

Bactéries de la flore commen- < S. aureus +++

sale: Streptocoques B-hémolytiques
SCN Anaérobies
Corynébactéries Entérobactéries: Proteus

mirabilis, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Klebsiella sp.

Bactéries a potentiel de virulence peu
connu:

Entérocoques

Pseudomonas aeruginosa

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011



La distinction
colonisation/infection peut-elle
étre basée sur la bactériologie ?

Contamination/ Colonisation Infection

Microflore bactérienne résidente Pathogenes usuels impliqueés
= Flore commensale

Microflore bactérienne transitoire
= Portage de bactéries pathogenes

Non le diagnostic ne peut pas étre bacteéeriologique


http://www.quick.org.uk/graphics/balance.gif

Distinction colonisation/Infection:
especes bactériennes et degré de
virulence - Organisation en Biofilm

» Deux criteres:
o Communauté de microorganismes
(mono ou polymicrobien) fixée a une
surface
o Maintenue par la sécrétion d’'une
matrice extracellulaire adhésive et
protectrice (polyméeres complexes :
Extracellular Polymeric Substance
(EPS) = polysosides, ADN)




Distinction colonisation/Infection:
especes bactériennes et degré de
virulence - Organisation en Biofilm

Biofilm +++

Anticorps et antibiotiques
incapables de pénétrer le biofilm

Epiderme

8 Cellules immunitaires ‘
incapables de dégrader le
biofilm

) | ll‘

% Inflammation chroniqueet |
sécrétion de protéases
occasionnant des
dommages tissulaires

Derme ——m—m—m1

&/ Destruction des cellules
- 4 immunitaires par des
qtokims bactériennes

Hypoderme

Dunyach-Rémy C et al, Escarre 2014



Etude du microbiote cutané: Notion de
FEPs - Organisation en biofilm

U Biofilms "pathologiques” (# Biofilm naturel)

= organisation non aléatoire bactérienne en agrégats
enfermés dans une matrice EPS

0 Trés nombreuses especes: 5,4 especes / plaie

O Organisation des agrégats en Pathogroupes: FEP
(Functionnally Equivalent Pathogroups)

O Caractéristiques des FEP:

o Relations symbiotiques/synergiques des groupes
de bactéries

Partage de nutriments (catabolisme/anabolisme)
Distribution non aléatoire des bactéries
Résistance aux ATB

Plaies polymicrobiennes mais que quelques
especes peuvent s’organiser en FEP

O O O O

Dowd SE et al., PLoS ONE, 2008; Smith DK et al., BMC Med Genomics, 2010; Thomsen et al., Wound Repair Regen. 2010



Etude du microbiote cutané: Profils
de migration obtenus par DGGE

15 14 13 12 11 10
M EB EB EB EB EB EB

40%

Pearson correlation

(=] 8
o 0 o
I Enterococcus faecalis
| | H | Escherichia coli

| H ’ ‘ l ‘ Proteus mirabilis
; Pseudomonas aeruginosa

I ’ ’ ' Streptococcus A
|| ni l [ Streptococcus pneumoniae

{ d | ‘ H Klebsiella pneumoniae
l Streptococcus aerogenes
I: J Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus

[ ‘ ‘ Enterococcus aerogenes

Formamide
Urée

60%

Oates A et al., J Clin Microbiol. 2012 ; Dunyach-Rémy et al. Diabetes Metab 2014



Etude du microbiote cutané: Profils
de migration obtenus par DGGE

= 20 patients étudiés

Dans 7 cas :
aucune espéce n’a été
détectée par culture
alors que la DGGE a
identifié au moins 2
espéces pathogénes

Nombre d’espéces
moyen identifiées par:

DGGE: 3 esp. ¥2,5
Culture: 0,8 esp. 1,2

Dunyach-Rémy et al. Diabetes Metab 2014

Dans 8 cas :

-L’ (les) espéces
pathogénes ont été
détectées par DGGE
et culture;

- 1’(les) espéece(s)
supplémentaire(s)
n’étai(en)t pas
pathogéene(s)



Etude du microbiote cutané: Profils
de migration obtenus par DGGE

0 12 cas sur 20: Identification d’espéces pathogéenes ou
potentiellement pathogéenes par DGGE non isolées par culture
classique

0 Erreur dans le spectre de prescription antibiotique. En effet, dans
ces cas, I’antibiothérapie ciblée soit du S. aureus alors qu’un
bacille a Gram négatif était identifié par DGGE en plus, soit
I'inverse.

Dunyach-Rémy et al. Diabetes Metab 2014



Etude du microbiote cutané:
Pyroséquencage

Wound sampling

Extraction of Bacterial/Fungal DNA-Viral RNA

=
16S rRNA PCR

.

Pyrosequencing

Lipsky BA et al. Diabetes 2014

DFU Microbiome:
Species
identification/phylogeneti
C
analyses

=

Blastn/tBlastn
Sequence and pathway
databases : metagenomic

AA C

-

Nucleotide sequence
G C G T

Release of PPIi | Apyrase

<Su1fury1ase>g

ATP
<Luciferase ( Detection
ﬂ Pyrogram ‘ A
Luciferin Oxyluciferin A

G C G
Niicleotide added




Etude du microbiote cutané:

Pyroséquencage

= 13 phyla

» Firmicutes (Gram +) +++
dont Staphylococcus species
= 4 clusters

& Staphylococcus
B Straptococcns

O Proteobacteria
@ Anaerobes

Staphylococcus

Streptococcus  Proteobacteria Anaerobes

= Durée de l'ulcére corrélée avec
diversité et Proteobactéries

= Profondeur de l'ulcére corrélée avec
anaérobies

= HbAlc élevé corrélée avec
colonisation par Staphylococcus et
Streptococcus

Gardner S et al., Diabetes 2013

Bacteria Cultures 165 sequencing
Staphylococeus 40% 94%
Anaerobes 27% 100%
Proteocbacteria 35% 100%
Streptococcus 37 % 83%
Mauvaise concordance
culture/pyroséquencage
D Cc
c 1004 T
s 4 g L0 | "
e o 3 e = fe04 ...
g 8 3 £ 3 &8 £ w0 '
: £ & 8 3 3 0 -..
A —
Richness D ==
08 '
‘| Diversity - 06 4 _
I i E 044
0.2 1
B ) 0.0 -__,_,_,a -

Proteobacteria

Anaerobes

104
B =
Streptococcus 8 s
=n T

Staphylococcus



Etude du microbiote cutané:
Pyroséquencage

Patients diabétiques sans ATB

@
(<]

nMDS axis 2

Price et al., PLoS ONE 2009

®

Patients diabétiques
avec ATB

Role des antibiotiques
sur la microflore

$
1%
No-Antibiotics/Non-DM
¥ No-Antibiotics/DM
* Recent Antibictics/Non-DM
— @ Recent Antibiotics/DM
T 1 T T T T T T
-0.8 0.6 -0.4 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
nMDS axis 1




Comment faire la distinction
infection / colonisation sur des
plaies chroniques ?

m Classification clinique ...

m Plaie chronique = Organisation complexe des bactéries en
Pathogroupes formant un biofilm pathologique

m Toutes les bactéries peuvent participer a la pathogénicité

m Toutes les bactéries participent a la chronicité de la lésion
expliquant la difficulté de guérison

m Existence d’autres bactéries non cultivables, de virus, de
parasites ?



Comment faire la distinction
infection / colonisation sur des
plaies chroniques ?

L

e

Colonisation A INTECTION

[
|
|
[
|
|
|
[
|

I 1

Isolement de bactéries sur les plaies
Identification des bactéries réellement infectantes
= EFFECTUER un PRELEVEMENT DE QUALITE


http://www.quick.org.uk/graphics/balance.gif

Comment faire la distinction
infection / colonisation sur des
plaies chroniques ?

Les prélevements bactériologiques ne
sont indiqués qu’ en cas d’ infection
établie cliniquement

SPILF, Med Mal Infect 2007



Comment faire la distinction
infection / colonisation sur des
plaies chroniques ?

O Des protocoles congus conjointement par les cliniciens et les
microbiologistes sont indispensables :
Prise en Charge MULTIDISICPLINAIRE+++

Q Définir les objectifs de I” analyse,
la maniere de prélever selon les différentes
présentations cliniques,
le matériel de prélevement a utiliser,
les conditions de transport,
les techniques analytiques
I" interprétation des résultats de la culture

SPILF, Med Mal Infect 2007



Comment faire la distinction
infection / colonisation sur des
plaies chroniques ?

LE DEBRIDEMENT ...

U0 Objectifs
Exciser les parties molles nécrosées, les tissus dévitalisés et contaminés et les

tissus fibreux pour ne laisser en place que du tissu sain et ainsi faciliter la
cicatrisation

0 Types de débridement

Débridement chirurgical :

Action diagnostique: Exploration de la plaie
pronostique: Réalisation de prélévements bactériologiques fiables
thérapeutique: Exérése des tissus nécrosés et réduction de I'inoculum

bactérien
préventive: Correction des déformations du pied




Comment faire la distinction
infection / colonisation sur des
plaies chroniques ?

0 Types de débridement

Débridement médical :
au moyen d’ une curette ou d’ un scalpel stériles
- un nettoyage doit étre réalisé avec une gaze imbibée de sérum

physiologique stérile

NB: utilisation d’ antiseptiques possible, mais 4 éliminer par du sérum
physiologique stérile avant de réaliser le prélévement

SPILF, Med Mal Infect 2007



Comment faire la distinction
infection / colonisation sur des
plaies chroniques ?

O Organisation en FEP =» Retard de cicatrisation : Débridement +++
0 Nombreuses communautés bactériennes: Necessité absolu du
débridement de la plaie et nettoyage vigoureux (sf si artérite)

O Distribution bactérienne non au hasard: Privilégier les prélevements
profonds

O Organisation en biofilm: Garder plus longtemps les milieux de
culture

d Nombreuses bactéries non (ou difficilement) cultivables: Développer
les outils de biologie moléculaire



Qualité du prélevement

Plaie

——
Collection

Curetage
Ecouvillonnage 4_g
Aspirationa |«

l'aig uille fine m

Biopsie

Contact
osseux

l

4—
11quef1e

Non réalisable <— ‘
osseuse

l

i Milieu de transport

i

E> Laboratoire




+
Milieu transport SSTI: E-swab

O Maintient viabilité des bactéries
aérobies, anaérobies et fastidieuses
pendant 48 h a température ambiante ou
a4® C

O Automatisation (rapidité) ‘ "

Saegeman'V et al., Eur ] Clin Microbiol Infect Dis 2011-Van Horn KG et al., Diagn Microbiol Infect Dis 2008- Van Horn KG
et al., ] Clin Microbiol 2008



+
Milieu transport Os: Ultra Turax

0 Diminutions des contaminations
0 Optimisation temps (manipulation)

O Prélevement directement dans le
poudrier

0 Eau qualité biologie moléculaire:
congélation

0 Ensemencement sous hotte

O Dispenseur/Agitateur/Homogénéisateur




+
Principe de l’'interpreétation des
résultats

Il n’existe a ce jour aucun moyen formel permettant de différencier une
colonisation d’une infection!!!

L’interprétation doit tenir compte:
- des conditions de recueil du prélevement
- du délai de transport du prélevement au laboratoire
- des conditions de transport du prélevement
- du type de bactéries isolées
- de la localisation des bactéries isolées
- du nombre de prélévements ou la méme bactérie est isolée
(cas des bactéries commensales)
- de la clinique +++

SPILF, Med Mal Infect 2007



Interprétation des résultats:
Schéma théorique

Plaie cutanée

Oui Signes cliniques d’infection? Non

\T v
Prélever Ne pas prélever
\ Bact. J,
Bact. Bact. commensales Pas d’ATB
pathogénes pathogénes + v
commensales ., . e e
\ \ WVEBVEIEISE il | Suivi clinique
ATB ciblant ATB ciblant ATB ciblant e
pathogénes pathogénes commensaux
‘1' Décharge?
\ A / Equilibre glycémique?
Sl claue Prise ATB? ...

Bonne évolution Mauvaise évolution

Mauvaise qualité Prélévement?




+ Roéle du bon usage des prélevements dans le but

d’un bon usage des antibiotiques: Mise en place
de procédures au CHU de Nimes

45 350
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Sotto et al, Diabetologia 2010



Conclusion |I

Il n” existe a ce jour aucun moyen formel permettant de différencier
une colonisation d’ une infection!!!

Colonisation = Physiologique
Infection = Pathologique

Pour aider a cette distinction:
la clinique
le débridement
la qualité des prélevements microbiologiques
le nombre de prélevements ou la méme bactérie est isolée
les especes bacteriennes identifiées
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