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Liste des abréviations

"®F-FDG : 18F-Fluoro-désoxy-D-Glucose

95% CI : Confidence Interval at 95%

aOR : adjusted Odds Ratio

BMI : Body Mass Index

CsG : Céphalosporine de 3°™ Génération

C4G : Céphalosporine de 4°™ génération

CASFM : Comité de I'Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
CDC : Centers for Disease Control and Prevention

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

CRIOAC : Centre de Référence des Infections Ostéo-Articulaires Complexes
CRP : C-Reactive-Proteine

CTM : Cotrimoxazole

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FQ : Fluoroquinolone

IDSA : Infectious Diseases Society of America

IOA : Infection Ostéo-Articulaire

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

ISO : Infection du Site Opératoire

IV : Intra-Veineux

IWGDF : International Working Group on the Diabetic Foot

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desoprtion/lonization Time Of Flight
NFS : Numération Formule Sanguine

NGS : Next Generation Sequencing

OR : Odds Ratio

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDD : Produits De Dégradation

PNN : Polynucléaire Neutrophile

PTG : Prothése Totale de Genou

PTH : Prothése Totale de Hanche

TDM : Tomodensitométrie

TEP : Tomographie par Emission de Positons

Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024
Licence CC BY-NC-ND 3.0

16



Table des matieres

(0701 01 1=) 4 (= 1P 21
I. Les infections 0Sto-artiCUlaires ..........coooi oo 21
LA, GENETAlItES ... 21
1.1.1. Epidémiologie des IOA ..ot aeeas 21
1.1.2. PhySiopatholOgi€. .........uiiiiiiiiiiiie e 22
1.1.3. ClassifiCation .......cooooriiiii 24
114, BIOFIM Lo 25
1.1.5. Epidémiologie miCrobiolOGIQUE ..........c.cvveueueueeeeeeeeceeeeeee et 27
1.1.6. Facteurs de risque des TOA ... ... i 28
1.2. EIEMents diagnOStQUES...........c.cvovveeeeceeeeeeeeeecee e en e en e 29
12,1, ClINIQUE e 29
1.2.2. BIOIOGIE ...ttt e 29
G T [ = To 1= = SO PPPPPPPPPPP 30
1.2.3.1. La radiographi€........ooieeiieieee e 30

2 0 I =Yo7 o | = PSP 30
1.2.3.3. L IRM ettt ettt ettt ettt e ettt et e e et e e e eeeeaeaeeaaeaaes 30
1.2.3.4. La MEdeCiNg NUCIEAIE ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e aaeaaeas 30
1.2.4. Diagnostic MiCrobiolOGIQUE ............eeiiiiiiiiiiiieieee e 30
1.2.5. Diagnostic anatomopathologiQUE..........cooiiiiiiiiiiie e 31
[.3. PriSE €N CNAIGE. .. ...t e e e e e e e e e e aanes 32
.31, CRIFUMGICAIE ... 32
G 0 I IR = o4 o 1= 0 4 T= o | PSPPI 32
1.3.1.2. Stabilisation OSSEUSE..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e 32
1.3.1.3. Comblement de I'eSpace MOrt............uueiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
I I S O 1WAV 4 (N (= o0 = [= = PSP 33
1.3.2. MEAICAIE......coeiiiiieeeeeeeeeee e 33
1.3.2.1. IMIOIECUIES ...ttt e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeaeeaeeeees 33

I 0 |V [ To £ 1 (=TSSP 33

G 2 =1~ Yo = 1T o ISP 33

I T S D 11 = = PSP 34

1. Enterobacter CIOACAaE ..............ooo oo 35
1. GENEIAlItES ... 35
11.1.1. Taxonomie et classification d’eSPece ..., 35
11.1.2. Caractéristiques microbiologiqQUESs .........ccoeei e 35
1.3 Habitat ..o, 35
1114, RESISIANCES ..o, 35
| T = L0 =T PSSP 35
| oo [ £ = PRSP 36
[1.1.4.2.1. Céphalosporinase deréprimeEe..............eeeeeeiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaens 36

] B R S L = Tod = g = 1 = PP 37

R R S T U 1 = TP 37

.2, IMPACE ClINIQUE ... 37
[1.2.1. PathogéniCit€ et VIFUIENCE ............oeiiiiiiiii e 37
11.2.2. Facteurs de FMSQUE ......oooeiiiiieeeeeeeeeeeee e 37
I1.3. Enterobacter cloacae et infections ostéo-articulaires................ccccooeei i, 38
Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024 17

Licence CC BY-NC-ND 3.0



11.3.1. ANtIbIOthrapie ....coooviieeee e 38

11.3.2. PFONOSTIC ettt 38
Rationnel de PELUE. ... ..o e nnnennees 39
LR I = ST = T (o =SS 40

1.1 INTRODUGTION ...ttt ettt e e et e e e e e e e s e eeaaeesesnssnaeeeeaeeeaannes 42
H.2. MATERIAL & METHOD ... .o 42

121, STUAY AESIGN .ottt e e e e e e e e e 42

1.2.2. Study popUIation .........oooiiiii 42

[11.2.3. Microbiological MEethOdS ............euiiiiiiiii e 43

11.2.4. FOIloW-UP @nd OULCOMIE........ooiiiiieeeeeeeee e 43

2.5, AN@IYSIS ...ttt e e e 44

HE2.6. BINIC e 44

L3, RESULT S . 44
HE3A.FIOW Chart oo 44
[11.3.2. DeSCriptive @NaIYSIS ......ccoiiiiiiiiiiiiei e 45

1.3.2.1. Study POPUIALION.......euiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e eeaeas 45
111.3.2.2. Bacteriological and histopathology lab results...............cccccciiiiiiis 46
[11.3.2.3. Surgical treatment ............oooiiii e 48
11.3.2.4. Medical treatment............ouueiieiiiii ettt e e e e e e e e eee s 49
111.3.2.5. FOIOW-UP @Nd OULCOMIE .......uuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e eeeas 50

111.3.3. Factor associated with failure ... 50

1.4, DISCUSSION ...ttt e e e e et e e e e e e e s e e e e e e e e e esnsnnaeeeeaeeeaannnns 51

(07 0] o o3 [0 1= o] o TSP 55
Références bibliographiQUes..........coooiiiiiiii e 56
N g TS =TSRSS 61
Serment A’ HIPPOCTALE. ......e ettt ettt et e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaeees 65
Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024 18

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Table des illustrations

Figure 1 : Prévalence des IOA selon le type entre 2008 et 2013 selon I'age, ajusté sur le

T (I ) PP P PP PPPPP 22
Figure 2 : Les différentes phases de '0Stéite (6) ........c.uvveeeeeiiiiiiiiii 23
Figure 3 : Développement d’'ulcére secondaire a des contraintes mécaniques (8)............... 24
Figure 4 : Ostéomyélite selon Cierny et Mader (14).........ooooiiiiioiie e 25
Figure 5 : Microscopie électronique d’un biofilm a Staphylococcus epidermidis (17) ........... 26
Figure 6 : Etape de la formation d’un biofilm (18) ...........cccoeevovecceeeeeeceee e 27
Figure 7 : Répartition de la microbiologie selon le type d'lOA présentées dans les CRIOAC
en France entre 2014 €t 2019 (4) ..o 28
Figure 8 : Fréquence des IOA selon I'age et le sexe en France en 2008 (1).........ccoovuvveneen. 29
Figure 9 : Comparaison entre une culture bactérienne « standard » (A) et une culture
bactérienne apres sonication (B) (29) ......ooooi i 31
Figure 10 : Coupe histologique d’une ostéite aigue (& gauche) et d’'une ostéite chronique (a
(o[ (oT) (Y I (15 ) TSRS 31
Figure 11 : Cluster selon le séquencage du géne hSp60 (48).........ceeeveieiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieee, 35
Figure 12 : Régulation d’AmpC par AmpR en situation physiologique.............ccccccuvuerrnennnes 36
Figure 13 : Mutation dAmpR en présence de produits de dégradation de la paroi (PDD) ... 36
Figure 14 : Flow chart of the study ... 44
Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | Thése d'exercice | Université de Limoges | 20242024 19

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Table des tableaux

Table 1 : Demographic characteristics and comorbidities .............ccccccveiiiiiii.
Table 2 : Bacteria associated with E.cloacae in samples ............cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee
Table 3 : Surgical characteriStiCs.............uuuiiiiiiiiii e
Table 4 : Prescribed antiDiotiCS.........cooiiiiiii e

Table 5 : Factors independently associated with failure ..............cccccoiiii

Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024
Licence CC BY-NC-ND 3.0

20



Contexte

l. Les infections ostéo-articulaires

Les infections ostéo-articulaires (IOA) sont un ensemble d’entités trés variées, allant de
I'arthrite septique a l'infection sur prothése articulaire en passant par la spondylodiscite et sont
responsables d’'une morbi-mortalité non négligeable (1).

La prise en charge de ces infections entraine également un colt économique important du fait
d’hospitalisations prolongées, de chirurgies multiples, de la mise en place de traitements
spécifiques et des nombreuses ré-hospitalisations. Ainsi, en 2013, le colt moyen d’un séjour
pour une IOA était estimé a plus de 11 000 € (2).

La prise en charge de ces infections est médico-chirurgicale et complexe.

Toutes ces caractéristiques justifient la mise en place au sein des différents centres hospitalo-
universitaires de réunions pluridisciplinaires comprenant a minima un chirurgien, un
infectiologue et un microbiologiste. En France, ces réunions sont organisées depuis 2008
autour des Centre de Référence des Infections Ostéo-Articulaires Complexes (CRIOAC), au
nombre de 30, repartis sur le territoire (3,4).

1.1. Généralités

1.1.1. Epidémiologie des I0A

La prévalence des IOA est en augmentation depuis de nombreuses années : en 2008, en
France, elle était estimée, toutes IOA confondues, a 54,6 cas/100 000 habitants alors qu’en
2013, cette derniére était a 70/100 000 habitants (1,2).

Cette majoration peut étre expliquée par plusieurs facteurs, notamment le vieillissement de la
population, avec des patients présentant de plus en plus de comorbidités, la mise en place
d’'implants articulaires plus fréquente ainsi qu’'une meilleure prise en charge des traumatismes
entrainant une diminution du taux de mortalité initiale (2,5).

En 2013, en France, les arthrites septiques représentaient 50% des IOA hospitalisées, suivies
par les ostéomyelites (37%) puis les spondylodiscites (10%) et enfin les infections sur matériel
d’ostéosynthése (4%) (2) (Figure 1).
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Figure 1 : Prévalence des IOA selon le type entre 2008 et 2013 selon I'age, ajusté sur le sexe (2)

BJI : I0A ; septic arthritis : arthrite septique ; osteomyelitis : osteomyélite ; sponylodiscitis :
spondylodiscite

Lorsque 'on s’intéresse a la mortalité, celle-ci représente 5,2% des patients hospitalisés pour
une IOA, quelque gu’elle soit. Le risque augmente avec I'age, la présence de Staphylococcus
aureus ou si le patient présente des ulcéres cutanés (1,2).

1.1.2. Physiopathologie

La physiopathologie des infections osseuses est expliquée par la présence d’'un processus
inflammatoire entrainant une destruction osseuse causée par un micro-organisme. Elle peut
atteindre toutes les structures osseuses, a savoir I'os trabéculaire, 'os cortical, la moelle
osseuse ou le périoste (6).

La contamination osseuse peut se faire lors d’une effraction cutanée (inoculation directe lors
d’'un traumatisme, d’'une chirurgie ou d’'une plaie chronique) ou par diffusion hématogéne lors
d’une bactériémie (7).
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L’'inflammation locale entraine une nécrose des tissus et une destruction osseuse. Celles-ci
sont majorées par un défaut de vascularisation (vaisseaux comprimés ou oblitérés par
l'inflammation) favorisant ainsi une ischémie locale et une majoration de la nécrose.

La dévascularisation de I'os va entrainer I'apparition d’abcés intramédullaires, appelés « abcés
de Brodie » puis de séquestres osseux, constituant une zone propice a la prolifération et a la
persistance des bactéries du fait d'un défaut de diffusion des antibiotiques et du systéme
immunitaire (6).

L'inflammation locale va également activer les ostéoclastes, responsables d’une perte
osseuse et d’une ostéoporose secondaire locale.

Lorsque le phénoméne se chronicise, cette nécrose peut atteindre la corticale et s’évacuer a
la peau par le biais d’'une fistule (6) (Figure 2).
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Figure 2 : Les différentes phases de I'ostéite (6)

I : A partir d’un séquestre osseux, l'infection peut diffuser vers I'articulation (arthrite) ou vers une
localisation sous-périostée ; Il : Formation d’un nouvel os due a la diffusion sous périostée ;
Il : Extension du séquestre et du matériel nécrotique a travers I'os cortical, engendrant une fistule a la
peau

Dans le cadre du pied diabétique, la physiopathologie est différente.
La premiére étape est I'apparition d’'un mal perforant (8).

En effet, dans un contexte de neuropathie diabétique, il existe une déformation du pied
associée a des appuis inappropriés. La neuropathie est également responsable d’'une perte
de sensibilité pouvant favoriser I'apparition de plaies minimes.

Cette déformation du pied entraine des contraintes mécaniques inhabituelles pouvant étre
responsables de durillons qui, dans un deuxi€éme temps, se fistulisent a la peau et entrainent
un ulcére.
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Ainsi, le risque de plaie est majoré et un mal perforant plantaire peut apparaitre (Figure 3).

\

N

Figure 3 : Développement d’ulcére secondaire a des contraintes mécaniques (8)

De plus, l'artériopathie secondaire au diabéte altére la cicatrisation et est un facteur de risque
d’amputation (8).

A noter, cependant, que I'inflammation engendrée va provoquer une majoration de pression
dans une loge, aggravant l'ischémie déja présente (9).

Le mal perforant va étre colonisé du fait de la rupture de la barriére cutanée et I'infection va se
propager par contiguité des plans superficiels vers les plans profonds.

Selon I''WGDF, I'inflammation signe l'infection, traduisant I'invasion et la multiplication des
micro-organismes (8).

L’infection est donc favorisée par 'artériopathie diabétique et 'immunodépression secondaire
au diabéte.

1.1.3. Classification

Historiquement, Waldvogel et al ont présenté en 1970 une classification des ostéites basée
sur le mode de contamination (infection hématogéne, secondaire a un foyer d'infection contigu
ou associeée a une insuffisance vasculaire) et sur la durée de linfection (aigué ou
chronique) (10).

Depuis, d’autres classifications ont été présentées.

Nous pouvons citer la classification de Zimmerli dans les infections sur prothése articulaire
(11), la classification de Tsukyama pour les infections post-opératoires (12), la classification
du CDC d’Atlanta 1992 (13) pour les infections du site opératoire (ISO) et la classification de
Cierny et Mader pour les ostéomyélites, basée sur I'anatomie et les comorbidités du patient
(14) (Figure 4).
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Figure 4 : Ostéomyélite selon Cierny et Mader (14)

1.1.4. Biofilm

Le biofilm a été décrit une premiére fois par Anton van Leeuwenhoek en 1676 puis a été de
nouveau étudié dans les années 1980, notamment par J.W.Costerton (15,16).

Il a été principalement décrit pour le Staphylococcus spp mais toute bactérie peut en secréter.

Initialement décrit sur du matériel, le biofilm peut également apparaitre sur du tissu mort
comme le sont les séquestres osseux ou dans toute infection chronique (Figure 5).
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Figure 5 : Microscopie électronique d’un biofilm a Staphylococcus epidermidis (17)

A : a 2h, fixation du S.epidermidis sur le matériel ; B : a 4h début d’une matrice extracellulaire, C a 8h,
couche épaisse, D : a 24h, emboles prétes a ensemencer

Le biofilm est défini comme un agrégat de cellules bactériennes, enrobé d’une matrice
polymérique produit par les bactéries (16).

Ainsi, dans un milieu hostile (dans le cadre d’une infection chronique ou sur matériel), les
bactéries vont dans un premier temps adhérer au matériel (grace a des structures particuliére
comme les flagelles ou fimbrae) puis apres I'agrégation et la multiplication des colonies de
bactéries et par difféerents mécanismes, une synthése de polysaccharides et d’autres
constituants (débris cellulaires, protéines, glycolipides) va apparaitre et englober cet amas
(18).

Enfin, les bactéries présentes en superficie peuvent sortir du biofilm et aller coloniser d’autres
structures soit par contiguité soit a distance et ainsi s’étendre (17-19) (Figure 6).
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Figure 6 : Etape de la formation d’un biofilm (18)

A contrario, les bactéries profondément enchassées dans le biofilm sont quiescentes et donc
moins sensibles a I'antibiothérapie, expliquant le risque de récidive d’une infection méme de
trés nombreuses années apreés l'infection initiale.

Les principales conséquences de la présence du biofilm sont :

¢ une inefficacité du systéme immunitaire du fait de son incapacité a pénétrer le biofilm,
¢ une diminution de I'efficacité des antibiotiques devant un métabolisme ralenti avec un
cycle de réplication quasi inexistant,

« une diffusion hétérogéne des antibiotiques en son sein, augmentant artificiellement la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), responsable d’'une nécessité d’augmentation
des posologies d’antibiotiques,

¢ un descellement du matériel secondaire a la stimulation de 'apoptose des
ostéoblastes, entrainant des douleurs.

1.1.5. Epidémiologie microbiologique

S. aureus est le premier germe impliqué toutes IOA confondues et représente prés de la moitié
des germes responsables des IOA, suivi des staphylocoques coagulase-négative et d’autres
cocci Gram plus, puis les Enterobacterales (2,4) (Figure 7).

Les infections polymicrobiennes sont fréquentes (entre 32 et 45%) et sont plus souvent
observées dans les ostéites (2,4).
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En 2020, dans les CRIOAC, on retrouvait en moyenne 2,7 espéces différentes lors des
infections polymicrobiennes (4).

Other micro-organisms

Polymicrobial infection

Shoukdapgl e 19 574 documented infections Natve I stohyiococcus aureus
D Coagulase-negative staphylococci
. Other Gram-positive Cocci
' - Gram-negative bacilli
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HE& KRN 7807 363 D
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15 346 microorganisms from
6 140 polymicrobial infections
Septic arthritis 1183 0

& b
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Figure 7 : Répartition de la microbiologie selon le type d'IOA présentées dans les CRIOAC en France
entre 2014 et 2019 (4)

PJI : infection de prothese articulaire ; H&K PJI : infection de PTG et PTH ; FD : matériel médical ; VI :
spondylodiscite ; MSSA : Staphylococcus aureus méti-S ; SA-R : Staphylococcus aureus méti-R ; MS-
CoNS : Staphylocoque coagulase négative méti-S ; CoNS-R : Staphylocoque coagulase négative
méti-R ; EB : Enterobacterales, MREB : Enterobacterale avec résistante ; nfNGB : BGN non
fermentaire.

FD osteomyelitis 2455

Native 3330

1.1.6. Facteurs de risque des IOA

Il existe une nette prédominance masculine avec un sex-ratio entre 1,6 et 1,8 selon les
études (1,5,20).

L’age est également un facteur de risque : ainsi, la prévalence des IOA est de 24,5 pour
100.000 habitants pour un age inférieur a 50 ans et elle augmente a 157 pour 100.000
habitants chez les patients agés de plus de 70 ans (1) (Figure 8).

Enfin, le diabéte, 'obésité et les néoplasies sont également retrouvés (1).
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Figure 8 : Fréquence des IOA selon I'age et le sexe en France en 2008 (1)

1.2. Eléments diagnostiques

1.2.1. Clinique

La présentation clinique des IOA est hétérogeéne et plusieurs tableaux peuvent exister, ce qui

peut expliquer les difficultés de diagnostic.

Le patient peut présenter un tableau brutal associant de la fiévre, des frissons, un malaise ou
une inflammation locale, une douleur au niveau de la zone infectée (os ou articulation) (6).

A contrario, la clinique peut étre pauci-symptomatique devant des douleurs mal systématisées

ou un cedeme local isolé (6,21).

La présence d’'une fistule cutanée ou d’'une désunion de plaie opératoire est trés suspecte

d’lOA sous

-jacente et doit orienter vers le diagnostic.

Les infections du pied diabétique sont généralement plus stéréotypées avec la présence d’'un
mal perforant plantaire, évoluant souvent depuis plus d’'un mois avec plus ou moins une

exposition osseuse au travers de la peau, associé a un orteil cedématié et inflammatoire (9).

.2.2. Biologie

Celle-ci est souvent aspécifique. La Numération Formule Sanguine (NFS) et la C-Reactive-

Protein (CRP) sont habituellement réalisées mais leur normalité n’exclut pas le diagnostic

(7,9,21).

La CRP a un intérét dans le suivi avec la surveillance de sa décroissance sous traitement (21).

29
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1.2.3. Imagerie

1.2.3.1. La radiographie

La radiographie standard est 'examen de premiére intention a réaliser devant toute suspicion
d’lOA. Elle permet de détecter une ostéolyse, la présence de séquestre osseux, une apposition
périostée ou un descellement du matériel. Elle a 'avantage d’étre peu irradiante et disponible
d’acces rapidement permettant également un suivi radiologique. Son principal inconvénient
est le retard radiologique de 10 a 21 jours (7,21). Ce retard radiologique est expliqué par la
nécessité d’'une destruction de 50 a 70% du capital osseux avant d’étre radiologiquement
visible (22).

.2.3.2. Le scanner

Le scanner est plus précoce que la radiographie mais va présenter des artéfacts en présence
de matériel métallique.

Il peut confirmer ou infirmer la consolidation osseuse orientant alors vers une pseudarthrose.

Enfin, en cas de fistule, les trajets de celles-ci peuvent étre visualisés (7,21).

1.2.3.3. L'IRM

L’'IRM met en évidence I'cedéme osseux et I'atteinte des tissus mous. Elle évalue I'extension
de l'ostéomyélite. Cependant, elle est moins facilement accessible et ne présente aucun
intérét dans le suivi.

Par ailleurs, de nombreuses contre-indications existent (porteur de certains matériels
cardiaques, claustrophobie) (7,21).

1.2.3.4. La médecine nucléaire

Les examens de médecine nucléaire (scintigraphie osseuse et aux leucocytes marques,
Tomographie par Emission de Positons (TEP)) sont des examens de deuxiéme intention. lls
ont leur place notamment dans les infections sur matériel (prothése articulaire) et en post
chirurgie (7,21).

D’autres examens de médecine nucléaire, comme la TEP-TDM et la TEP-IRM aux leucocytes
marqués aux '®F-FDG ou la TEP-TDM au citrate de galium, sont disponibles et sont en cours
d’évaluation en pratique courante (23-25).

1.2.4. Diagnostic microbiologique

L’examen de référence des ostéites est la culture microbiologique d’'un fragment obtenu par
biopsie osseuse. Sa sensibilité et sa spécificité sont de 87% et 93% respectivement (26). Il est
recommandé de réaliser entre 3 a 5 biopsies avec changement d'instrument entre chaque
prélévement (21).

D’autres prélévements peuvent étre envoyés en culture en fonction du site infecté : ils peuvent
étre liquidiens (pus, liquide articulaire) ou solides (tissus de granulation, tissus osseux, tissu
d’interposition et tout tissu paraissant suspect) (7). Lorsque le matériel est retiré, celui-ci peut
étre envoyé en sonication ce qui permet de sensibiliser la culture en « décrochant » les
bactéries présentes au sein du biofilm (19,27,28) (Figure 9).

Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024 30
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Figure 9 : Comparaison entre une culture bactérienne « standard » (A) et une culture bactérienne
apres sonication (B) (29)

De plus, il est recommandé de réaliser les prélévements en I'absence d’antibiothérapie ou
apres l'arrét de celle-ci. Habituellement, une quinzaine de jours est nécessaire afin d’éviter un
résultat faussement négatif.

Les préléevements réalisés sont mis en culture pour 14 jours (7).
Cependant, un résultat négatif n’exclut pas une infection ostéo-articulaire.

En cas de diffusion hématogéne, le diagnostic microbiologique peut étre réalisé par la
réalisation d’hémocultures (21).

Enfin, dans les cas complexes ou la culture bactérienne est négative et/ou dans le cas d’une
prise récente d’antibiotiques, d’autres examens complémentaires peuvent étre réalisés
(biologie moléculaire avec la réalisation d’'une PCR ARN 16S et/ou NGS). Ces examens sont
discutés au cas par cas, habituellement en réunion pluridisciplinaire. Cependant, la sensibilité
de ces techniques ne permet pas de remplacer la culture classique (30).

1.2.5. Diagnostic anatomopathologique

Les prélevements osseux doivent étre adressés au laboratoire d’anatomopathologie, afin de
rechercher des signes d’ostéomyélite aigué ou chronique (21,31,32).

Les signes d’ostéomyélite aigué correspondent a un tissu osseux avec une prédominance de
Polynucléaires Neutrophiles (PNN) associés a des signes de résorptions osseuses par les
ostéoclastes avec des festonnages au niveau de I'os cortical et des débris osseux.

Les signes d'ostéomyélite chronique correspondent quant a eux a un tissu osseux présentant
une fibrose entourée de tissus dévitalisés associée a une infiltration de lymphocytes et de
plasmocytes et peu de PNN (33,34) (Figure 10).

Figure 10 : Coupe histologique d’une ostéite aigue (a gauche) et d’'une ostéite chronique (a droite)
(35)
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Dans le cadre d’une infection sur matériel, les critéres de Mirra de 1976 s’appliquent avec la
présence de plus de 5 PNN par champ au grossissement x400 dans au moins 5 champs
microscopiques separés (36).

Le laboratoire d’anatomopathologie est également amené a réaliser différentes colorations a
la recherche d’agents pathogénes.
I.3. Prise en charge
La prise en charge est médico-chirurgicale et nécessite une coordination entre infectiologues,
chirurgiens et biologistes.

1.3.1. Chirurgicale
La prise en charge chirurgicale est primordiale et peut concerner plusieurs spécialistes.

Elle s’'organise autour de quatre axes : le débridement, la stabilisation osseuse, le comblement
de 'espace mort et la couverture cutanée (37).

Plusieurs chirurgies sont parfois nécessaires.

1.3.1.1. Débridement

Le débridement des tissus doit étre large, avec une résection des tissus morts et infectés,
notamment des séquestres osseux. Les techniques peuvent étre similaires a des chirurgies
carcinologiques.

Un débridement insuffisant est un facteur d’échec.

Le débridement doit étre poursuivi jusqu’a une vascularisation satisfaisante, correspondant au
« paprika sign ». En cas de matériel intramédullaire, un débridement intramédullaire associé
a une irrigation du canal est réalisé (37).

Un lavage large compléte habituellement cette prise en charge.

Dés lors qu’'un matériel est présent, son retrait doit étre discuté. Ainsi, lorsque l'indication est
poseée, le matériel peut étre changé :

- Soit en un temps, c’est a dire le retrait et la repose du matériel dans le méme temps
opératoire.

- Soit en deux temps, c’est-a-dire avec un intervalle plus ou moins long entre le retrait et
la repose du matériel, associé a la mise en place de maniére provisoire d’'un spacer ou
entretoise en ciment (possiblement chargé en antibiotiques) entre les deux temps.

1.3.1.2. Stabilisation osseuse

A la suite d’'un débridement, une instabilité osseuse peut apparaitre avec un risque de fracture
secondaire. Dans ce cas, une stabilisation peut étre proposée, habituellement par un fixateur
externe (37). D’autres techniques, comme I'utilisation d’un clou revétu de ciment, peuvent étre
utilisées en fonction des conditions locales (38).
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1.3.1.3. Comblement de I’espace mort

Afin de combler la perte osseuse secondaire au débridement, plusieurs techniques sont
possibles comprenant la mise en place de ciment, plus ou moins chargé aux antibiotiques, la
greffe osseuse autologue, la greffe de créte iliaque, la greffe d’'une fibula vascularisée ou
encore la mise en place de substituts osseux (37).

1.3.1.4. Couverture cutanée

Une couverture cutanée adéquate est nécessaire et peut nécessiter la réalisation d’un
lambeau ou d’'une greffe de peau.

1.3.2. Médicale

Le traitement médical repose sur une antibiothérapie a forte posologie ayant une diffusion
osseuse correcte et adaptée a la documentation microbiologique et au patient (7).

1.3.2.1. Molécules

Les principales molécules utilisées sont les fluoroquinolones, la clindamycine, les
tétracyclines, la rifampicine, les oxazolidinones et le cotrimoxazole (39,40).

Les R-lactamines peuvent étre utilisées mais a forte posologie, du fait d’'une moindre diffusion
osseuse.

La rifampicine et les fluoroquinolones ont 'avantage d’avoir une bonne diffusion au sein du
biofilm, en faisant des molécules de choix (19).

1.3.2.2. Modalités

La durée du traitement Intraveineux (IV) n’est pas codifiée et un relai per os précoce ne semble
pas inférieur a un traitement IV prolongé (41-44).

En I'absence de matériel, I'antibiothérapie n’est pas mise en place en urgence et doit étre
adaptée aux prélévements, sauf en cas de choc septique ou d’une infection concomitante
nécessitant une antibiothérapie en urgence (bactériémie, infections des parties molles). Dans
ce cas, I'antibiothérapie doit étre débutée, si possible, aprés la réalisation de préleévements
microbiologiques (12,17).

En cas de mise en place de nouveau matériel, celle-ci est habituellement réalisée sous couvert
d’'une antibiothérapie probabiliste large spectre afin d’éviter le développement d’un biofilm.

Cette antibiothérapie de couverture comprend habituellement I'association d’'un antibiotique
ayant un spectre anti Gram positif (daptomycine, linézolide ou vancomycine) et d'un
antibiotique ayant un spectre anti Gram négatif (tazocilline, cefepime) (19). Les modalités
(antibiotiques, durée de I'administration par voie intraveineuse) sont définies selon les
différents centres de référence.

1.3.2.3. Association

Concernant les associations d’antibiotiques, elles sont principalement utilisées pour les I0OA a
Staphylococcus spp et a Pseudomonas aeruginosa (43,45,46), en prévention de 'émergence
de résistance.
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1.3.2.4. Durée

La durée de l'antibiothérapie est prolongée : en I'absence de matériel, le traitement est
habituellement poursuivi pour une durée de six semaines, alors qu’en présence de matériel,
celui-ci est prolongé pour une durée classiquement de douze semaines mais qui, dans certains
cas, peut étre prolongée (19,43).
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Il. Enterobacter cloacae

E.cloacae est un bacille Gram négatif appartenant au groupe 3 des Enterobacterales.
I1.1. Généralités

11.1.1. Taxonomie et classification d’espéce

Le genre Enterobacterale a été décrit pour la premiéere fois en 1960 par Hormaeche et al (47)
regroupant les especes Aerobacter aerogenes et Aerobacter cloacae (48).

Depuis une cinquantaine d’années, la taxonomie a évolué.

En 2003, le groupe E.cloacae complex est apparu avec le séquengage des génes hsp60 et
rpoB de plus de 200 souches animales et humaines permettant de les regrouper en 13 clusters
dont E.asburiae, E.kobei, E.cloacae, E.ludwigii, E.nimupressuralis et E.hormaechei (47—49)
(Figure 11).

Cluster Espece Cluster Espece
Cluster | E. asburiae Cluster VII E. hormaechei subsp. hormaechei
Cluster Il E. kobei Cluster VIII E. hormaechei subsp. steigerwallti
Cluster 111 E. cloacae Cluster IX E. cloacae
Cluster IV E. cloacae Cluster X L. nimipressuralis
Cluster V E. ludwigii Cluster XI E. cloacae subsp. cloacae
Cluster VI E. hormaechei subsp. oharae Cluster XII E. cloacae subsp. dissolvens
Cluster Xl E. cloacae (séquence hsp60 variable)

Figure 11 : Cluster selon le séquencage du géne hsp60 (48)

11.1.2. Caractéristiques microbiologiques
Il s’agit d’'un bacille a Gram négatif, mobile, non sporulé, aéro-anaérobie.
Il se cultive facilement sur milieux ordinaires a 37°C.

L’identification est réalisée par la détermination des caractéres biochimiques et la fermentation
des sucres ou, récemment, par la spectrométrie de masse de type MALDI TOF. Dans certains
laboratoires, la PCR séquencgage est réalisée pour l'identification de 'espéce (48).

11.1.3. Habitat

Enterobacter cloacae est un germe ubiquitaire, présent dans les milieux aquatiques et
terrestres. Il fait partie du microbiote digestif et peut étre retrouvé sur la peau animale et
humaine (49,50).

11.1.4. Résistances

11.1.4.1. Naturelles

Enterobacter cloacae sécréte une céphalosporinase chromosomique inductible, codée par le
géne ampC, responsable d’'une résistance naturelle aux aminopénicillines, aux inhibiteurs de
pénicillinase (tel que I'acide clavulanique) et aux céphalosporines de 1° et 2°™ génération.

Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024 35
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Les carboxypénicillines (ticarcilline), uréidopénicillines (pipéracilline), céphalosporines de 3°™
(C3G) et 4°™ génération (C4G) comme la ceftriaxone et la cefepime respectivement, ainsi que
les monobactames (aztréonam) et les carbapénémes sont efficaces in vitro.

11.1.4.2. Acquises

11.1.4.2.1. Céphalosporinase déréprimée

En situation physiologique, le répresseur AmpR empéche I'expression dAmpC (51) (Figure
12).

AmpR AmpC

Figure 12 : Régulation d’AmpC par AmpR en situation physiologique

L’utilisation de certaines RR-lactamines entraine la production de produits de dégradation de la
paroi qui, en se liant a AmpR, empéchent l'inhibition de production d’AmpC. Cette production
accrue dAmpC va entrainer une résistance aux carboxypénicillines, aux uréidopénicillines, a
I'aztreonam, aux CsG et aux carbapénémes (Figure 13).
B-lactamase tt
PDD

PDD PDD AmpC

Figure 13 : Mutation d’AmpR en présence de produits de dégradation de la paroi (PDD)

Ces souches sont ainsi dénommées « céphalosporinase déréprimée ».

Ainsi, il existe un risque d’échec important en cas d’utilisation de [3-lactamines, notamment de
CsG, dés le premier jour d'utilisation, ce pourquoi leur utilisation en monothérapie est
déconseillée (51).
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Les C4G, quant a elles, sont faiblement hydrolysables par les céphalosporinases quel que soit
leur niveau de production (51,52).

11.1.4.2.2. R-lactamases

Toutes les classes de R-lactamases peuvent étre retrouvées (Annexe 1), augmentant le
niveau de résistance d’une souche de E.cloacae.

11.1.4.2.3. Autres

Plusieurs autres mécanismes de résistance existent : mutations chromosomiques (par
exemple, modification de cible au niveau de ’'ADN gyrase pour les quinolones), acquisitions
plasmidiques (comme pour la résistance aux aminosides), surexpression du systéme de
pompe a efflux (tigécycline par exemple) (48).

I1.2. Impact clinique
E.cloacae est considéré comme un germe opportuniste.

Il est habituellement décrit dans le cas d’infections chez les patients hospitalisés en soins
intensifs ou en néonatologie (48,53).

Il est responsable de sepsis, de pneumopathies, d’infections urinaires, de péritonites
nosocomiales, d’endophtalmies, d’abcés cérébraux, de méningites, d’endocardites, d’arthrites
septiques ou d’infection des parties molles (54).

11.2.1. Pathogénicité et virulence

Un des facteurs de pathogénicité et de virulence de I'Enterobacter cloacae est la présence
d’'un flagelle qui permet sa mobilité. Le flagelle a un réle dans 'adhésion de la bactérie et la
formation du biofilm (55,56).

En plus de I'expression d’endotoxines décrit pour les Enterobacter spp (54), Enterobacter
cloacae posséde un systéme de sécrétion de type 3 (SSTT), connu comme facteur de
pathogénicité : en effet, une étude avait montré que 27% des isolats d’E.cloacae ayant une
implication clinique, possédaient ce systéme (57).

Enfin, en 2012, I'équipe de Kim et al. avait mis en évidence la présence des génes csgBAC
chez E.cloacae, génes impliqués dans la formation du biofilm, avec notamment la présence
de curli fimbrae, classe de protéines extracellulaires (58,59) pouvant favoriser son caractere
pathogéne.

11.2.2. Facteurs de risque

Parmi les facteurs de risque d’infection a E.cloacae, on retrouve l'immunodépression, la
présence de comorbidités (diabéte, cancer), les brllures étendues, I'allongement de la durée
d’hospitalisation (notamment en soins intensifs), la présence de dispositifs médicaux et un
score de Charlson élevé (Annexe 2) (49,54).
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11.3. Enterobacter cloacae et infections ostéo-articulaires

E.cloacae semble étre un germe émergent dans les infections ostéo articulaires, notamment
dans les ostéites.

En effet, plusieurs cohortes de patients ont rapporté la présence d’E.cloacae dans 10% a 40%
des cas (20,60-63).

11.3.1. Antibiothérapie

Il n’existe pas de recommandation spécifique concernant la prise en charge des ostéites avec
des Enterobacterales du groupe 3.

Ainsi, les recommandations frangaises sur infections de matériel ne distinguent pas les
Enterobacterales du groupe 3 des autres bacilles Gram négatif et proposent I'association
d’'une [-lactamine et d’une fluoroquinolone puis d’'une monothérapie par fluoroquinolone, a
condition d’avoir un faible inoculum (7).

L’'IDSA, société d’infectiologie américaine, propose, dans le cas d’IOA sur prothése, un
traitement par cefepime, ertapénéme ou ciprofloxacine en cas d’infections a Enterobacterale
du groupe 3 (64).

Les recommandations espagnoles proposent, également en cas d’lOA a Enterobacterale du
groupe 3, l'utilisation de carbapénémes puis en relai per os, de la ciprofloxacine. En cas
d’'impossibilité de l'utilisation d’'une quinolone, le cotrimoxazole peut étre proposé (65).

Dans la littérature, I'équipe de Bouige et al. s’était intéressée a la prise en charge des infections
sur prothése articulaire a E.cloacae. Quatre-vingts pour cent des patients avaient recu au
moins une bithérapie, comprenant I'association d’une quinolone et d’une R-lactamine avec un
taux de succés a 50% (66).

Il existe néanmoins peu d'études concernant la prise en charge des ostéites a E.cloacae.

Les deux cohortes décrites de patients ayant une ostéite a E.cloacae sont I'étude de H.Cisse
et al ou 28 patients avaient été traités par une bithérapie comprenant une fluoroquinolone et
du cotrimoxazole (67) et celle de K.Kanellakopoulou et al. comprenant 15 patients dont 12
avaient été traités en monothérapie par ciprofloxacine et 3 par une carbapénéme (68).

11.3.2. Pronostic

Il existe peu d’études s’étant intéressées au pronostic des ostéites a E.cloacae. Les rares
cohortes rapportées semblent présenter un pronostic plus sombre avec un risque d’échec plus
important mais les effectifs étaient faibles.

Ainsi, une étude américaine portant sur 34 ostéites post-traumatiques dont 8 a Enterobacter
cloacae, mettait en évidence que le risque de rechute, de fracture pathologique ou
d’ostéomyeélite chronique était plus élevé pour E.cloacae dans le cadre d'ostéite post fracture
ouverte (69).

Le constat était le méme dans I'étude de K.Kanellakopoulou et al. ou il existait seulement 60%
de réussite sur une cohorte de 15 patients ayant une ostéite a E.cloacae (68).

Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024 38
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Rationnel de I’étude

Face a I'émergence de ce pathogéne dans les IOA et notamment dans les ostéites, I'absence
de recommandations claires concernant sa prise en charge et les faibles données dans la
littérature concernant le traitement et le pronostic, nous avons réalisé cette étude dans le but
de préciser le PROnostic et la Prise en charge des OStéites a Enterobacter cloacae
(PROPOSE).
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ABSTRACT

Background: Several types of bacteria are involved in bone and joint infection and
particularly Gram positive such as Staphylococcus spp. However, Gram-negative bacilli can
be implicated and especially Enterobacter cloacae. Although, unlike classic germs,
guidelines for its management are not clear, and only few studies have evaluated the
treatment and prognosis of osteomyelitis caused by E. cloacae.

Methods: We performed a multicentric descriptive retrospective study among patients with
positive intraoperative bone samples for E. cloacae. Prosthetic joint infection and vertebral
infection were excluded.

Results: We studied 146 patients with E. cloacae osteomyelitis with or without
osteosynthesis material in three hospitals. Contamination was mainly the consequence of an
open fracture or a chronic wound such as diabetic foot ulcer. The median follow-up was 12
months. A majority of patients presented a polymicrobial infection. Success rate was 89%.
Treatment failure was associated with a high Charlson comorbidity index (adjusted odds
ratio=1.71, confidence interval at 95% [1.44-2.55], p=0.01) and with the use of ceftazidime
(adjusted odds ratio=9.7, confidence interval at 95% [1.08-87.32], p=0.043). There was no
difference when an antibiotic monotherapy was used versus a combination therapy or the
type of surgery. The presence of osteosynthesis was not associated with failure.

Conclusion: Our study showed a good prognosis of E. cloacae osteomyelitis. We found that
a treatment with an antibiotic monotherapy is effective even in the context of bone infection.
Its primitive resistance to co-amoxicillin should be taken into account when prescribing an
antibioprophylaxis for open bone fracture in contact with soil.

Keywords: bone and joint infection, osteomyelitis, treatment, prognosis, Enterobacter
cloacae, Enterobacter spp, Gram-negative bacilli
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lI.1. INTRODUCTION

Occurrence of bone and joint infections (BJI) is increasing (In France in 2013, the incidence
was 70/100,000 patients-years vs 54/100,000 in 2008) and it is becoming a public health
problem, due to a significant morbidity and mortality and due to its cost (1,2). Osteomyelitis
and osteosynthesis infections represent 4% of BJI (1).

The main cause of bone colonization is a direct inoculation after traumatic injury or after a
surgery or in relation with chronic wound (7).

The most common pathogens are Staphylococcus spp. However, other bacteria such as
Gram-negative bacilli (GNB) are also involved. Among them, Enterobacter cloacae seems to
be an emergent pathogen. In dedicated studies, E.cloacae was found between 10 to 40% in
BJI (20,60-62).

Guidelines for the treatment of E.cloacae osteomyelitis are scarce and not clear. Only few
studies have evaluated the treatment and prognosis of osteomyelitis caused by Enterobacter
cloacae. One study evaluated the implication of this bacteria in patients with prosthetic
infections (66).

This study aimed to evaluate the treatment and the prognosis of Enterobacter cloacae
osteomyelitis with or without osteosynthesis materials.

lll.2. MATERIAL & METHOD

111.2.1. Study design

We performed a 13-year retrospective, descriptive and multicentric study (from January
2012 to May 2023) in two university hospitals and one general hospital in France. Both
university hospitals are specialized in the management of complex bone and joint infections
and host an expert centre for BJI (CRIOAC).

11l.2.2. Study population

Patients were identified using the bacteriology department's databases, narrowing the search
to those treated in orthopaedics with bone or deep tissue samples. As E.cloacae can’t be
considered as a contaminant bacterium, only one positive sample was required.

Inclusion criteria included:
e Patients over eighteen-year old;

e FE.cloacae osteomyelitis, with or without osteosynthesis, defined by positive
intraoperative bone or tissue cultures during surgical debridement or aspiration of the
infected bone;

e A follow-up more than 6 months long after cares.

Mono or polymicrobial infections were included.
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Exclusion criteria were:
e A prosthetic joint infection or a vertebral infection;
e Another type of E.cloacae infection without osteomyelitis;
e Patients hospitalized in a vascular surgery unit;
e A follow-up shorter than six months;
e An amputation of the limb performed before management;
e A superficial swab sample;

Data collected from several medical charts were age, gender, clinical signs, presence of
sequestrum, type of surgeries, microbiological characteristics, histopathological analysis,
antibiotic treatment, CRP values, follow-up and outcome.

1ll.2.3. Microbiological methods
Intraoperative samples were collected during the surgery in aseptic conditions.

Bone tissues were collected in tubes with metallic beads and 1 mL of saline solution to achieve
tissue disruption; other specimens (soft tissues, synovial liquid, collection, neosynovium) were
carried in sterile vials. Osteosynthesis material was transported to the lab in a specific vial for
ultra-sonication.

Bone and soft tissues were disrupted at the laboratory. In case of osteosynthesis material,
ultra-sonication was performed in a hermetic vial, with sterile distilled water, for 2 min in an
ultrasonic bath.

All samples were plated onto two Columbia agar with 5% sheep blood (aerobic and anaerobic
atmosphere), one CLED (cystine—lactose—electrolyte-deficient) (aerobic atmosphere), one
chocolate Polyvitex agar (CO2 atmosphere), and thioglycolate broth. All samples were
incubated at 35 + 2 °C for 10 days. Liquid specimens were also plated onto blood culture
bottles for 20 days. Cultures were performed over 10 days, and thioglycolate broth was sub-
cultured onto the same solid medium if all cultures were negative after ten days.

If cultures were positive, microorganisms were identified by MALDI-TOF. The antibiotic
susceptibility was determined on Vitek 2 CompactTM and BD Phoenix, by broth microdilution
method or agar dilution, and interpreted according to CASFM/EUCAST recommendations.

11.2.4. Follow-up and outcome
Follow-up time was defined as the delay between E.cloacae osteomyelitis diagnosis to the last
visit.
Treatment failure was defined by the relapse of infection with a new E. cloacae positive sample

during the follow-up, the need of an amputation or the occurrence of death related to
osteomyelitis.

A new osteomyelitis with a different bacteria was not considered as a failure.
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1l.2.5. Analysis

A simple logistic regression was performed to evaluate the relationship between treatment
failure and various variables of interest. Age, sex, inclusion center, BMI class, and Charlson
comorbidity index were retained as adjustment variables for conducting a multivariate logistic
regression. The linearity assumption was verified using the method of fractional polynomials
for the continuous quantitative variables used in the model (age, CRP) (70).

The quantitative variable "BMI" was categorized according to groups defined by the world
health organization: <25, 25-30, >30.

Statistical analyses were conducted using R software version 4.3.2. The 'stats' and 'mfp’
packages were utilized.

111.2.6. Ethic

Ethics approval for the study was obtained from the Institutional Ethics Committee of Limoges
University Hospital (identification number n°71-2023-11, first registration date on November
23, 2023).

An information letter was sent to all the patients with the possibility to refuse to participate. All
clinical data were recorded anonymously.

lll.3. RESULTS

111.3.1. Flow chart

A total of 753 patients were screened and 154 patients were eligible. Overall, 146 patients
were included (Figure 14).

753 patients were screened

154 patients were eligible

8 patients were excluded :
Missing data : 4 patients
Unadequate care : 2 patients
Lost of follow-up : 1 patient
Refusal to enter : 1 patient

A

146 patients were included

Figure 14 : Flow chart of the study
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11l.3.2. Descriptive analysis

111.3.2.1. Study population

The main characteristics of the 146 patients are detailed in Table 1.

Table 1 : Demographic characteristics and comorbidities

Characteristics n (%)
Age (years), mean = SD 50+ 17
Sex ratio (male/female) 3.5
Obesity (BMI > 30 kg/m?) 26 (18)
Diabetes mellitus 19 (13)
Cardiovascular diseases 63 (43)
Chronic renal failure® 3(2)
Tobacco use 60 (41)
Other comorbid conditions® 21 (14)
Charlson comorbidity index, median 1+£2
Surgical history 47 (32)
History of BJI with another germ 15 (10)

a Glomerular filtration rate < 30 mL/min/1.73 m?

® Neurological diseases (n=8), drug user (n=5), cancer (n=2), immunosuppression (n=6).

There were two types of patients: the ones with primitive infection such as those with chronic
wound (diabetic foot or pressure ulcer- 21 patients (14%)) and those with a first surgery for a
traumatic event and second surgery for infection (125 patients (86%)).

Among patients with post-traumatic infection, 81 patients had a history of open fracture (55%).
Among all the patients, wound was found in 121 patients (83%).

Clinical signs of infection included fever (n=27), outflow of pus (n=67), local inflammation
(n=111) including scar disunion (n=4), skin necrosis (n=56) and pain (n=34).

One-hundred patients (68.5%) had at least 2 clinical signs (mean 2, range: 0-5).

Fracture nonunion (n=10), osteolysis (n=8) and hardware loosening (n=1) were also found.
Ten patients had systematic biopsy during surgery without specific sign of infection.

The infection was located in the lower limbs in 84%.

Mean CRP level at the time of diagnosis was 86 mg/L, it was 9 mg/L at the end of the antibiotic
treatment and 11 mg/L after three months of follow-up.
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111.3.2.2. Bacteriological and histopathology lab results
Intraoperative samples were taken from bone (93%), joint fluid (9.5%) and deep tissue (51%).

Bacteriological cultures were polymicrobial in 109 cases (75%). Mean number of different
species was 2.5 (range 1 to 8) (Table 2).

Histopathological analysis was performed for 7 patients. In all these analyses non-specific
aspect of acute and chronic infection was described.
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Table 2 : Bacteria associated with E.cloacae in samples

Germs

n
Staphylococcus aureus 33
Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus 28
Enterococcus spp 23
Enterococcus faecalis 18
Enterococcus faecium 2
Coagulase-negative staphylococci 22
Staphylococcus lugdunensis 6
Streptococcus spp 11
Pseudomonas aeruginosa 18
Enterobacteriaceae 51
Citrobacter spp 15
Escherichia coli 12
Klebsiella oxytoca 7
Serratia marcescens 6
Proteus mirabilis 5
Enterobacter aerogenes 3
Proteus vulgaris 1
Klebsiella pneumoniae 1
Hafnia alvei 1
Aeromonas spp 6
Anaerobic germs 24
Finegoldia magna 12
Clostridium spp 8
Prevotella spp 3
Bacteroides spp 1
Pasteurella spp 2
Stenotrophomonas maltophilia 6
Acinetobacter baumannii 3
Corynebacterium spp 8

Candida albicans
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I11.3.2.3. Surgical treatment

For patients who firstly presented a traumatism, the first surgery which mainly comprises
cleaning and debridement was performed in 93% of cases. Osteosynthesis materiel was
implanted in 83%. At this time, no bacteriological samples were performed as the wound is
usually contamined by soil.

The median time between this initial surgery and the subsequent one performed when clinical
signs of infection was retrieved was 35.5 days.

Among the patients with chronic wounds, debridement was the main surgery.

In total, procedures of surgical revision included irrigation (95%), debridement and/or resection
(89%, 81% respectively), removal of osteosynthesis materiel (41%). Twenty nine percent
(n=41) had a replacement or an insertion of a new osteosynthesis material.

Muscle flap was realized in 32% of the patients.
After surgery, negative pressure wound therapy was used in 23% (Table 3).

Number of surgeries for each patient was difficult to evaluate as a lot of dressings were
performed in the operating room even if it was not a real surgery. However, about 50% of the
patient had 2 or more surgeries.

Table 3 : Surgical characteristics

Post-traumatic Chronic wound Total (Infected

n (%), n=125 n (%), n = 21 patients)
n (%), n = 146

First surgery  Surgery for

infection

Irrigation 87 (93) 107 (96) 18 (86) 125 (95)
Debridement 72 (78) 100 (90) 18 (86) 118 (89)
Resection 59 (64) 89 (81) 17 (81) 106 (81)
Osteosynthesis 56 (47) 1(0.5) 57 (41)
removal
Osteosynthesis 99 (83) 40 (33) 1(0.5) 41 (29)
implantation
Ciment 5(0.5) 16 (13) 0 16 (11)

with ATB 3 7 7
NPW? therapy 15 (14) 50 (24) 3 (14) 33 (23)
Muscle flap 45 (36) 2(9) 47 (32)

aNPW : Negative pressure wound
First surgery depicts the surgery at the time of open fracture before the diagnosis of infection.
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111.3.2.4. Medical treatment

The most frequent prescribed antibiotics and their combinations are listed in Table 4.

Table 4 : Prescribed antibiotics

Antibiotics n (%)
All antibiotics
Fluoroquinolone?® 124 (85)
Cotrimoxazole 78 (53)
Ceftazidime 11 (7)
Piperacillin-tazobactam 10 (7)
Carbapenem® 9(7)
Other beta-lactamins® 6 (5)
Monotherapy 56 (38)
Fluoroquinolone? 35
Cotrimoxazole 13
Carbapenem® 5
Other beta-lactamins® 2
Ceftazidime 1
Anti-negative gram drug association 90 (62)
Fluoroquinolone-cotrimoxazole 64
Including a triple therapy with ceftazidime 2
Fluoroquinolone-piperacillin/tazobactam 10
Fluoroquinolone-ceftazidime 7
Fluoroquinolone-carbapenem 4
Fluoroquinolone-other beta-lactamins 4
Cotrimoxazole-ceftazidime 1

@ ofloxacin, ciprofloxacin or levofloxacin
b imipenem, ertapenem or meropenem

¢ ceftriaxone or aztreonam

Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024

Licence CC BY-NC-ND 3.0

49



A combination of antibiotics was prescribed for 90 patients (62%). The most common
combination was fluoroquinolone and cotrimoxazole (n=64).

Median number of different antibiotic line was 1 (Range 1 - 4).
The median duration of antibiotic course was 6 weeks (Range 6 - 13.5 weeks).
Outpatient Parenteral Antimicrobial Therapy (OPAT) was used for 29 patients (20%).

Antibiotic tolerance was good for 89% of cases. The most common adverse effects were
cutaneous ones (n=7) including one DRESS syndrome, digestive (n=4), hematologic (n=4)
and articular pain (n=2).

111.3.2.5. Follow-up and outcome
Median follow-up was 12 months (IQR 6;24).

Success rate was 89% and failure occurred in 16 patients. There were 11 relapses, one death
and amputation for 4 patients.

All failures occurred during the first 12 months and among them, 10 took place during the first
6 months.

I11.3.3. Factor associated with failure

In univariate analysis, factors associated with treatment failure were a high Charlson
comorbidity index, chronic renal failure, body mass index above 30 and a high CRP at the end
of the antibiotic course.

Association between fluoroquinolone and cotrimoxazole was a protector factor.
Sex, age, diabetes, and presence of hardware were not statistically associated with failure.

Using a monotherapy of antibiotic was not associated with a poor outcome in comparison with
a combination (p=0.79).

In multivariable analysis, a high Charlson comorbidity index remained associated with failure
as was the use of ceftazidime (Table 5).
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Table 5 : Factors independently associated with failure

R . Multivariable
Univariate analysis

Success Failure analysis
Characteristics o o
n =146 n{%) - n(h) p- p-
n=130 n=16 OR 95% ClI Value aOR 95% Cl Value
¥ ¥
[1.11- [0.85-
BMI > 30 21(18) 5(42) 6.19 34.44] 0.04 5.51 35.89] 0.07
Charlson
comorbidity 1 (2- 1.13- 1.44-
index 0(1-2) 4.(5) 1.43 [1.8] 0.003 1.71 [2.55] 0.01
(IQR)
Chronic renal [2.85- [0.36-
failure 5 (4) 5(31) 11.36 45 37] <0.001 3.69 37.41] 0.27
CRP at the end
of antibiotic 16 (6- [1-2.49] [0.9-
(IQR)

FQ-CTM [0.07- [0.1-
association 61(47) 3(19) 0.26 0.96] 0.04 0.45 21] 0.31
- (0.38- [1.08-
Ceftazidime 9(7) 2(13) 1.92 9.79] 0.43 9.7 87.32] 0.043

*adjusted on age. sex. center, BMI and Charlson comorbidity index

1 for a 10mg/L increase in CRP

T p-value according Wald test

FQ : fluoroquinolone, CTM : cotrimoxazole, BMI : body mass index, OR : odds ratio, 95% CI : confidence
interval at 95%, aOR : adjusted odds ratio

lll.4. DISCUSSION

One of our questions was the need of a combination of antibiotics to treat such an infection,
first to avoid the emergence of antimicrobial resistance and second because of the localization
of infection. Our study showed no difference between a monotherapy or a combination of
antibiotics. Combination of antibiotics was mainly used when E. cloacae was associated with
Staphylococcus spp or Pseudomonas aeruginosa. To the best of our knowledge, at this time,
there is no recommendation for using a combination of antibiotics for bone and joint infections
caused by E.cloacae. Several guidelines such as the American or Spanish ones suggest the
use of a beta-lactamin monotherapy at the beginning of the treatment, with the possibility to
use ciprofloxacin in the second part (64,65). The French ones propose a combination with a
fluoroquinolone for the beginning and the possibility to use a fluoroquinolone as a monotherapy
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for oral therapy (7). The proposed beta-lactamin component is a third or fourth generation
cephalosporin or a penem. In literature, a series of studies is favoring the use of a combination
however it relies only on three retrospective studies with a low number of patients. In the first
one, the success rate was 80% using a combination of fluoroquinolone and cotrimoxazole in a
cohort of 30 patients (67). The two others report a low rate of success, respectively 50% and
60%. However the first one was about 2 patients among a series of 20 (66) and the second
one about 15 patients treated either by a fluoroquinolone or a penem (68). In our study, there
was no statistical difference in the evolution comparing monotherapy versus combination.
Fluoroquinolone was the first antibiotic class prescribed. Its use seems reasonable as it is
known to be effective on GNB biofilms (19).

The success rate was 89% which is higher than other series in literature. Kanellakopoulou and
al. reported only 60% of success among their patients (68). Cisse and al. stated a success rate
of 80% (67). These differences can be explained by several factors. The first one is that our
collaboration between surgeons and infectious diseases specialists has been existing for more
than 20 years, thus there is an optimization of the management thanks to a discussion of all
difficult-to-treat infections (3). Another explanation could be due to a shorter follow-up (12
months vs 24 months in literature) which can hide potential delayed failures. However, in our
study, all failures occurred in the first year and mainly during the first 6 months. The age of the
patients could also partly explain a better outcome. Finally, we did not consider a failure if the
biopsy grew another germ when biopsies were performed to explore a possible relapse. As
reported in literature, men are more frequently infected, however it seems that our population
is younger (5,60-62,67). This could be due to the traumatic mode of contamination which may
be the consequence of sports or road injuries which are more frequent in younger people. This
can also explain the low Charlson comorbidity index whereas usually E. cloacae infections are
reported in patients with a high Charlson comorbidity index (49). This was previously found in
the study of Cisse and al with a Charlson comorbidity index of 1.93. In our study, females are
older than men which was also described in the studies of Grammatico and al. in 2008 and
Kremers and al. in 2015 (1,5). Clinical signs were the same as what is commonly seen with
other more classical bacteria. Local inflammation with outflow of pus was the most common
sign but it is not specific of this bacteria. However, ten patients had no clinical sign which
implies that a biopsy should be discussed and performed when an infection is suspected
especially in case of a past history of open fracture.

Even if we targeted our study on E. cloacae, polymicrobial infections represent a vast majority
of our patients (75%). This percentage is higher than in literature (4). There are two main
explanations. The first one is a greater proportion of diabetic foot infections (14%) which
usually involves multiple bacteria. The second one is the high rate of contamination following
an open fracture (84%) which is higher than the one found in literature : in the experience of
De Carvalho and al. where GNB osteomyelitis were studied, only 32% of patients had an open
fracture (62). Looking at post-traumatic osteomyelitis, Peng and al and Yang and al had
respectively 70% and 79% of open fracture (60,61). The mean number of different species
involved in infection is similar to the one from a study performed by the CRIOAC network about
the epidemiology of complex bone and joint infections in France (2.5 vs 2.73) (4). Implication
of Staphylococcus aureus as the first associated organism is also retrieved in literature
(4,5,43). Enterococcus spp was the second associated organism. In literature, this germ is
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usually found less often, after coagulase-negative staphylococci and streptococci (4,61) and
frequently associated with high failure in BJI infection (71). Pseudomonas aeruginosa, which
is known to be a nosocomial bacteria, was also frequently found in our study. The frequency
of these two germs can be explained by the high rate of post-traumatic infections as
P.aeruginosa is frequently found in the environment as for E. cloacae (72).

In univariate analysis, high BMI and chronic renal failure were considered as risk factors. In
literature, obesity was previously reported as a risk factor (1). In multivariate analysis, a high
Charlson comorbidity index (which includes chronic renal failure) was a risk factor of failure
which is in line with literature (49). Contrary to what we might have thought from the analogy
with infections on prostheses, the presence of osteosynthesis material is not a risk factor of
failure. This is an interesting point, which allows surgeons to use osteosynthesis material in
the management of a trauma, if necessary. It is difficult to explain why the use of ceftazidime
was found to be a risk factor of failure. This antibiotic was mainly used when P.aeruginosa was
one of the associated bacteria. Emergence of resistant bacteria thanks to the production of
derepressed cephalosporinase does not seem to be the explanation as ceftazidime was
always part of a combination, preventing the emergence of resistant bacteria. This could be
explained by the fact that Pseudomonas aeruginosa is a difficult-to-treat bacteria and failure
could partly be due to its presence (46). It should be noted that, among the 16 failures, only
two patients were treated with ceftazidime and one of them had a BMI of 50 which on its own
can explain failure.

Only few studies investigated the role of this pathogen in osteoarticular infection with (67,68)
or without osteosynthesis material (73) or prosthesis (66). Our study shows that E. cloacae is
widely implicated in osteoarticular infections, particularly when the contamination follows a
trauma, which is due to its telluric habitat. This confirms the importance to cover this type of
bacteria, which are less frequently involved in osteoarticular infections, but which nonetheless
have the potential to cause infection. To our knowledge, this study is the largest series of
E.cloacae osteomyelitis and the first multicentre one (67,68,74). Our study had some limits as
it is a retrospective one. However, the main features of the management such as the type of
contamination, the surgery, the different antibiotic courses, and the main patients’
characteristics were mainly retrieved. Finally, our follow-up is short with a median of 12
months, and it is known with other bacteria such as Staphylococcus spp. that relapse can
occur years and years after the end of the treatment (75) but, as in other studies in BJI, a long
follow-up is difficult to reach.

Histopathological analysis can be interesting especially in a complex case: Wu and al. showed
similar results in their study with 41 samples which showed patterns of acute or chronic
osteomyelitis whereas culture was positive in only 14 cases (76). These results suggest that
relapse or failure can be misdiagnosed and advocate for a histopathological analysis to try to
add clues in favor of infection. However, this analysis does not allow identification of
organisms. Although treatment appears to be standardized, with the use of a beta-lactamine
combined to a greater or lesser extent with a fluoroquinolone, and the possibility of a second
course of fluoroquinolone monotherapy, the question of the first post-traumatic antibiotic
treatment arises. In France, recommendations suggest the use of co-amoxicillin (77), however
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E. cloacae is naturally resistant to this antibiotic. International recommendations are adapted
to this risk during open fracture (78,79) and this may be why there are few descriptions of
infections in literature. In view of this work, French recommendations may need to be reviewed
to better cover this bacteria.

Thus, it seems necessary to perform prospective studies in order to choose between a
monotherapy or a combination. However, mono or polymicrobial infections need to be
distinguished as polymicrobial infection might need a combination to cover all the bacteria.
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Conclusion

Notre étude montre que les ostéites a Enterobacter cloacae sont fréquemment observées en
contexte post-traumatique et en présence de plaies chroniques. Pour autant, le pronostic ne
semble pas plus défavorable. Contrairement a ce que I'on pourrait penser, I'utilisation d’'une
monothérapie n’est pas associée a un taux d’échec plus important et la stratégie chirurgicale,
notamment avec le maintien du matériel d'ostéosynthése, n’influence pas le pronostic.

D’autres études prospectives pourraient étre intéressantes afin de pouvoir confirmer nos
résultats et préciser les stratégies de prise en charge des ostéites a E. cloacae.
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Annexe 1. Classification d’Ambler

Classe A Classe B Classe C Classe D
Sérine-R-lactamases e Céphalosporinase Oxacillinase
lactamases
Pénicillinase i i
AmpC non inductible BLSE type OXA-11,
BLSE : TEM, SHY, Carbapénémase AmpC inductible OXA-10
CTX-M ..
Carbapéné VIM, IMP, NDM-1 AmpC déréprimée Carbapénémase
arbapénémase - -
}Fépc AmpC plasmidique OXA-48, OXA-23
Léna SANDJAKIAN, née le 3 février 1997 a Les Lilas | These d’exercice | Université de Limoges | 20242024 62

Licence CC BY-NC-ND 3.0



Annexe 2. Score de Charlson

Caractéristiques Points
<40 ans 0
50-59 ans 1
60-69 ans 2
Age
70-79 ans 3
80-89 ans 4
90-99 ans 5
Infarctus du myocarde 1
Insuffisance cardiaque congestive 1
Pathologie vasculaire périphérique 1
AVC ou AIT (avec sous sans séquelle) 1
Troubles neurocognitifs 1
Pathologie chronique pulmonaire 1
Maladie de systéme 1
Maladie ulcéreuse 1
Insuffisance rénale modérée ou sévére 2
Légére 1
Pathologie hépatique
Modérée ou sévere 3
Non compliqué 1
Diabéte (sauf régime seul)
Compliqué 2
Hémiplégie 2
Sans métastase 2
Tumeur de moins de 5 ans
Avec métastase 6
Leucémie (aigué ou chronique) 2
Lymphome 2
VIH stade SIDA 6
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Annexe 3. Avis du comité d’éthique

CHU LIMOGES

Comité d'Ethique
Président : Docteur Gérard TERRIER

Avis 71-2023-11

Projet de thése dont le titre est : « Pronostic et prise en charge des ostéites a
Enterobacter cloacae ».

Le projet de thése réalisé par Madame Léna SANDJAKIAN, interne en Maladies
Infectieuses sous la direction du Docteur Héléne DUROX, en Maladies Infectieuses au CHU
de Limoges ne recueille aucune réserve du point de vue éthique.

Avis enregistré sous le n®71-2023-11

i

" Docteur Gérard TERRIER

/
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Serment d’Hippocrate

En présence des maitres de cette école, de mes condisciples, je promets et je jure d’étre fidéle
aux lois de I'nonneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je dispenserai mes soins sans distinction de race, de religion, d’'idéologie ou de situation
sociale.

Admis a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira les
secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les mceurs ni a favoriser
les crimes.

Je serai reconnaissant envers mes maitres, et solidaire moralement de mes confréres.
Conscient de mes responsabilités envers les patients, je continuerai a perfectionner mon
savoir.

Si je remplis ce serment sans 'enfreindre, qu’il me soit donné de jouir de I'estime des hommes
et de mes condisciples, si je le viole et que je me parjure, puissé-je avoir un sort contraire.
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Pronostic et prise en charge des ostéites a E.cloacae — Etude PROPOSE

Introduction : Bien que les cocci Gram positif soient les germes les plus fréquemment
impligués dans les infections ostéo-articulaires, les bacilles Gram négatif, notamment
Enterobacter cloacae, sont de plus en plus retrouvés dans les ostéites. La prise en charge
thérapeutique de ces infections ne semble pas standardisée et peu d’études s’intéressent au
pronostic et a la prise en charge des ostéites a E.cloacae.

Méthode : Nous avons réalisé une étude multicentrique, descriptive et rétrospective portant
sur les ostéites a E.cloacae. Les infections de prothéses et les spondylodiscites étaient
exclues.

Résultats : Cent quarante-six patients ont été inclus. Les ostéites étaient principalement
secondaires a un traumatisme ou une plaie chronique. La durée moyenne de suivi était de 12
mois. Le taux de succés était de 89%. Les facteurs d’échec étaient un score de Charlson élevé
(p=0,01) et un traitement par ceftazidime (p=0,043). Il n’existait pas de différence entre
I'utilisation d’'une monothérapie ou d’une bithérapie. La présence de matériel d’'ostéosynthése
ne semble pas étre un facteur d’échec, tout comme le type de chirurgie.

Conclusion : Notre étude montre un bon pronostic des ostéites a E.cloacae et I'utilisation
d’'une monothérapie n’est pas un facteur de risque d’échec. La résistance naturelle a
I'amoxicilline-acide clavulanique doit étre prise en compte lors de la prescription d’une
antibioprophylaxie en cas de fracture ouverte avec contamination tellurique.

Mots-clés : Infection ostéo-articulaire, ostéite, traitement, pronostic, Enterobacter cloacae,
Enterobacter spp, bacille Gram négatif

Prognosis and treatment of Enterobacter cloacae osteomyelitis — PROPOSE study

Background: Several types of bacteria are involved in bone and joint infection and particularly
Gram positive such as Staphylococcus spp. However, Gram-negative bacilli can be implicated
and especially Enterobacter cloacae. Although, unlike classic germs, guidelines for its
management are not clear, and only few studies have evaluated the treatment and prognosis
of osteomyelitis caused by E. cloacae.

Methods: We performed a multicentric descriptive retrospective study among patients with
positive intraoperative bone samples for E. cloacae. Prosthetic joint infection and vertebral
infection were excluded.

Results: We studied 146 patients with E. cloacae osteomyelitis with or without osteosynthesis
material in three hospitals. Contamination was mainly the consequence of an open fracture or
a chronic wound such as diabetic foot ulcer. The median follow-up was 12 months. A majority
of patients presented a polymicrobial infection. Success rate was 89%. Treatment failure was
associated with a high Charlson comorbidity index (p=0.01) and with the use of ceftazidime
(p=0.043). There was no difference when an antibiotic monotherapy was used versus a
combination therapy or the type of surgery. The presence of osteosynthesis was not
associated with failure.

Conclusion: Our study showed a good prognosis of E. cloacae osteomyelitis. It found that a
treatment with an antibiotic monotherapy is effective even in the context of bone infection. Its
primitive resistance to co-amoxicillin should be taken into account when prescribing an
antibioprophylaxis for open bone fracture in contact with soil.

Keywords : bone and joint infection, osteomyelitis, treatment, prognosis, Enterobacter cloacae,
Enterobacter spp, Gram-negative bacilli



