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Résumé

L’infection des pieds diabétiques (IPD), représente un probleme majeur de santé public dans
I’Algérie. Elle constitue un facteur de risque d’amputation et d’hospitalisation des
diabétiques.Notre étude vise a établir le profil de résistance et bactériologique des sujets de
pied diabétique dans le but de guider le choix thérapeutique et améliorer la prise en charge
de ces malades.

Durant la période de notre étude, 12 prélevements ont été réalisé dont (70%) sont poly -
bactériens et (30%6) sont mono- bactériens.

Parmi les germes identifiés, les bactéries a gram (-) étaient les plus représentés avec un taux
de (64.7%) avec une prédominance de Staphylococcus aureus a (35.2%)Klebseilla
pneumoniae(17.60%), Escherichia coli(11.70%0), Serratia marcescens(5%) ont été les
principaux germes isolés au sein de la famille des Enterobactériaceae .Les bacilles a gram (-
) non fermentant ont été majoritairement représenté par Pseudomonas aeruginosa.Le profil
de résistance des souches aux antibiotiques des travaux antécédants a montré une résistance
élevé des Entérobactéries aux différents antibiotiques avec des pourcentages différents,ceci
impose une prescription rationnelle des antibiotiques, surveillance continu de 1’évolutionde

résistance et amélioration d’hygiene hospitaliére.

Les mots clés : pied diabétique, Staphylococcus aureus, Klebseilla pnemoniae,Serratia

marcescens , Pseudomonas aeruginosa , E. coli, résistance.



Abstract

Diabetic foot infection (DFI) is a major public health problem in Algeria. It is a risk factor
for amputation and hospitalization of diabetics.

This study aims to establish the resistance and bacteriological profile of diabetic foot subjects
in order to guide the therapeutic choice and improve the management of these patients.
During the period of our study, 12 samples were taken, of which (70%) were poly-bacterial
and (30%) mono-bacterial.

Among the identified germs, gram (-) bacteria were the most represented with a rate of
(64.7%) with a predominance of Staphylococcus aureus at (35.2%) klebseilla
pneumoniae(17.60%),Escherichia coli(11.70%0),Serratia marcescens(5%) were the main
germs isolated within the Enterobacteriacea family.Non-fermenting gram (-) bacilli were

mainly represented by Pseudomonas aeroginos.

The antibiotic resistance profile of the strains showed a high resistance of Enterobacteriaceae
to different antibiotics with different percentages, this imposes a rational prescription of
antibiotics, continuous monitoring of the evolution of resistance and improvement of hospital

hygiene.

Key words: diabetic foot, Staphylococcus aureus , Klebseilla pnemoniae,Serratia

marcescens , Pseudomonas aeruginosa , E. coli,resistance.
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Introduction

L’infection du pied diabétique (IPD) constitue un probléme major de santé publique, elle expose
a des complications parfois redoutables impliquant le pronostic fonctionnel et vital (Hammami
etal., 2015).

Le pied diabétique regroupe la survenue d’infections, ulcérations et/ou de destructions des
tissus profonds du pied associées a une neuropathie et/ou une artériopathie périphérique des
membres inférieurs chez le diabétique (Groupe International de Travail sur le Pied
Diabétique, 2011).

Des bactéries initialement circulantes adhérent au lit de la plaie et se regroupent de fagon
structurée grace a un procédé de communication inter bactérienne appelé Quorum sensing (QS).
Elles vont alors synthétiser une matrice tridimensionnelle qui les protége des antiseptiques
et des antibiotiques (ATB).Sur les plaies, la présence de biofilm retarde le processus de
cicatrisation et majore le risque d’infections. La suspicion de biofilm est évoquée face a une
plaie qui n’évolue pas favorablement malgré des soins adaptés. Une détersion répétée associce
a I’application d’antimicrobien ou antibiofilm semble la stratégie la plus efficace (Fromantin
et al.,2017).

Dans ce cadre 1’objectif de notre travail est d’établir le profil bactériologique des plaies
chroniques du pied diabétique chez les patients admis au CHU Dr Tidjani Damerdji de

Tlemcen, et évaluer la résistance des bactéries isolées aux ATB.
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Premiére partie : Synthese bibliographique

Chapitre I: Généralités sur diabéte

Le diabéte est une maladie métabolique qui touche environ 2% de la population mondiale, soit
environ 300 millions de personnes. Il est provoqué par un déréglement du métabolisme

glucidique qui est li¢ a une diminution du taux de I’insuline dans le sang (Ripsin et al., 2009).
1. Définition de diabete

Le diabete est considéré comme un véritable probléme de santé publique, il s’agit d’'une maladie
endocrienne non transmissible caractérisé par une hyperglycémie chronique dans le sang due
au mal fonctionnement de I’insuline, selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS) plus de
300 millions adultes vivait avec le diabéte en 2014 comparé au 108 millions en 1980
(Hajj,2018).

Est consideré comme diabétique une personne chez qui les analyses de sang montrent :

Un taux de glycémie a jeune égale a1.26g /I (7mmol) vérifié a 2 reprises.

un taux de glycémie égale a 2g /1 (11mmol) a n’importe quel moment de la journée accompagné
aux symptdmes cardinaux (asthénie, amaigrissement, polyuropolydipsie) (Fournier et al
.,2007).

2. Epidémiologie de diabéte

Dans le monde entier, on dénombre plus de 200 millions de diabétiques et selon les prédictions
ce nombre pourrait étre passé a 366 millions. Le terme diabéte recouvre en fait deux types

différents :

Le diabéte de type 01(insulinodépendant DID), il affecte le plus souvent 10 a 15% des jeunes
avants 1’age de 20 ans.
Le diabéte de type 02 (non insulinodépendant DNID), il survient le plus souvent chez les

personnes apres 1’age de 50ans et représentent 85 a 90% des diabétes (Baptiste, 2018).
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3. Etiologie de diabete
3.1. Le diabete de type 01(insulinodépendant)

Le DID est une pathologie métabolique chronique qui touche plusieurs populations dans le
monde, ce type de diabéte concerne particulierement les jeunes adultes et les enfants. Cette
affection métabolique est caractérisée par une hyperglycémie chronique associée a une carence

quasi absolue ou absolue de linsulino-résistance (Faure, 2019).

Ce type de diabete de diabéte est considére comme une maladie auto-immune provoqué par les
lymphocytes T CD4+ et TCD8+ qui attaquent sélectivement les cellules beta insulino

sécrétrices du pancréas, il survient le plus souvent chez un sujet non obese avant I’age de 30ans.

Cette destruction est due par 1’action anormal de systéme immunitaire, organisme ne reconnait
pas les cellules de Langerhans et les détruits via des anticorps et des lymphocytes T ce qui
empéche I’entrée de glucose dans les cellules régulatrices et le taux de glucose s’¢leve dans le

sang (Benbernou, 2019).
3.2. Le diabéete de type 02(non insulinodépendant)

Le diabéte de type 02 est caractérisé par une glycémie a jeune, ou encore par une hyperglycémie
provoqué par voie oral (HPGO) dépassant les seuils établit par I’organisation mondiale de la

santé (OMS) et par la haute autorité de santé (HAS) (David et al., 2018).

Cette maladie chronique est associée a une insulino-résistance due au mal fonctionnement de
I’insuline sur des tissues cibles (tissu adipeux, muscles squelettique et le foie) (Tan-Chen et
al.,2020).

Elle nécessite des interventions régulieres relatives a des prescriptions médicamenteuses,

I’activité physique et I’alimentation (Hajjet al., 2018).
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Chapitre 02 : Infection du pied diabétique
1. Définition

Le consensus international du pied diabétique (ou IWGDF : International Working Group on
Diabetic Foot) de 2007 définit le comme toute : infection, ulcération ou destruction des tissus
profonds du pied associée a une neuropathie et/ou un artériopathie périphérique des membres

inférieurs chez le diabétique.

On regroupe sous le terme « pied diabétique » ’ensemble des anomalies cliniques et des
manifestations pathologiques atteignant le pied chez une personne diabétique qui sont la
conséquence du développement de complications chroniques du diabete constituées de la triade,

neuropathie - artériopathie et infection (Martini et Senneville, 2018).
2. Epidémiologie

En raison de I’allure épidémique que prend le diabéte sucré dans le monde entier, la prévalence

de ses complications est amenée a s’accroitre significativement.

Les données épidémiologiques sur la pathologie du pied diabétique sont nombreuses mais
difficiles a interpréter du fait des différences dans la méthodologie employée et dans la
définition méme de la pathologie étudiée dans les différentes études, du manque d’homogénéité
dans I’expression de la prévalence ou de I’incidence, des caractéristiques des populations
étudiées (origine ethnique, niveau social, accessibilitt aux soins) (Richard et
Schuldiner,2008).

Selon la Fédération internationale du diabéte sur la progression du diabéte dans le monde), le
nombre des diabétiques en Algérie atteint 9 millions en 2019, la prévalence est estimée a 14,4%,

5 a4 10% des diabétiques souffrent de lésions du pied dont 7 % subissent une amputation.

Entre 9.000 et 10.000 diabétiques doivent subir chaque année I'amputation d'un orteil ou d'un
membre entier. Les spécialistes estiment que 30% des patients atteints d’un ulcére du pied ne
guériront jamais, 15% finiront par une amputation et 5% décéderont apres cing années de
traitement (Benhamed, 2018).

En France, plus de 4,5 millions de personnes sont diabétiques, la prévalence des Iésions des

pieds est estimée entre 1,5%et 4,5% chez les patients diabétiques si on ne tient compte que des
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plaies non cicatrisées, 12 a 15% si on considere les patients avec un antécédent de
plaie.I’incidence des troubles trophiques est estimée entre 50 000 et 60 000 par an, entre 0,5 et
3%, et 15 000 patients amputés par an (Naouli, 2018).

Dans les pays en voie de développement, la prévalence et I’incidence des ulcéres diabétiques et
des amputations augmentent du fait de facteurs socio-économiques (pauvreté, manque

d’hygiéne, acces difficile aux soins) (Richard et schuldiner, 2008).

50% des amputations de cuisse ou de jambe sont réalisées chez le diabétique. 85% des
amputations sont précédées d’une ulcération du pied et 85% des ulcérations sont d’origine

traumatique (Naouli, 2018).

Plus de la moitié des sujets amputés subiront, s’ils sont diabétiques, une amputation sur le

membre controlatéral dans les quatre années suivant la premiére opération (Mathieu, 2014).
3. Physiopathologie des lésions du pied diabétique

Le pied diabétique est avant tout la conséquence de la neuropathie périphérique. En premier
lieu I’anesthésie thermo-algique par la disparition du symptéme d’alerte qu’est la douleur
augmente le risque et la fréquence des plaies et favorise la sous-estimation de la gravité. Elle
est la cause du retard diagnostique (Martini et Senneville, 2018). Plus de la neuropathie,
Plusieurs mécanismes sont simultanément impliqués dans la survenue des problémes au pied
chez le patient diabétique (Lushiku, 2006).

3.1. La neuropathie :

Plusieurs études ont démontrés que la neuropathie multiplierait de 8 a 18 fois le risque
d’ulcération et de 2 a 15 fois le risque d’amputation. La neuropathie est fortement impliquée
dans le mécanisme de pied diabétique, en association avec une ischémie. La présence ou non

d’une neuropathie détermine le grade de risque pédologique (Mathieu, 2014).
3.2. L’Artériopathie

L’artériopathie est plus fréquent et plus grave chez le patient diabétique, et représente un facteur
d’aggravation trés important responsable de retard de cicatrisation et de gangréne a 1’origine
d’amputation. L’artérite augmente avec 1’age et la durée du diabete, Constitue un facteur majeur

de risque pour I’apparition des plaies en association & une neuropathie (Mathieu, 2014).
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3.3. L’infection du pied diabétique

Se définit par I’invasion et la multiplication de micro-organismes entrainant une réponse
inflammatoire allant jusqu’a la destruction des tissus atteints, cette infection est en régle

secondaire a une plaie cutanée (Bernard, 2007).

Elle s’installe sur un pied déja fragilisé par la neuropathie, 1’artériopathie et I’ostéoarthropathie.
Elle apparait superficiellement, puis s’étendre en profondeur dans les tendons, muscles, os et
articulations. Bien qu’elle est menacante pour le pied, il faut établir un diagnostic urgent et

prendre immeédiatement ces patients en charge (Lushiku, 2006).
3.3.1. Les stades bactériologiques d’infection du pied diabétiques

Chez un sujet immunocompétent, notamment diabétique une blessure déclenche une réponse
inflammatoire aigué due a une pénétration intensif des microorganismes plus au moins virulents
constituant un niche de contamination dont il peut exposer a un risque accru d’infection a travers

plusieurs stades :
3.3.1.1. Contamination

Traduit le premier stade d’ envahissement des microorganisme durant laquelle celle-ci rentre
en contact avec 1’hdte, sans pour autant persister soit a cause des conditions nutritives et
physiques adéquates pour chaque espéce microbienne, ou un échec d’échappement aux

défenses de 1’hote, leur présence est donc seulement transitoire (Valour,2017) .
3.3.1.2. Colonisation

Dans ce stade la, les microorganismes réussissent a se proliférer et a se diviser excessivement,
mais sans une infection associée en raison de leur présence en quantité et/ou virulence
insuffisante pour provoquer une infection, ainsi une absence d’une réponse immunitaire de
I’hote (Dian et Martineau, 2017).

3.3.1.3. Colonisation critique
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Un nouveau concept désigne le stade intermédiaire entre la colonisation et 1’infection, marqué
par la présence des microorganismes réplicatifs dans la plaie en absence de réponse de 1’hote
mais en quantité qui interfére avec I’hote ( Le chiffre de 10° unités formants colonie (UFC) par
gramme de tissu est retenu pour caractériser ce stade de colonisation critique pour de
nombreuses bactéries) , souvent dans cet état les plaies stagnent au lieu de s’améliorer, il s’agit
donc a des situations cliniques particuliéres, avec une absence de cicatrisation mais sans critere
d’infection (Joulie,2016).

3.3.1.4. Infection

Le dernier stade est I’infection , une invasion des bactéries prolifératives dans les tissus de
I’hote en raison d’une charge bactérienne qui dépasse la capacité de résistance de cette derniere
en provoquant une réaction immunologique insuffisante de convaincre tous les bactéries
existantes ce qui aboutissent a des lésions cellulaires et a des réactions symptomatiques de
I’hote. La cicatrisation de la plaie s’interrompt et la situation est clinique [(Bernard, 2006)
;(Joulie, 2016)]. Chez un pied diabétique cette infection provoque 1’évolution d’une plaie

aiguéasymptomatique qui ne se

chronicise et conduit fréquemment a une amputation qu’en cas de prise en charge non optimale
d’emblée. En touchant les parties molles puis los dans un second temps .Toute plaie infectée

du pied diabétique est un cas médical urgent (Bernard, 2007).

Malgré I’importance de la contamination microbienne, la résistance de 1’hote est le facteur
décisif du déclenchement d’une infection chez la personne diabétique (Allao, 2013). Un
controle glycémique optimal est également crucial car chez une personne en état
d’hyperglycémie, la défense immunitaire de ses globules blancs est altérée et le risque
d’infection augmente (Varnado, 2015). La prévention et le contrdle de I’infection des plaies
du pied diabétique permettent d’éviter de graves complications telles 1’ostéomyélite et

I’amputation. (Dian et Martineau , 2017).
3.3.1.5. Notion de biofilm

Un terme désigne la formation d’'une communauté multicellulaire de microorganismes existant
individuellement de fagon symbiotique enrobés d’une matrice polymérique et protectrice
attachées aux surfaces rugueuses et aux corps étrangers, mais également aux tissus (Skander
et al.,2014).
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Lors d’une infection chronique, le bio film constituent un réservoir de pathogénes plus virulents
responsable de la sécrétion de cytokines inflammatoires accumulées a la surface de la plaie,
provoquant une inflammation chronique, ces germes sont moins sensible aux antibiotiques et

aux désinfectant ce qui va retarder la cicatrisation des plaies (Joulie,2016).

Actuellement le diagnostic de sa présence est difficile car il n’existe pas de critéres cliniques
pour le différencier de la fibrine, seulement des stratégies permettant de le réduire par un
débridement chirurgical a 1’aide d’un scalpel, de ciseaux ou d’une curette (Figure 01). Des
moyens mécaniques (ex. : ultrasons) ou chimiques (ex: antimicrobiens) et méme avec des

pansements antimicrobiens (Joulie, 2016).

Figure 01 : débridement de bio film d’une plaie(Diane St-Cyr, 2011).

Selon le Dr Wolcott (2010), certains signes cliniques permettent de présumer de la présence

d’un bio film dans une plaie :

la guérison en quelques semaines d’une Iésion secondaire ou satellite adjacente a une plaie
chronique alors que la plaie primaire évolue depuis plusieurs mois
la transformation rapide (2 a 3 jours) d’une plaie aigué en plaie chronique

I’augmentation de I’exsudat, de I’érythéme et de la nécrose.

Le Southwest Regional Wound Care Center, au Texas, a pour sa part émis la déclaration
suivante : « Une plaie qui présente des tissus nécrotiques humides est une plaie qui contient un
biofilm. » (Cooper et al., 2010).

3.3.2. Les signes d’infection
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Qui dit infection dit ’apparition des signes classiques d’inflammation : chaleur, tuméfaction,
érythéme ou écoulement purulent. Elle peut prendre la forme d’une cellulite, d’une arthrite
septique, d’une ostéite ou d’un abcés.Des signes plus subjectifs peuvent étre une modification
de la coloration de la plaie, la friabilité du tissu de granulation, le retard de cicatrisation, I’odeur

nauseabonde et la dégradation rapide de la plaie (Masson et al., 2017).

Les signes comme la fievre (pas toujours présente et rarement élevée.), la douleur,
I’hyperleucocytose ou 1’accélération de la vitesse de sédimentation manquent souvent. Mais,
s’ils sont présents, il est probable qu’il s’agisse d’une atteinte tissulaire étendue, voire de la

constitution d’un abcés (Bourgeois, 2003).

En présence d’une bactériémie (hémocultures positives), on parlera d’une infection généralisée.

On peut alors s’attendre a des symptomes cliniques plus graves (Frangoise, 2018).
4. Ecologie du pied diabétique

L’infection du pied chez le diabétique est quasi-exclusivement bactériennes les infections
fongiques étant exceptionnelles; les levures (Candida spp.) et les dermatophytes (Martini et
Senneville, 2018).

Dans le cas d’une plaie chronique, I’infection est souvent poly-microbienne et inclut les bacilles

gram+, gram- et les anaérobies (Mazhoud et Khalfallah,2018).

Les infections d’une plaie récente (moins de 15 jours), superficielles sont le plus souvent
d’origine mono microbienne, alors que les plaies plus chroniques, ayant déja fait 1’objet
d’antibiothérapies sont plus volontiers d’origine poly microbienne (Martini et Senneville,
2018).

Les germes pathogenes les plus freqguemment observés sont les Staphylococcus aureus,
Streptococcus A et B, Enterobacter,Pseudomonas, Acinetobacter , Escherichia coli, Klebsiella
et Clostridium. Qui ont agit en synergie et entrainer une grande et rapide destruction tissulaire
[(Aich,2017) ;(Mazhoud et Khalfallah,2018)].

Il est bien démontré par la littérature que trois variables importantes sont inter reliées dans la
progression vers ’infection : le nombre de bactéries, le type de bactéries car leur virulence est

plus ou moins grande selon les espéces, et la résistance de I’hote (Allao, 2013).
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Pour le nombre, les experts ont suggéré qu’une concentration bactérienne supérieure ou égale
a 105 unités formant colonie (UFC) par gramme ou mm3 de tissu serait le seuil permettant la
détection d’une « colonisation critique », seuil pour lequel les défenses de 1’hdte n’arriveraient
plus a empécher la multiplication bactérienne. Cette « colonisation critique »pourrait entraver
la cicatrisation de la plaie ou pourrait étre le point de départ de I’extension de I’infection
(Valour ,2017).

En passant a la virulence des bactéries qui est indispensable de tenir leurs potentiels ainsi des
possibilités de défenses immunitaires de 1’hote. Chaque espece bactérienne présente une

virulence qui lui est propre au niveau des plaies chroniques (Frangoise, 2018).

4.1. Cocci a Gram positif

4.1.1. Staphylococcus aureus

Est un germe sphérique (coque) & Gram positif aéro-anaérobies facultatives. Qui poussent en
amas. Cette bactéries non productrice de spores est trés résistante dans les milieux extérieurs et
peu exigeant en culture. Egalement dit Staphylococcus doré, est un staphylocoque a coagulase
positive (Couderc, 2015)..

4.1.1.1. Habitat et pouvoir pathogene

Staphylococcus aureusest trés fréquent a 1’état commensal et pathogéne. Son réservoir naturel
est ’homme et I’animal. Il colonise la peau, le tube digestif et la région périnéale des nouveaux
nés. 1l est également trés présent au niveau des fosses nasales avec 10 a 40% d’individus
porteurs de fagon permanente et 60% qui hébergent S.aureus de fagon intermittente et des mains
(El-Anzi, 2014).

Bien qu’étant commensal S.aureusil peut devenir pathogene et étre responsable d’infections
cutanées abces et de certaines infections ORL : angines, les infections nosocomiales, pouvant
étre graves en milieu hospitalier, il est impliqué dans. Staphylococcus aureuspeut aussi étre

responsable d’intoxications alimentaires. (Couderc, 2015).

4.1.2. Streptococcus
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Les streptocoques sont définis comme des cocci a Gram positif capsulé disposeés le plus souvent
en chainettes qui ont un métabolise anaérobie aérotolérents, exigeants en nombreux facteurs de

croissance : (sang rajouté dans les milieux de culture). (Bouvet, 2013).
4.1.2.1. Habitat et pouvoir pathogene

Le terme streptocoque désigne un genre composé d'un vaste ensemble de bactéries, Certaines
d'entre elles sont des parasites pathogenes (streptocoques des groupes A, C et G de
LANCEFIELD), tandis que d'autres sont commensales de la muqueuse buccale et génitale ou

I’intestin d’homme ainsi I’animal (Bouvet, 2013).

Les streptocoques sont, les bactéries pyogenes n° 2. Apres les staphylocoques, Le plus
pathogene d'entre eux est le streptocoque béta-hémolytique du groupe A de LANCEFIELD,
appelé Streptococcus pyogenes, qui est responsable de la majorité des affections provoquées
par les streptocoques.Les réactions immunologiques de I'néte infecté par S.pyogenes sont
beaucoup plus complexes que celles qui s'observent lorsqu'il est infecté par S.aureus et peuvent
conduire a la formation d'anticorps spécifiques a un taux élevé et d'auto-anticorps (Bouvet,
2013).

4.3. Les bacilles & Gram négatif
4.3.1. Klebsiella

Elle fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, Il s’agit d’une bactérie dite Gram négatif
tres souvent capsulé, toujours immobile et poussant sur milieu ordinaire en atmosphere aéro-
anaérobie, oxydase négative, fermentant le glucose et le lactose en produisant du gaz,
produisant de 1’indole et une uréase et fermentant 1’acétoine, réduisant les nitrates en nitrites,
On distingue 5 espéces dans le genre qu’on peut différencier par des caracteres biochimiques
[(Sekhri, 2011) ;(Chikhani, 2012)].

4.3.1.1. Habitat et pouvoir pathogene :

Klebsiella pneumoniae est rencontrée dans la flore fécale de 30 a 40% des animaux et de
I’homme (bactérie ubiquitaire présente dans le tube digestif et dans 1’appareil respiratoire de
I’homme et des animaux en tant que bactérie commensale), elle végeéte sur la peau, les

mugqueuses et les vois respiratoires supérieures (Abdelmalek et Lezzar, 2016).
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Pour ce qui est des infections nosocomiales, le tube digestif des patients hospitalisés et les

mains du personnel sont les deux sources principales [(Sekhri et al., 2011) ;(Belbel, 2014)].

K. pneumoniae est responsable d’infections spontanées dans 25 % des cas, mais surtout
d’infections nosocomiales notamment chez des patients hospitalisés dans des unités de soins

intensifs adultes ou pédiatriques (Mendaci etMihoubi,2015).

Elle est pathogene chez I’immunodéprimé, souvent traité par les antibiotiques, et responsable
d’infections diverses : infections suppuratives, urinaires, respiratoires, biliaires, hépatiques

intra-abdominales, bactériémies, fasciites nécrosantes (Abdelmalek et Lezzar, 2016 ).
4.3.2. E. coli

Le genre Escherichia appartient, aux 14 familles des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles
gram négatif uniformément coloré, non sporulé, de 2um a 3pum de long sur 0.7pm de large, non
sporulé, généralement mobile grace a une ciliature péritriche, aéro-anaérobie facultatif, a
métabolisme respiratoire et fermentaire, oxydase négative, catalase positive et nitrate réductase
positive [(Francis, 2005) ;(Miszczycha, 2013) ].

Elle se développe en 24 heures & 37C° sur les milieux gélosés en donnant des colonies rondes,
lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diameétre, non pigmentées. Sur les milieux lactosés, les
colonies sont généralement lactose positif. Sur gélose au sang, elles peuvent étre hémolytique
(Belguedj et Amouche,2018).

4.3.2.1. Habitat et pouvoir pathogene

E. coli est une bactérie commune de la microflore commensale intestinale de I’homme et de la
plupart des animaux a sang chaud ,elle colonise le tractus intestinal de I'numain dés la naissance
constitue des lors I’espéce bactérienne dominante de la flore anaérobie facultative du colon
humain [ (Francis, 2005) ;(Pantel, 2015)].

Chez I’homme, la colonisation par E. coli est précoce, et peut étre responsable d’un nombre
varié de pathologie. Toutefois, trois types de syndromes majeurs résultent de I’infection par de
souches E. coli pathogenes : infections urinaires (impliqué dans 80 % des infections urinaires),
les infections digestives (diarrhées, infections hépatobiliaires et autres), et les méningites

néonatales et septicémies (Jaureguy. 2009).
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4.3.3. Proteus

Les Proteus spp sont des bacilles a Gram négatif, généralement trés mobiles, polymorphes,

mesurant de 0,4 a4 0,8 um de diamétre sur 1,0 pm a 80 um de longueur (Lamnaouer, 2002).
4.3.3.1. Habitat et Pouvoir pathogéne :

Proteus sont des bactéries de I'environnement et des commensaux de l'intestin de I'homme et
des animaux. aprées Escherichia coli, elle est la bactérie la plus souvent isolée des urines et elle

est a ’origine aussi d’infections nosocomiales (Mahrouki et al., 2009).
4.3.4. Enterobacter

Les Enterobacter sont des bacilles droits a Gram négatif présentent de maniére isolée, groupée,
ou en courtes chainettes généralement mobiles, fermentent ou non le lactose (Fauchére et
Avril, 2002).

4.3.4.1. Habitat et pouvoir pathogéne

Ce sont des pathogenes opportunistes responsables en milieux hospitalier d’infections divers
comme les infections urinaires, les bactériémies, les méningites et les suppurations diverses
(khayar, 2011).

Différentes especes constituent ce genre. Certains n’ont jamais ¢été associés a des
infectionshumaines. Les especes du genre Enterobacter, en particulier Enterobacter cloacae et
Enterobacter aerogenes, sont des pathogenes responsables d'infections nosocomiales diverses,
y compris la bactériémie, les infections des voies respiratoires et urinaires, I'endocardite, les
infections intra abdominales et ophtalmiques, I'arthrite septique et les ostéomyélites
(Abdelmalek et Lazzer, 2016).

4.3.5. Serratia marcescens

Sont des enterobactéries mobiles, des bacilles Gram negatif parfois assez fins, dont la longueur
est intermédiaire entre celle des E. coli et celle des Salmonella, elles donnent parfois des

colonies pigmentees en rouges (Abdel et Bouaoudj, 2012).
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4.3.5.1. Habitat et Pouvoir pathogéne :

Elles sont des bactéries de I’environnement trouvées sur le sol et les plantes, du tube digestif
des petits mammiféres sauvages mais rarement isolées en milieu hospitalier. Elles sont

beaucoup plus résistantes aux antibiotiques (Abdel et Bouaoudj ,2012).

Les Serratia sont peu pathogeénes pour les sujets sains. Aujourd’hui, elles sont responsables
d’infections hospitalicres parfois épidémiques, particulierement S. marcescens (Abdelmalek et
Lazzer , 2016).

4.4. Bacille non fermentantes
4.4.1. Acinetobacter

sont des bacilles aérobies a Gram négatif qui appartiennent a la famille des Neisseriaceae,
strictement aérobies, non fermentantes, non mobiles, catalase positive, oxydase négative
(O’donoghe et al., 2012).

Cette espéce se développe bien sur les milieux ordinaires. Sur gélose nutritive, les colonies sont
rondes, de couleur blanc-jaunatre et d’aspect butyreux atteignant de 1 a 4 mm de diamétre en
24 heures a 30°C (Wafi,2017).

4.4.1.1. Habitat et pouvoir pathogene :

IIs sont omniprésents étant donné qu'ils peuvent étre récupérés dans presque tous les
échantillons d'eau de surface et de sol et peuvent survivre sur des surfaces séches jusqu'a un

mois (Larry et al., 2018).
4.4.2. Pseudomonas aeruginosa

Est un batonnet Gram négatif non fermentatif, Le nom aeruginosa (rouille de cuivre) correspond
a la couleur verdatre objectivée cliniquement sur les ulcéres infectés par ce germe
(Toutous,2015) sporulant de forme droite ou légerement courbée, ayant un metabolisme
oxydatif, non fermentaire, aérobie stricte. C’est une bactérie mobile grace a la présence d’un

flagelle monotriche polaire (Euzéby, 2011).

4.4.2.1. Habitat et pouvoir pathogene
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Bactérie omniprésent, saprophyte des environnements humides , mais peut étre commensal du
tube digestif (Toutous, 2015).

P.aeruginosa est responsable de 16% des infections pulmonaires, de 12% des infections du
tractus urinaires, de 8% des infections touchant les grands brulés et de 10% des infections de
sangs (bactériémie et /ou septicémie). Cette bactérie est également une des causes majeures de

mortalité et de morbidité chez les personnes atteintes de mucoviscidose (Rassignol, 2007).

4.4. bacilles a Gram positif
4.4.1. Clostridium

Les Clostridium Spp sont des bacilles Gram positif sporulés, anaérobies stricts voire aéro-
tolérants pour certaines espéces, et généralement mobiles. Certaines especes ne sporulent que

tres difficilement comme Clostridium ramosum (Allen, 2018).
4.4.1.1. Habitat et pouvoir pathogene

Sont des bactéries d'environnement (le sol, les eaux, les sédiments marins, les végétaux et les
cadavres d’animaux) survivent grace a leurs spores; Certaines especes sont rencontrées dans la
flore digestive normale des animaux et de I'no mme (10 2 & 10°bactéries par gramme de selles)
(Robert, 2007).

Les infections a Clostridium Spp, les mieux caractérisées sont celles pour les quelles le role
pathogéne est engendré par la présence de toxines. Les Clostridium spp sont alors a l'origine de
deux principaux tableaux cliniques selon la voie d'entrée de la bactérie dans I'organisme ; les
complications de plaies (gangrénes, tétanos, botulisme) et les infections digestives (toxi-
intoxications alimentaires a C. perfringens, intoxinations a C. botulinum, colites pseudo-
membraneuses a C. diflicile ...) (Robert, 2007).
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1. Lieu d’étude

Il s’est agit d’une étude transversale du 25 février 2020 au 12 mars 2020 au laboratoire de
Microbiologie Appliqguée & 1’Agro-alimentaire, au Biomédical et I’Environnement
(LAMAABE), université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen. Cette étude était prévus d’étre allongée

une semaine en plus mais malheureusement elle s’est arrétée a cause de 1’épidémie de corona.
2. Prélevements

Les prélevements ont étre pratiqués sur des patients diabétiques souffrant d’une infection de
pied établie cliniguement a partir du grade 2 de la classification du Consensus
International(figure02)(figure03), représentant au moins deux signes cliniques locaux
d’infection ( chaleur locale , érythéme ,rougeur , sensibilité locale et douleur, tuméfaction ) ,Ces
patients ont été hospitalisés ou suivis a titre externe dans des différents services de médecine

interne , de chirurgie générale et de traumatologie du centre hospitalier universitaire Tidjani

Damerdji de Tlemcen.

Figure 02 : Aspect clinique d’une I1ésion de pied diabétique .
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Figure 03 : Aspect clinique d’un ulcére colonisé par Pseudomonas aeruginosa .

Chaque patient a bénéfici¢ de prélevement sur la (les) Iésion(s) aux fins d’études
bactériologiques ces prélevement sont précédés d’un nettoyage de la 1ésion par une compresse
stérile imbibée de sérum physiologique stérile. La technique utilisée c’était celle d’un
écouvillonnage simple qui consiste le plus souvent a passer un écouvillon de coton sur une

surface de 1 cm2 de la plaie, dans un mouvement en zigzag combiné a une rotation.

Ces prélevements ont été transportés le plus rapidement possible au laboratoire dans des
conditions optimales d’asepsie et ont fait I’objet : d’un examen microscopique d’une culture et

de I’identification bactérienne suivie d’un antibiogramme
3. Ensemencement et isolement

Une culture sur un bouillon ceeur- cervelle (brain heart infusion/BHI) a été réalisée, chaque
écouvillon a été déchargé dans un 5 ml de bouillon nutritif BHIB pour enrichir le préléevement
pendant 24h a une température de 37°C. Le bouillon est ensemencé en surface surface sur les

milieux sélectifs suivants (Annexe 02).

[0 Mac Conkey: est un milieu d'isolement ordinaire, lactosé et sélectif des bacilles & Gram
négatif non exigeants. Le désoxycholate de sodium et le cristal violet inhibe la croissance des
bactéries a Gram positif.




Deuxieme partie : matériel et méthodes

[1 Chapman : La gélose Chapman est le milieu sélectif des bactéries halophiles et plus
particulierement fermentant le mannitol. C'est un milieu semi-synthétique. Il est utilisé pour

I'isolement des Staphylococcus

[ Cetrimide: La gélose au cetrimide est utilisée pour I’isolement et I’identification de
Pseudomonas aeruginosa. Le cétrimide est un ammonium quaternaire qui inhibe la croissance
de la plupart des autres espéces bactériennes. Pseudomonas aeruginosacolore ce milieu en bleu-

vert par production de pyocyanine.
4. ldentification
Apres vérification de leur pureté, L’identification des souches est basée selon des critéres :

Macroscopiques, morphologiques : (Aspect des colonies sur milieux gélosés).
Microscopiques, culturaux : (forme des colonies, mobilité, coloration de Gram).

Biochimiques : L’identification des espéces d’entérobactéries et autre bacilles a gram négatif a
été faite a partir de la galerie Api 20 E, un systeme standardisé de 20 microtubes contenant des
substrats déshydratés, dans les quelles la suspension bactériennes est inoculée, les réactions
produites pendant une durée d’incubation et aprés 1’addition de certains réactifs se traduisent
par des virages colorés. une lecture des résultats se fait a I’aide du catalogue analytique ou d’un
logiciel d’identification. (Annexe 03).Le méme principe se répéte pour les Staphylococcus,

mais le type de galerie se differe il s’agit d’une galerie spécialisée appelé galerie staph

4.1. Tests compléementaires
4.1.1. Test d’oxydase

Un test fondamental pour 1’identification des bacilles a Gram négatif. La détection d’enzyme
oxydase permet d’orienter la recherche vers les genres Pseudomonas et vers la famille

Vibrionaceae.

Principe : Le test consiste a mettre en évidence la capacité que posséde la bactérie a oxyder un
réactif incolore (Ila NN-diméthyl-paraphényléne diamine) en un dérivé rose violacé.

Technique : le N-diméthyl paraphényléne diamine (PDA) est utilisé comme réactif,
Généralement imprégné sur des disques (disques oxydases). Un de ces disques est placé sur une
lame et une colonie y est déposée avec une pipette Pasteur, le résultat sera obtenu durant les 30

secondes suivantes.
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Résultats : ’apparition d’une tache violette signifie que la bactérie est oxydase positif, elle
posséde I’enzyme respiratoire (cytochrome oxydase) ; Si rien apparait la bactérie est oxydase

négatif, elle ne possede pas I’enzyme

4.1.2. Test de coagulase

Un test permet l'identification de 99% des souches de S. aureus(Guillaume, 2004).

Principe : Le test mettant en évidence I’aptitude des bactéries a coaguler le plasma par la
production d’enzyme coagulase

Technique : consiste a incuber pendant 4 heures a 37°C un mélange de 0,5 ml de plasma et de
0,5 ml d’une culture de 18 h de la souche a étudier.

Reésultats : L apparition d’un caillot signifie que la bactérie est Coagulase positive il s’agit de
Staphylococcus aureus. S’il y avait pas de coagulation du plasma, la bactérie est Coagulase

négative il s’agit de Staphylococcus a coagulase négative.
5. Conservation des souches
Touts les souches identifiées sont conservées en double réplique :

Gélose nutritive inclinée : est une technique de conservation a court terme offre aux bactéries
deux milieux de culture avec des conditions d'aérobie différentes : a la surface et dans la gélose.
Il s’agit d’un ensemencement des tubes pendant 24h a 37°C suivi directement par une
conservation dans le réfrigérateur a 4°C .la maintenance de la vitalité des souches est dépend

la température et I’espeéce microbienne.

Le glycérol :est une technique de conservation a long terme. pour préparer les stocks de
glycérol, ce dernier est d’abord placé en autoclave, puis refroidi. Le volume approprié de
glycérol est ajouté a une suspension de bactéries en phase log et passé au vortex afin de séparer
les cellules et d’assurer un mélange homogeéne des bactéries et du glycérol. Le glycérol est un

cryoprotecteur assure 1’absence des altérations cellulaires lors le refroidissement.

6. Sensibilité aux ATB :
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L’¢tude de la sensibilité des bactéries aux ATB a été faite par la technique de mise en place de
disques en papier imprégnés d’ATB sur une surface de gélose ensemencée par la souche

bactérienne a tester (méthode de Kirby-Bauer).

Les ATB utilisées sont : I’amoxicilline (AMX), I’amoxicilline- acide clavulanique (AMC), la
ceftazidime (CAZ), la cefotaxime (CTX), la colistine(CT), I’'imipenéme (IMP),Ticarciline
(TIC), la gentamycine(GN), la lincomycine (L),, la tétracycline (TET), I’acide fusidique (AF),
I’ Amikacine (AK), la Ciprofloxacine (CIP), Norfloxacine (NOR) , chloramphénicol (C) et la
piperacilline(PIP)

6.1. L’antibiogramme par diffusion sur disques

Une suspension bactérienne préalablement préparée et incubée a 37°C pendant 24h, est ajustée
a une DO 625 nm comprise entre 0.08 et 0,1 ce qui correspond & une charge bactérienne de
108UFC/mL. Aprés une dilution au 1/100 (106 UFC/mL), 1’ensemencement des boites de
pétries contenant de la gélose Mueller Hinton est accompli par écouvillonnage, en suitedéposer
des disques de papier buvard comprenant un antibiotique a une certaine concentration.

LesRésultats sont obtenue par la mesure avec précision les diamétres des zones d’inhibition a
’aide de pied a coulisse puis les comparés aux valeurs critiques figurant dans les tables de
lecture correspondantes.Plus la zone d'inhibition est grande, plus grande est la sensibilité de la
souche bactérienne testée vis-a-vis de l'antibiotique étudié.L’interprétation des résultats est
effectuée selon les normes et les recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (CASFM, 2018)

22

——
 —



Troisieme partie:

Résultats et discussion



Troisieme partie : résultats et discussion

1. Prélévement :

Durant la période d’étude, nous avons colligé 12 prélévements réaliséschez 12 patients, Le
prélevement a été effectué par le personnel soignant au niveau de la plaie a 1’aide d’un

¢couvillon stérile dans les conditions d’asepsie appropriées.

1.1. Répartition des prélevements selon Sexe

La population était majoritairement masculine composée de 12 patients ,7 hommes (58,3 %) et
5 femmes (41,6 %), Le sexe ratio Homme / Femme était de 1,4. La répartition des patients selon

le sexe est représentée dans la figure04.

B Hommes M Femmes

Figure 04: Répartition des prélévements selon Sexe
1.2.Répartition des prélévements selon I’Age

L’age moyen des patients de notre série était de 65 ans, il variait entre 45 a 86ans. La répartition

des patients selon le sexe est représentée dans la figure 05.

50.00% 41.60%
40.00% -
30.00% -
20.00% 1o 007 - M Tranche d'age
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Figure 05:Répartition des prélévements selon 1’age n=12
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1.3. Répartition des prélévements selon d’autre caractéristique

Tout ces patients sont des porteurs d’une plaie de pied diabétique infectée et diagnostiquée
cliniguement .La suspicion de signes d’infection, (rougeur, chaleur, cedéme, douleur), et des
signes généraux (fievre) a été noté chez la totalité, mais le type de 1’état de 1ésion s’est differe

d’un patient a autre. Les caractéristiques sont résumées dans le tableau 01.

Siege de lésion Nombre des cas Fréquence
Orteils nécrosés 04 33,3%
Avant pied nécrosé 01 08,3%
Tallon nécrosé 01 08,3%
Moignon (pied amputé) 04 33,3%
Jambe 02 16,6%

Tableau 01 :Les différents types des lésions

1-4 Répartition des prélévements selon le service d’origine

Pendant la période d’étude, 12 prélévements ont été analysés Parmi eux, 6 (50 %) avaient une
Iésion infectée du pied ont été étudiées puis suivis a titre externe (soin a domicile). 3 (25 %) ont
été hospitalisés en service de traumatologie et 3 autres (25 %) en chirurgie générale. 100 % de

ces préelévements ont été obtenus par la technique d’écouvillonnage simple (Figure 06).
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m soin a domicile
= Traumatologie

& chirurgie générale

Figure 06: Répartition des prélévements selon le service d’origine n=12

1.5. Répartition des cultures selon le caractére poly ou mono-bactérien de la flore
identifiée :

La plupart des études effectuées sur ce sujet rapportent que I’infection du pied diabétique est
poly microbienne (Al Benwan , 2012).En revanche, les cultures au cours de notre série étaient
mono-microbiennes que dans 30% des cas et poly-microbiennes chez 70% des patients (Figure
07).

M poly bactérien

H mono bactérien

Figure 07 :Répartition des prélévements selon le caractére poly ou mono-

bactérien de la flore identifiée.

1.6. Répartition globale des germes
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Parmil7 germes identifiés, Les taux d’isolement des bactéries a Gram négatif (BGN)et des
bactéries a Gram positif (BGP) étaient respectivement de 64,7% et 35,2%. Les entérobactéries
et staphylocoques étaient les plus prédominantes représentant 70,5% des isolats pour chacune

suivies des bacilles & Gram négatif non fermentant (BNF) (29,4%) (Figure 08).

La littérature médicale rapporte que les infections du pied diabétique sont dominées par les
bacteries a Gram positif (BGP) (Richardet al.,2011).Cette prédominance reste cependant non
universelle puisque des études récentes, menées dans des pays d’ Afrique et d’ Asie, ont rapporté
la predominance des bactéries a Gram négatif (BGN) dans les infections du pied diabétiques
[(Turhan et al.,2013) ;(Durgad et al .,2014)]. Cette disparité géographique n’a pas encore
d’explication claire. Elle serait liée a des facteurs environnementaux climatiques, a la prise
préalable d’antibiotiques ou aux pratiques d’hygieéne personnelle ou de chaussage. Des facteurs
techniques de prélévements ou de culture pourraient également étre a ’origine de cette

différence (Uckay, 2014).
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Figure 08 : répartition globale des germes .

1.7. Répartition des souches bactériennes isolées dans les prélevements des pieds

diabeétiques

Staphylococcus aureus était le principal germe isolé au cours de notre étude, suivi par
Pseudomonas aeruginosa venait en téte des bacilles a Gram négatif non fermentants ,Klebsiella

pneumoniae , puis Echerichia coli et serratia marcescens ( Figure 09).
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En effet, plusieurs études réalisées sur ce sujet objectivent que le Staphylococcus aureus est le
pathogene le plus fréquemment isolé dans les infections du pied diabétiques [(Jadid, 2014) ;
(Guira et al ., 2015)] .Cependant le taux de Staphylococcus aureus dans notre étude reste
relativement fort a celui noté par Aich en 2017(Aich,2017).Une étude réalisée en Burkina Faso
par Guira et al.,en 2015a montré des résultats proches de ceux notés par notre étude. Les BGN
étaient prédominants avec un taux de 67,6% et Staphylococcus aureus était 1’espece la plus

fréquemment isolée avec un taux de 32.4% (Guira et al.,2015).

Parmi les BGN, nous avons noté la prédominance des entérobactéries représentant 45,4% des
isolats, Pseudomonas aeruginosa était 1I’espece la plus fréquemment retrouvée parmi les BGN
et la deuxieme parmi tous les germes. Elle représentait 29,4% des isolats. Ces resultats sont
proches de ceux rapportés par Jadid en 2014 ou Pseudomonas aeruginosa était le deuxieme

pathogene le plus fréquemment isolé, aprés Staphylococcus aureus (Jadid,2014).

Dans notre étude, serratia marcesens a représenté 5,8% des isolats. Cette bactérie était
rarement isolée dans les études menées dans des pays comme Burkina Faso et le Maroc [(Guira
etal .,2015) ;(Aich,2017)].

5.80% M Staphylococcus
aureus

11.70%

M Pseudomonas
aeruginosa

u klebsiella
pneumoniae

17.60%
M Echerichia coli

Figure 09: Répartition des souches bactériennes isolées dans les prélevements

des pieds diabétiques
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2. identification des souches :
2.1. Identification macroscopique et microscopique :

2.1.1.Staphylococcus aureus :

Donne des colonies rondes lisses blanche sur gélose (staphylococcus blanc) ou doré des

colonies opaques atteignent 2 a 3 mm de diametre ( Annexe 04).
2.1.2.Pseudomonas aeruginosa :

Les colonies sont facilement distinctives grace a la production de la pyocyanine, un pigment
bleu-vert diffusible dans le milieu extracellulaire (Mezhoud et Khalfallah, 2018) ( Annexe 04

).
2.1.3.Klebsiella pneumoniae

Grosse colonies lactose positive, bombées, muqueuse, lissent parfois filante a I’anse de platines
d’un diamétre de 3 a4 mm en 18 a 24H a 37C (Annexe 04).

2.1.4. E coli

Les colonies sont de forme rondes, lisses, a bords réguliers, de 2 a 3 mm de diameétre, non

pigmentées de couleur blanc opaque, surface brillante et la consistance est gluante (Annexe 04

).
2.1.5.Serratia marcescens
Donne parfois des colonies pigmentées en rouges (Abdel et Bouaoudj, 2012) (Annexe 04 ).

2.2. ldentification biochimique :
2.2.1.Test de I’oxydase :

En fonction de I’apparition de la coloration on a :

Enterobactéries > (oxydase négative).

Pseudomonas aerugenosa — (oxydase positive) (figure 10).
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Figure 10 : Résultat de test oxydase

2.2.2. Test de caogulase

Le test de confirmation de staphylococcus aureus (test de coagulation) a permet d’identifier six
souches. Le plasma est converti en un gel rigide qui reste en place lorsque le tube est incliné ou

invers¢, cela veut dire que les souches possédent une coagulase positive

2.2.3. Galeries biochimiques

L’identification bactérienne réalisée par galerie API 20% et API 20Stpah nous a permis de mettre
en évidence les principaux caractéres biochimiques des souches obtenues caractérisant et

confirmant ainsi un profil numérique:
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Staphylococcus

Figure 11: Identification de Staphylococcus epidermedis galerie Staph).
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Figure 12: la fiche des résultats standards de la galerie API Staph de Staphylococcus
epidermedis (Biotype 7306473).

Klebsiella pneumoniae :
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Figure 14: la fiche des résultats standards de la galerie API20E de Klebsiella
pneumoniae(Biotype 7255773)

31

——
 —



Troisieme partie : résultats et discussion

° E coli :

Figure 15 : identification de E coli (galerie Api 20F) .
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Figure 16: la fiche des résultats standards de la galerie API20E de E coli (Biotype7140440)

Serratiamarcescens :

Figure 17 : identification deSerratia marcescens (galerie Api 20F) .
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Figure 18: la fiche des résultats standards de la galerie API20E de deSerratia
marcescens(Biotype 7306771)
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Figure 19: identification de Pseudomonas aeruginosa (galerie Api 20F) .
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Figure 20: la fiche des résultats standards de la galerie API20E de Pseudomonas aeruginosa
(Biotype 7306771) .

3. Etude de la résistance aux antibiotiques :

Les circonstances actuelles (COVID-19) ont empéché la réalisation de cette deuxiéme partie
expérimentale qui porte sur I’étude de la résistance aux antibiotiques des souches isolées. Ce
travail reste préliminaire et mérite d'étre reconduis. Pour cela dans cette partie on va essayer de
justifier notre choix de cette étude, en discutant les résultats de quelques travaux antécédents.

Exercant une pression sur les micro-organismes, 1’'usage abusif des antibiotiques est le principal
facteur épidémiologique favorisant [I'évolution des bactéries vers la résistance, entrainant
fréeguemment des échecs thérapeutiques , cette resistance peut étre intrinseque spécifique
d'espéce ou de genre ou acquiseprésente seulement chez certaines, résultante soit d’une
mutations dans un géne chromosomique , plasmique soit d’une acquisition d'informations
génétiques par conjugaison ou transformation. De nombreuses espéces bactériennes ont
développé des mécanismes de résistance (I’inactivation enzymatique, la diminution de la
perméabilité membranaire des bactéries a Gram négatif, la modification du site d’action et

I’augmentation de I’efflux actif) a plusieurs classes d’antibiotiques (Dumitrescuet al., 2010).

Ne seront analysées ici que les principales espéces bactériennes, notamment celles le plus

fréguemment rencontrées dans les infections des plaies diabétiques.

Staphylococcus, un des micro-organismes pathogenes les plus résistants, qui a su développer
des résistances a chaque nouvel antibiotique introduit depuis un demi-siecle. Plus de 90 % des
souches produisent une pénicillinase, une enzyme capable d’hydrolyser le cycle B-lactame des
pénicillines et les rend inactives (Ghernaout, 2013).Cette resistance naturelle atteint le 100%
dans les études les plus récentes (Barika et boussaidi, 2019), et était s’allongée méme aux
cephalosporines ,carbapeneme et monobactéme (Alioua,2015). L’oxacilline reste active contre

ces souches.Des autres études ont montrées que ces germes ont développé une résistance
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croisee entre les pénicillines M (méticilline, oxacilline) et les autres B-lactamines (Dumitrescu
et al ., 2010) par la production d’une protéine, la PLP2a ayant une faible affinité pour ces
composés, il s’agit des SARM (Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline) (Ghernaout,
2013). En parlant de la sensibilité de ses souches, aucune résistance n’a été observée pour la
Gentamicine, la Vancomycine et le Chloramphénicol, (Pan Afr,2016) , par contre une étude de
2018 identifie trois souches multi résistantes apparues ces derniéres décennies en milieu
hospitalier et qui se sont depuis largement répandues a travers le monde. Ces souches sont
résistantes a la rifampicine par acquisition de mutations et pourraient limiter I'efficacité de
la vancomycine et  la teicoplanine (antibiotiques de derniere  ligne de  défense)
(Jean,2018).Contrairement au fluoroquinilones ,acide fusidique qui garde une bonne influence
ainsi que spiramycine lincomycine et 1’érythromycine, donc on peux les constitue comme une

alternative pour le traitement. (Al Benwan ,2012) (Annexe 05).

Escherichia coli est comme toutes les entérobactéries présentes une résistance naturelle aux
glycopeptides et a la pénicilline G (Belguedj et Amouche ,2018). ce qui était déja observé
dans I’étude de Aich au Maroc, ou les souches isolées présentaient un taux élevé de résistance
atteint 92% et 82% contre aminopéniciline et amoxicilline acide clavulanique . la résistance
concerne également la ciprofloxacine , la norfloxacine , les céphalosporines de 3eme génération
,gentamycine avec des taux respectifs de 55%,53%,55%,43%(Aich,2017) (Annexe 05). Ces
germes appartient au groupe 1 des Entérobactéries qui sont naturellement sensibles a
I’ensemble des béta-lactamines malgré la production d'une céphalosporinase chromosomique
non inductible de type AmpC qui peut entrainer chez certaines souches une réduction de la
sensibilité aux aminopénicillines, a leurs associations au clavulanate et/ou au C1G (Saidani,
2012), Dans les différents études , la quasi totalité de ces souches était sensible a I’imipénéme
et a I’amikacine. la colistine était toujours [’antibiotique le plus actif malgré qu’en 2016 un
nouveau variant a été détecté aux Etats-Unis, résistant a la colistine [( Aich,2017) ; (Belgued;]
et Amouche ,2018).].

Le genre Klebsiella est naturellement sécréteur d'une Pénicillinase chromosomique de bas
niveau ce qui le rend naturellement résistant aux Pénicillines A (Amoxicilline) et aux
Carboxypénicilines et Uréidopénicillines (Ticarcilline, Pipéracilline) (Courvalin et al., 2006).
Ce qui a été déja confirmé par une étude fait au Maroc en 2017 ou 81% des souches de
Klebsiella pneumoniae isolées étaient résistantes a 1’amoxicilline acide clavulanique (Aich

,2017). Des souches de K. pneumoniae qui en plus des résistances aux antibiotiques
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précédemment citées, résistaient aux céphalosporines de seconde et troisieme générations, Ces
B-lactamases a spectre étendu sont apparues aprés mutations ponctuelles successives dans les
genes codant des pénicillinases (Paterson et Bonomo, 2005), En revanche la sensibililité a
certaines antibiotiques étaient toujours présentes chez les différents études , une quasi totalité
des souches isolées était sensibles a I’amikacine (95%) et la totalité étaient sensibles a

I’imipénéme ainsi la colistine [(abdelmalek et lazzer,2016) ; (Aich ,2017)] )(Annexe 05).

S. marcescens est naturellement résistant a 1’amoxicilline, a amoxicilline-clavulanate, a la

céfalotine au céfamandole , aux macrolides , aux glycopeptides, a la clindamycine ,aux
polymyxines, aux aminopénicillines et aux céphalosporines de premiére et de deuxieme
génération par production d’une beta- lactamase chromosomique de classe C inductible AmpC.
Cette bactérie a montré également une résistance acquise aux aminosides et aux quinolones
surtout par la production d’enzymes (da Silva et al., 2015).Les souches sauvages présentent
une résistance de niveau intermédiaire a la céfoxitine mais restent sensibles a la ticarcilline, a
ticarcilline-clavulanate et a la pipéracilline. (Hejazi, 1997 ),Ce Qui a été déja montré par une
étude fait en 2016 ou I’antibiogramme des souches de S. marcescens, a montré des niveaux de
résistances tres élevés aux amoxicilline acide clavulanique et colistine .la résistance a la
ciprofloxacine et 1’amikacine était de 25 %,20 % étaient résistant al’imipéneéme et la
gentamycine. Aucune résistance vis-avis de céfotaxime, ticarcilline, chloramphénicol n’a été

retrouvé (abdelmalek et lazzer,2016) (Annexe 05).

Pseudomonas aeruginosa est naturellement résistant a un grand nombre d’antibiotiques en
raison de la production d’une beta-lactamase chromosomique inductible de classe C qui n’est
pas inhibée par le clavulanate et qui hydrolyse préférentiellement les céphalosporines de
premicre génération, et d’une mauvaise perméabilité¢ membranaire. Pour la famille des beta-
lactamines, les molécules qui restent actives sont la ticarcilline, la pipéracilline, la cefsulodine,

I’association ticarcilline + clavulanate, la ceftazidime, 1’aztréonam et 1’imipénéme , P.

aeruginosa est également généralement résistant a la kanamycine (Hejazi, 1997). Les

pourcentages ont été décrit dans plusieurs études 1’'une d’elles 1’étude de Memdouh et Reddaf
en 2018 ou les Isolats e se sont révélés résistants a de nombreux antibiotiques : 26.90% a la
ticarcilline, 25% a la piperacilline et 21.70 % a la ceftazidime. De plus, 20.83 % sont résistants
a I’imipenéme (Memdouh et Reddaf ,2018)(Annexe 05).
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Conclusion

Les infection dun pied diabétique restent un facteur de risque redoutable du diabéte.

L’antibiothérapie est 1'un des procédures clés de la prise en charge,elle necissite une

documentation précise de I’infection via des prélevements bactériologiques.

Dans notre étude,les infections du pied diabétique etaient dominés par les bactéries a gram
negative avec une pourcentage de( 64.7%),les espece les plus fréquement isolés étaient

Staphylococcus aureus (35.20%) suivie par Pseudomonas auroginosa (29.40%).

A la lumicre des résultats obtenus par 1’¢tude de 1’antibiorésistance des souches isolées de pieds
diabétique on a constaté une résistance accrue de la majorité des souches isolées L’utilisation
extensive et fréquemment abusive des antibiotiques couplée a un déséquilibre de I’hygicne

hospitaliére sont la cause major de cette résistance.

la lutte contre ce phénomene nécessite une approche multidisiplinaire,le respect strict des
mésures d’hygiene,rationalisation de prescription des antibiotiques a fin de choisir les stratégies

thérapeutiques adaptés aux donnés épidimiologiques.
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Annexe N°1:composition des milieux de cultures

Gélose Nutritive g/l
Extrait de vIande ..o e 3g

Gélose Mac Conkey :

PEPIONE U8 CASCINE. ...\ ut st ettt et ettt et et et et et et e e et e e e e e e nans 17¢g
Peptone de vIAnde. .........ouiiniii i e 03g
T S 03T 2 1.5¢
CriStal VIOLOt. ..t 0,001g

ROUZE NEULTE. ...t 0,039
Chlorure desoditm. ... ..ot e e e 05¢g

Gélose Chapman g/l

Poudre de 1aboratoire-1emeo. ... ..o.ovuiiri e lg

POPIONE e e 10g
MaANNITOL. ... e e 10g

Gélose Cetrimide

Peptone de gélatine. ..........cooi it et et e e e e e e e e e e a0, 16.0
Peptone 0 CASEINE. ... ... oo it e it e et e et e et e e e cet e e ve ves eeneen sen vee sen vee eneee een e 0.0
Bromure de tétradonium (CEtrimide). ..........c.ocoovi i e e e e e e 22020
ACIAE NALTAIXIQUE. ... ... oot e e et e e et e e ettt e ae s 15.0 mg
Sulfate de POtasSIUM... ... ....oe e et e e et e e s et e e et e e e e e een s e eee e e 10.0 O
Chlorure de magnESiUM. .........cc it it e e e e e et e et e e e e e e e e e LA Q)

N - | PP PRSP 0 X 0 N0



Bouillon Nutritive g/l

Solides d'INfUSION A€ CEIVEAU .....vuiiti it e e e 125¢g
Solides d’infusion de coeur de boeuf......... ..o 5¢g
PrOTEASEPEPLONE ...\ttt ittt ettt ettt e e e et e e e 10g
Gl COS L. . ettt ettt e e e 29
Chlorure de SOOIUML. ......uii e e e e 59
Phosphate diSOdiqUE. .......ouuiii it e 2.59

Milieu Muller-Hinton g/l

N 01 [0 P 1.5g
Infusion de VIande ..........ooiiiiii i e 2g
Hydrolysat de peptone de Caséine ...........coovvuiiniiiniiitiiiiitie i 17.5¢g



Annexe N°2:Ensemencement et isolement

A : préparationdes milieux de cultures B :écoulement des milieux de cultures

C :ensemencement des milieux de culture De culture dans les boites pétris



Annexe N°3:Lecture de la galerie api 20 E

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat : Caractére recherché Révélateur Lecﬂ_;_re dir?c?‘e X* iv)dir‘ec?e Résultat Résultat +
est (si nécessaire) -
ONPS = Adti- Béta Lecture directe
ONPG gglg-ci:’:;ggl- galactosidase
ADH Arginine Arginine Dihydrolase
LDC L rgine Lysine Décarboxylase Rougede || ocyyre directe
506 O)mithine mithine Decarboxylase phénol
cIT Citrate Utilisation du citrate BRT Lecture directe ﬂ
HoS Igé?jf,:fate o Production d'H,S Felll Lecture directe ﬁ Gl
é Uréase Rouge de Lecture directe
URE | Urée Phénol
Tryptophane Tecture marecte
TDA Tryptophane désaminase 9
Tlhahas Cecture mnadirecie 7
IND Tryptophane production d'indole H
Pyruvate de production d'acétoine Leclure indirecte
VP sdiim (3-hydroxybutanone
, gélatinase Particules de ;
GEL Gélatine Fabon Lecture directe
GALFEJ Aa Substrat Utilisation de substrats ! )
% carboné carbonés (glucides) BEBT Lecture directe
zymogramme {glucide) =
Lecture indirecte .
NO, /N, | Nitrates (NO57) Nitrate réductase Bl




Annexe N°4:Aspect des colonies de certaines souches isolées sur les différents milieux gélosés

A : Staphylococcus aureusB : P. aeruginosaC : KlebsiellapneumoniaeD : E. coli

E : Serratiamarcescens



Annexe N°5:profil de résistances des bactéries isolées

pourcentage de résistance

* pourcentage de résistance
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° 8.30% 4 00% 0.00%

TE FA  GEN CIP VA

55% 539 55%
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Profil de résistance d’E.coli(Aich,2017).
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Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae(abdelmalek et lazzer,2016)
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Profil de resistance de pseudomonas aeruginosa(Memdouh et Reddaf , 2018).
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