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Résumé

La présente ¢tude estréalisée sur 63 patients admis pour infection du pied diabétique et
qui provient de différents établissements sur Blida, Alger et Boufarik. Des
prélévementsprofondsde pus par écouvillonnage sont effectués pour la mise en culture des

germes responsables de I’infection du pied diabétique.

Les résultats ont montré la prédominance des bacilles a Gram négatif avec une
prévalence de77%. Un taux de 54% est d’une culturemonomicrobienne.Sur 69 germes isolés,
correspondant a 23 espéces différentes. La répartition par espece a montré la prédominance du
Staphylococcus aureusavec 21,73 % des isolats.L’antibiogramme a permis d’identifier 9
bactéries multirésistantes (BMR) avec une prévalence de 13,04%, dont 45% sont des
entérobactéries résistantes aux céphalosporines de troisieme génération et 33,3%sont des

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SRM) par rapport au nombre total des BMR.

L’effet antibactérien de la molécule biologique de chitosane a montré son efficacité
sur I’ensemble des bactéries multirésistantes testées notamment sur les Staphylococcus
aureus(13-40mm), Proteus mirabilis(20-33mm), Proteus penneri (17-27mm), et
Acénitobacterbaumanii (12-15mm). Ces investigations requerront une ¢tude formellement

prévue avec un plus long suivi dans des sujets diabétiques.

Mots Clés : Pied diabétique, infection,bactéries multirésistantes, antibiotiques, chitosane,

effet antibactérien.



Abstract

The present study is carried out on 63 patients admitted for diabetic foot infection and who
comes from different institutions in Blida, Algiers, Kolea and Boufarik. Deep samples of pus
by swabbing are made for culturing the germs responsible for the infection of the diabetic

foot.

The results showed the predominance of Gram-negative bacilli with a prevalence of 77%. A
rate of 54% is of a monomicrobial culture. On 69 isolated germs, corresponding to 23
different species. The distribution by species showed the predominance of Staphylococcus
aureus with 21.73% of the isolates. The antibiogram identified 9 multidrug-resistant bacteria
(MDR) with a prevalence of (13.04%), of which 45% are enteric bacteria resistant to third-
generation cephalosporins and (33.3%) are resistant Staphylococcus aureus. methicillin

(MRSA) compared to the total number of BMRs.

The antibacterial effect of the biological molecule of chitosan showed its effectiveness on all
the multiresistant bacteria tested especially on Staphylococcus aureus (13-40mm), Proteus
mirabilis (20-33mm), Proteus penneri(17-27mm), and Acenitobacterbaumanii (12-15mm).
These investigations will require a formally planned study with longer follow-up in diabetic

subjects.

Key words:Diabetic foot, infection, multiresistant bacteria, antibiotics, chitosan, antibacterial

effect.
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Introduction

Le diabéte est parmi les maladies chroniqueavec une incidence et une prévalence trés
¢levée (Farhani et al, 2015), ces complications constituent un probléme de santé majeur da
un trouble de [D’assimilation, de régulation et du stockage des sucres apportés

parl’alimentation. (Ducloux et Altman, 2014).

A l'échelle mondiale, le nombre d’adultes dans le monde atteints de diabéte est de
425 millions en 2017, selon les chiffres publiés par la Fédération internationale du diabéte
(FID), a I’occasion de la Journée mondiale du diabéte. Leur nombre pourrait atteindre
629 millions en 2045(FID, 2017).En 2012, le diabéte a causé 1,5 million de déces (OMS,
2016).

A T'échelle nationale, cette maladie constitue un probléme de santé publique parson
double fardeau épidémiologique et économique. En effet, Environ 1,8 million de personnes
sont atteintes de diabéte en Algérie, avec une prévalence nationale du diabéte établie a 6,9%,
selon les données du nouveau rapport 2017 de la Fédération internationale du diabete (FID,
2017).En effet, une étude statistique a montré en 2015 qu’une personne meurt du diabete

toutes les 8 secondes dans le monde(FID, 2015).

La présente étude porte sur 1’étude des infections du pied diabétique qui est I’une des
complications les plus graves et les plus coliteuses du diabete sucré, en effet 50% a 70% des
amputations non traumatiques des membres inférieurs sont réalisées chez les patients
diabétiques et que preés de 70% de ces sujets décedent dans les cing ans qui suivent
I’amputation (IWGDF, 2016).L’amputation de tout ou partie dun membre inférieur est
généralementprécédée par un ulcére du pied selon le Consensus International du Pied
Diabétique (CIPD, 2007). Cet ulcére sert de porte d’entrée de la majorité des infections du
pied qui se déclarent chez des patients diabétiques (Schaper, 2004 ; Lavery et al.,
2006 ;Lipsky et al., 2012).

Selon multiples études réalisées sur les infections du pied diabétique,une variétébactérienne
trés importante comprenant des Cocci a Gram positif (CGP),en particulier Staphylococcus
aureus, et des bacilles a Gram négatif qui correspond aux germes majoritairement isolés qui
colonisent les plaies du pieddiabétique(Vexiau et al., 2008 ; Aragon-Sanchez et al., 2009 ;
Toumi et al., 2011).

Quels que soient les progres faits dans une telle démarche, le traitementdeslésions du pied
chez le patient diabétique est toujours difficile, plein d’obstacles,d’échecs et parfois de

récidives (Hartemann-Heurtier et al., 2000 ;Edmonds et Poster, 2004 ; Lipsky, 2005 ;

1
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Bernard et Stahl, 2007).Cependant, cet échec est dii par I'utilisation croissante et parfois
injustifiée des antibiotiques, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter et certaines
sont devenuesrésistantes aux antibiotiques(Grace Yim, 2011 ; Ibo Issa Maman, 2013). Cette
situation apparait particuliérement préoccupante en milieuhospitalier. La pression de sélection
exercée par l’utilisation importante de I’antibiothérapie etla diffusion épidémique des
bactéries multirésistantes (BMR) sont les deux facteurs principauxconditionnant cette
évolutionet sont devenues probablement les plus inquiétants de ces derni¢res années (Soussy,

2007 ; Inserm, 2015).

Ces bactéries multirésistantes représente 1’objet de la présente étude dont 1’objectif de les
isolés a partir des pieds de plusieurs patients,notant que Staphylococcus aureus sont des
BMRversatiles apte a développer une résistance a la méthicilline d’ou le nom de SARM
(Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline),notant aussi les BLSEqui constituent un
groupe d'enzymes qui ont la propriété commune de conférer la résistance par les inhibiteurs
des B-lactamases(Bush et al., 1995)impliquées dans plusieurs types d’infections notamment,
les infections nosocomiales (Rehyer et al., 2011 ;Otto, 2013). Cephénomene survient dans
tous les pays du monde, avec des disparités selon les régions (Institut national de la santé et

de la recherche médical, 2015).

Pour ces raisons, les gens retournent de nouveau vers la médicine traditionnelle, dite
conventionnelle, particulierement vers la thérapie par les plantes dite phytothérapie
antidiabétiques et aussi 1’utilisation de produits biologiques actifs (collagéne, facteurs de
croissance, tissusobtenus par bio-ingénierie tissulaire, etc.) dans les ulceéres, ou des

biopolymeres a effet antibactérien.

Notre travail a pour objectif d’étudié 1’effet du chitosane qui est un oligomere extrait
par ladésacétylation de la chitine présente dans la carapace des arthropodes, visant d’évaluer
leur activité antimicrobienne envers les bactéries multirésistantes isolées (BMR) du

pieddiabétique.
Nous avons organisé notre travail comme suit :
Le premier chapitre a un apergu général sur le diabéte et le pied diabétique.

Le second chapitre, regroupe le matériel utilisés et les méthodes opératoires pour

I’étude des bactéries multirésistantes et 1’efficacité du chitosane vis-a-vis de ces derniers.

Le dernier chapitre,présente les résultats obtenus et leur discussion.
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Chapitre 1. Partie bibliographique

1.Généralités sur le diabéte
1.1.Définition

Selon I’organisation mondiale de la santé le terme diabéte est défini comme étant une maladie
chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas assez d'insuline ou lorsque
I'organisme n'est pas capable d'utiliser efficacement 1'insuline qu'il produit. Il en résulte une

concentration accrue de glucose dans le sang (hyperglycémie).(OMS, 1999).

Le diagnostic de diabeéte peut étre établi de trois facons différentes (Drouin et al.,1999 ;
OMS, 1999) :

v Glycémie a jeun supérieure ou égale a 1,26g/L (7 mmol/L),

v' Symptémes cliniques du diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement
inexpliqué, somnolence voire coma) et glycémie supérieure a 2 g/l quelle que
soit I’heure de la journée.

v Glycémie supérieure a 2g/1, 2 heures aprés une charge orale de 75g de glucose.
Le seuil de glycémie a été fixé en fonction du risque de survenue de

complications, en particulier de rétinopathie.
1.2.Epidémiologie
1.2.1.Données mondiale

Le diabeéte est un probléme de santé publique ; c’est une maladie chronique avec une
incidence et une prévalence tres ¢levée (Farhani et al, 2015). Selon I’OMS, environ 30
millions d'adultes étaient diabétiques dans le monde en 1985; ce nombre est passé a 173
millions en 2002 est atteint 425 millions en 2017Selon les chiffres publiés par la Fédération
internationale du diabete (FID), et les projections prévoient qu'en 2045, 629 millions
d'individus seront atteints de diabéte(FID, 2017). En 2012, le diabéte a causé 1,5 million de
déces (OMS, 2016).

1.2.2.Données nationale

Le diabéte en Algérie reste une réalité préoccupante puisqu’il s’agit de la deuxiéme maladie
chronique aprés I’hypertension. Le nombre des diabétiques est atteint environ 1,8 million de
personnesavec une prévalence nationale du diabete établie a 6,9%, selon les données du

nouveau rapport 2017 de la Fédération internationale du diabéte (FID, 2017).
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L’ Algérie est en pleine transition épidémiologique et le diabéte pose un vrai probléme de
santé¢ publique par le biais des complications chroniques dominées par les complications
cardio-vasculaires, le pied diabétique, I’insuffisance rénale chronique et la rétinopathie

(Belhadj et al.,2005).

Ces complications constituent des facteurs de risque pour développer des troubles trophiques
du pied tels que les maux perforants plantaires et ulceres du pied pouvant mener a
I'amputation. La FédérationInternationale des Diabétes(FID)estime que 85 % de ces
amputations sont précédées d'un ulceére du pied et que le taux d’amputation est 10 a 20 fois

plus élevé chez le diabétique par rapport au non diabétique (FID, 2005 ; OMS, 2005).

Passant de 11% en 2015 a 12% en 2016, ce nombre est en nette croissance, signale le
président de la Fédération algérienne des associations des diabétiques. En chiffres, ils sont

environ 4,5 millions de citoyens atteints par cette pathologie(FID, 2014).

1.3.Classification du diabéte

La diabétologie humaine a scindé¢ le diabéte sucré en grands groupes : le diabéte

insulinodépendant (DID) et le diabéte non-insulinodépendant (DNID)(Tableaul,Annexe 1).
1.3.1.Le diabéte de Type I

Le diabéte de Type I est provoqué par une réaction auto-immune au cours de laquelle le
systeme immunitaire de I’organisme attaque les cellules des ilots du pancréas qui produisent
I’insuline. L’organisme devient alors incapable de produire 1’insuline dont il a besoin, ou
alors en quantité trés faible, avec pour conséquence une déficience relative ou absolue en
insuline. Les causes de ce processus destructeur ne sont pas totalement comprises, mais une
susceptibilité génétique combinée a des facteurs déclencheurs environnementaux, tels qu’une
infection virale, des toxines ou certains facteurs alimentaires, est impliquée. La maladie peut
se développer a tout age, mais le Type I apparait le plus souvent a l’enfance ou a
I’adolescence. Les personnes atteintes de cette forme de diabéte ont besoin d’insuline chaque
jour pour maintenir leur glycémie sous contréle et ne peuvent survivre sans(Eisenbarth,

1986 ; Monnier et Colette, 2014 ; IDF,2016).

1.3.2.Le diabéte de Type I1
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Le diabete de Type II est la forme la plus courante de la maladie et représente environ 90 %
de tous les cas(Papoz et Eschwege,1990). Dans cette forme de diabéte, I’hyperglycémie est le
résultat d’une production inadéquate d’insuline et de I’incapacité de 1’organisme a répondre
pleinement a I’insuline, un état qualifi¢ de résistance a ’insuline. L’insuline s’avere alors
inefficace, ce qui déclenche dans un premier temps une hausse de la production de 1’insuline
pour réduire I’augmentation du taux de glycémie. Au fil du temps, une production inadéquate
relative d’insuline peut toutefois se développer. Le diabéte de Type Il touche généralement
des adultes plus agés, mais est de plus en plus souvent observé chez des enfants, des
adolescents et des adultes plus jeunes en raison de I’augmentation des taux d’obésité, de
I’inactivité physique et de la mauvaise alimentation(DeFronzo, 1997 ; Davis et al., 2010 ;

Monnier et Colette, 2014 ;Sahah et al.,2015).

La prévalence du diabete de Type II est élevée et sa hausse n’épargne aucune région du
monde. Cette augmentation est vraisemblablement attisée par le vieillissement de la
population, le développement économique et I’urbanisation croissante, qui se traduisent par
des vies plus sédentaires et une hausse de la consommation d’aliments non sains liés a

I’obésité (Saito et al.,2011).

2.Pied diabétique

L'hyperglycémie chronique du diabéte est associée a d'importantes complications
(GoldenbergetPunthakee, 2013). Ces complications exposent les pieds de la personne
atteinte de diabéte a de nombreuses anomalies responsables d'une somme de problématiques
invalidantes dont celles du syndrome du pied diabétique (Nagoba et al.,2010 ; Bowering
etEmbril, 2013). Le syndrome du pied diabétique est une complication fréquente du diabéte

qui touche approximativement 15% a 25% des personnes atteintes (Botros et al., 2017).

Les plaies chroniques du pied diabétique résultent fréquemment d’une combinaison
deplusieurs facteurs de risque (Ha Van, 2008)d’ou I’infection, I’ulcération ou destruction des
tissus profonds du pied associées a une neuropathie et/ou un artériopathie périphérique des

membres inférieurs chez le diabétique.

On regroupe sous le terme « pied diabétique » 1’ensemble des manifestations
pathologiquesatteignant le pied et directement en rapport avec la maladie diabétique sous-

jacente.
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Trois mécanismes diversement associés peuvent étre impliqués dans [’apparition du
pieddiabétique : la neuropathie, 1’ischémie résultant d’un artériopathie des membres

inférieurs, I’infection selon le Consensus international sur le pied diabétique (IWGDF, 2011).

2.1.Physiopathologie

Laphysiopathologie des lésions ulcérées du pied diabétiqueest en relation avec plusieurs

facteurs de risques engendrés par le diabete, la figure 1 résume les différentes complications.
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Figure 1 : Physiopathologie des 1ésions ulcérées du pied diabétique d'aprés le Consensus

International sur le Pied Diabétique (mai 1999).

2.2.Facteurs pathogéniques

Les plaies chroniques du pied diabétique résultent fréquemment une combinaison des facteurs

internes et externes (Herisson et Simon, 1993 ; Grumbatch et Jean, 2005).
2.2.1.Facteurs pathogéniques internes

2.2.1.1.Neuropathie diabétique
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C'est le principal facteur responsable de l'apparition de lésions du pied. Sa prévalence est

difficilement estimable : elle a touché entre 20 et 50 % des diabétiques (Andrew,2005). La

neuropathie est I’atteinte des nerfs liée a une hyperglycémie chronique durant des années. Elle

est associée aux pieds de la personne atteinte de diabéte se classe en trois types, soit

autonome, sensorielle et motrice (Woo, 2013). De plus, ces neuropathies peuvent évoluer en

artériopathie de Charcot.

a)

b)

c)

Neuropathie sensorielle : La neuropathie sensorielle entraine la perte de
sensibilitéqui expose le pied a des blessures telles que les brilures, les engelures et les
ulcere pied diabétique (UPD)(Steed, 2007 ; Mahoney, 2010; Woo, 2013). D’ailleurs,
la neuropathie sensorielle est présente chez 80% des personnes atteintes dun UPD
(Mahoney, 2010).

Elle peut également occasionner des symptomes douloureux, tels que des brilures, des
engourdissements, des sensations de fourmillement, des déchargesélectriques et la

présence de froid douloureux (Bouhassira et al., 2004 ; Botros et al., 2017).

Neuropathie autonome (végétative) : La neuropathie autonome cause une anomalie
de la régulation du systéme nerveux et est responsable de la défaillance des glandes
sébacées et sudoripares (Mahoney, 2010).

Ce phénomene occasionne une réduction de la lubrification de la peau contribuant
ainsi a une sécheresse excessive (Mahoney, 2010 ; Woo, 2013), ce qui expose le pied
aux fissures ou aux crevasses pouvant évoluer en ulceére du pied diabétique (UPD)
(Woo, 2013). La neuropathie autonome provoque également une dysfonction du
mécanisme de régulation sanguine sous le pied observée par une dilatation anormale
du réseau capillaire qui diminue la pression dans les vaisseaux sanguins et empéche le
passage du sang des artéres vers les veines ce qui provoque I’ouverture de shunt
artérioveineux (Woo, 2013). Ces shunts participent aussi a la réduction de
I’oxygénation tissulaire et favorisent la résorption osseuse qui peut conduire a

I’extréme au pied de Charcot.

Neuropathie motrice : La neuropathie motrice représente le troisiéme et dernier
typede neuropathie et résulte de déformations du pied (Mahoney, 2010 ; Woo,
2013).L'atrophie des muscles intrinseques du pied diabétique est responsable d'une

perte de résistance musculaire, ainsi que d'une diminution de I'amplitude des
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mouvements et de I'équilibre (Mahoney, 2010 ; Woo, 2013). La neuropathie motrice
s'observe par la contraction des orteils et 1'amincissement du coussinet adipeux aux
pieds (Woo, 2013;Botros et al., 2017). La démarche devient alors limitée et accroit la
pression sur la surface plantaire (Botros et al., 2017).Les différentes déformations
osseuses contribuent aussi a l'ulcération du pied, en raison des sites de pression
inhabituels aux pieds, résultant de la présence de proéminences osseuses qui
prédisposent a la formation de callosités (Mahoney, 2010 ; Woo, 2013 ; Botros et al.,
2017).

2.2.1.2. Troubles vasculaires artériels

Outre les différents types de neuropathie, les troubles vasculaires artériels sont également
associés au syndrome du pied diabétique. Les problémes d'ordre vasculaire aux membres
inférieurs sont en effet plus agressifs chez les personnes atteintes de diabéte. Ce phénoméne
survient en raison d'une prédisposition précoce aux troubles microvasculaire
etmacrovasculaire des membres inférieurs, couplée a la neuropathie périphérique (Norgreen
et al., 2007 ;Schaper et al., 2012 ; Botros et al., 2017) exposent une statistique préoccupante
selon laquelle chaque augmentation de la concentration plasmatique en glucose (HbAlc) de
1% prédispose a I'augmentation des troubles vasculaires artériels a 26%. Chez les personnes
atteintes de diabete, les troubles vasculaires artériels comprennent la viscosité sanguine et

I'angiopathie.

a)Viscosité sanguine :est occasionnée par I'hyperglycémie chronique reliée a une
concentration plasmatique €levée en glucose (Woo, 2013). La résistance occasionnée par la
viscosité sanguine crée une mauvaise circulation sanguine et ne peut assurer l'oxygénation, la
nutrition et I'apport en leucocytes a la peau, ce qui altere la défense immunitaire et prédispose
le pied des personnes atteintes de diabéte a l'infection. A son tour, cette infection peut
dégénérer en UPD, ostéite, gangréne ou amputation des membres inférieurs(Mahoney,2010;

Elmakki et al., 2010 ; Woo, 2013 ; Botros et al., 2017).

b)Angiopathie :Par ailleurs, selon Woo (2013), les personnes atteintes de diabéte sont
vulnérables a l'angiopathie. Morocco et Bush (2010) mentionnent que la maladie vasculaire
artérielle périphérique (MVAP), résultant de 1'angiopathie, s'installe de facon accélérée chez
la personne atteinte de diabete. La MVAP réduit le débit sanguin et la pression assurant la

perfusion distale des membres inférieurs (Schaper et al., 2012). Selon Schaper et al. (2012),

8
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l'angiopathie est caractérisée par l'athérosclérose obstructive et la calcification des arteres.
Schaper et al. (2012) ajoutent que la calcification des artéres est corrélée avec
lesneuropathies et atteint 50% des personnes atteintes de diabete. Les mémes
auteursmentionnent que les personnes souffrant de diabete et touchées par la MVAP sont

asymptomatiques et ce phénomeéne pourrait masquer certaines anomalies.
2.2.1.3.Prédisposition aux infections

Outre les différents types de neuropathie et les troubles vasculaires, la prédisposition a
I’infection est le troisieme élément pouvant contribuer au syndrome du pied diabétique.
Le risque a l'infection est plus important chez les personnes atteintes de diabéte en raison de la
neuropathie et des troubles vasculaires (Nagoba et al., 2010 ; Botros et al., 2017).
La neuropathie peut d'ailleurs masquer la présence de signes et symptomes d'infection comme
I'hyperthermie, l'inflammation ou l'augmentation des globules blancs (Bakker et al., 2015).
L'infection est souvent commune a 1'UPD, puis devient progressivement sévere et difficile a

traiter (Nagoba et al., 2010).
a) Impacts des complications

Le syndrome du pied diabétique prédispose a différentes complications et les personnes
atteintes peuvent souffrir de comorbidités qui affectent leur bien-étre et leur autonomie
(Abetz et al., 2002 ; Altenburg et al., 2010). La personne atteinte d'UPD est exposée a des
pertes de mobilité et des restrictions dans les activités de la vie quotidienne, les loisirs et les
interactions sociales (Abetz et al., 2002). De plus, la crainte reliée a I'amputation potentielle

du pied diabétique génére du stress et de I'anxiété (Price etKrasner, 2012).

Par ailleurs, des données statistiques permettent de noter que 15%des personnes atteintes de
diabéte développeront une plaie aux pieds au cours de leur vie et 85% des amputations

surviennent en raison d'un ulcere du pied diabétique infecté (Hopkins et al., 2015).

L’infection du pied diabétique est définie par une invasion tissulaire avec multiplication des
micro-organismes entrainant des dégats tissulaires avec ou sans réponse inflammatoire de
I’organisme. Dans le cadre du pied diabétique, selon Société de Pathologie infectieuse de

Langue Frangaise (SPL) I’infection est secondaire a une plaie cutanée (SPL,2007).

La sévérité de I’infection est déterminée d’apres la classification du Consensus International
sur le pied diabétique. Cette classification se fait a 1’aide de 4 grades présentés dans le

tableau2, annexe 1.



Chapitre 1. Partie bibliographique

b) Les germes en causes

Les principaux germes impliqués dans les infections des plais du pied diabétique(Tableau 3) :

- Les bactéries aérobies a Gram positif : sont les plus fréquentes ; dans ce groupe,
Staphylococcus aureus est la bactérie le plus souvent mise en évidence, de fagon isolée ou au
sein d’une population polymicrobienne, lors d’infection qu’elles soient superficielles ou
profondes. Les streptocoques B-hémolytique sont également fréquents, le plus souvent dans le
cadre d’infections polymicrobiennes (Game et al., 2004 ; Chidiac et a/.,2007 ; Nordman et

al.;2014).

- Les bacilles aérobies a Gram négatif : surtout de la famille des entérobactéries (Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella spp) se rencontrent en cas d’infection chroniques ou
déja traitées. Pseudomonas aeruginosa est souvent isolé aprés une longue hospitalisation son

role pathogene est toujours a discuter.

- Les bactéries anaérobies strictes : le plus souvent Cocci a Gram positif mais aussi bacilles
a Gram négatif (Prevotillespp, Bacteroidesspp) sont souvent associés a des germes aérobies.
Les bactéries a Gram positifs anaérobies strictes sont en régle présentes dans des plaies peu
profondes alors que celle a Gram négatifs anaérobies sont associées a une nécrose ischémique

ou a une atteinte profonde.

Tableau 3 : Corrélation clinico- biologique entre les types de plaies et les germes impliqués

et identifiés (Toumi et al., 2011).
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2.2.2.Facteurs pathogénes externes
Plusieurs facteurs externes participent au développement des infections tels que :
» Les chaussures inadaptées (50 %) :

* Les chaussures étroites, neuves ou trop usées, la présence des corps étrangers dans les

chaussures sont les principaux facteurs qui blessent le pied.

* Les supports plantaires telles les semelles orthopédiques peuvent aussi €tre la cause des

1ésions lorsqu’elles sont déformées et durcies, ou pliées.

* Les chaussettes synthétiques avec d’épaisses coutures au niveau des orteils peuvent

¢galement Iéser le pied (Lushiku,2006).
> Les gestes inadaptés (25 %)

* Les soins de pied mal faits par le patient lui-méme ou par le pédicure peuvent étre

responsables des blessures.

11
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* Lors de I'usage d’un instrument tranchant, c’est la vue qui doit guider le geste et non la
perception de la douleur. Lorsque la douleur apparait, la plaie est déja provoquée

(Lushiku,2006).
» L’hygiéne ou comportement inadapté (25 %)

* La mycose interdigitale sur une peau qui est déja fragilisée peut entrainer une infection

profonde.

* Lorsque les ongles poussent de fagon anarchique (ongles incarnés, onychogryphose), ils

peuvent léser I’orteil impliqué ou I’orteil voisin.

* Les bains de pieds prolongés (de plus de cinq minutes) dans le but de ramollir les callosités,
créent une macération des callosités qui sont souvent fissurées, ceci favorise la pénétration

profonde des germes présents dans les fissures.

» L’utilisation des bouillottes peut causer des plaies par action directe sur un pied dont la

sensibilité thermique est diminuée.

* La marche pieds nus ainsi que le traumatisme parchute d’objet sur le pied peuvent

également étre impliqués dans les facteurs déclenchant (Lushiku,2006).

3.Antibiotique et antibiorésistance
3.1.Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des composés antimicrobiens et sont plutdot des substances naturelles
que synthétiques. Ils sont produits par un large éventail de micro-organismes fongiques et
bactériens. Beaucoup d’antibiotiques naturels ont été structurellement modifiés en laboratoire,
pour augmenter leur efficacité formant ainsi, la classe des antibiotiques semi-synthétiques
(Madigan et Martinko,2007). Mais toutefois chaque antibiotique a une spécificité¢ d’action
(Figarella et al., 2007).Les grands groupes d’antibiotiques groupés par famille et spectre

d’activité présentés dans le tableau 4, annexe 1 (Figarella et al., 2007).

3.2.Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques se différencient des antiseptiques par leur mécanismes d’action, ils agissent

a un niveau précis des structures bactériennes, dénommé site d’action. L’action d’un

12
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antibiotique est le résultat des interactions organisme-antibiotique d’une part et antibiotique-

bactéries d’autre part(Gaudy et Buxeraud,2005).

Les principaux antibiotiques classés selon leur cibles présenté dans le tableau 5, annexe

1(Figarella et al., 2007).

3.3. Antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques apparait comme un événement normal de 1’évolution des
micro-organismes (Van Bambeke et al., 2008). Elles sont capables de supporter sans
dommage une concentration de 1’antibiotique supérieur a celle que 1’on peut réaliser dans

I’organisme (Charpentier et al., 2008).

La notion de résistance clinique, est corrélative d’un échec thérapeutique ; elle n’a qu’une
signification arbitraire, par rapport au malade ; elle n’a aucun sens a I’échelle micro-

organisme (Meyer etal., 2004).
3.3.1.Différents types de résistance bactérienne

On distingue deux types de résistance selon leur origine. Elle peut étre naturelle ou acquise

(Vaubourdolle, 2007).
a) Résistance naturelle

La résistance naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant a la méme
espece, elle peut étre due a I’inaccessibilité de la cible pour ’ATB qu’est une conséquence
des différences existantes entre les structures pariétales bactérienne, a une faible affinité de la

cible pour ’ATB, ou encore a I’absence de la cible (Poyart, 2003).
b) Résistance acquise

Les génes de résistance peuvent étre acquis par transformation de geénes étrangers provenant
de chromosomes d’autres espéces ou étre portés par des ¢éléments mobiles (transposons,
Intégrons) (Vaubourdolle, 2007). Certaines bactéries deviennent résistantes aux antibiotiques
en acquérant un fragment d’ADN, appelé¢ plasmide, donné par une bactérie résistante.
(Figarella et al., 2007).L’acquisition de la résistance peut aussi résulter d’une mutation

chromosomique pouvant entrainer :

- Une modification de perméabilité a un ou plusieurs antibiotiques ;

13
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- Une modification de la cible pariétale ou intracellulaire (Vaubourdolle, 2007).

3.3.2.Mécanisme de la résistance bactérienne aux antibiotiques
Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques (Madiganet Martinko,2007).
a) Inactivation enzymatique des antibiotiques

Par ce mécanisme, la bactérie acquiert la capacité d’inactiver I’action des antibiotiques par la
sécrétion d’enzyme avant méme qu’ils n’aient pénétré au sein du micro-organisme. Les
classes d’antibiotiques visées par ces enzymes sont les B-lactamine, les aminosides et les

phénicoles(Bevilacqua, 2011).
b) Altération (ou modification) de site de liaison

Phénoméne engendré par des chromosomes ou des plasmides, ce mécanisme de résistance

produit une baisse de I’affinité de I’antibiotique pour son site d’action (Carle, 2009).
¢) Diminution de la perméabilité

Les porines sont des protéines formant des pores dans la membrane externe des bactéries a
Gram négatif et permettant le passage de certaines molécules hydrophiles. Des mutations
peuvent entrainer une perte de certaines porines et de ce fait entraver la pénétration de certains
antibiotiques. Ces mutations peuvent entrainer la résistance a plusieurs familles

d’antibiotiques simultanément (Nauciel, 2000).
d) Excrétion de I’antibiotique par I’efflux

IIs existent chez les bactéries des systémes permettant d’excréter certains antibiotiques. Ces
systemes jouent un rdéle dans la résistance naturelle, sous 1’effet de mutation leur niveau
d’expression peut augmenter et faire apparaitre une résistance acquise pouvant toucher
simultanément plusieurs familles d’ATB. Le phénoméne a été décrit surtout chez les bactéries

a Gram négatif (Nauciel, 2000).

3.4. Les bactéries multirésistantes

3.4.1.Définition

14
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Les bactéries sont dites multi résistantes (BMR) aux antibiotiques lorsque, du fait de
I’accumulation des résistances naturelles et acquises,selon le réseau d'alerte d'investigation de
surveillance des infections nosocomialeselles ne sont plus sensibles qu'a un petit nombre
d'antibiotiques utilisables en thérapeutiques (résistance a au moins 3 familles
d’antibiotiques)(RAISIN, 2009).Certaines résistances sont particuliérement importantes a
prendre en compte, car elles concernent des espéces bactériennes qui sont a la fois
commensales susceptibles de disséminer dans la population générale et a fort potentiel
pathogene. C’est le cas des Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) et des

entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre étendu (EBLSE) (Mehdi, 2008).
3.4.2.Les BMR des hospitaliers

e SARM : S aureusest une des deux principales especes responsables d'infection
nosocomiale. Le développement incontrdlé des épidémies de SARM et les preuves
répétées de leur diffusion clonale justifient a eux seuls la mise en place d'un
programme de lutte contre les BMR. Les SARM représentent 5 a 10% des bactéries
isolées des infections nosocomiales(IN), ils sont résistants a toutes les B-lactamines et
trés souvent résistants aux aminosides, aux macrolides et aux fluoroquinolones
(Vincent, 2000).

e BLSE : les entérobactéries dans leur ensemble représentent 35 a 40% des bactéries
responsables d'IN. Les EBLSE représentent environ 1% des bactéries isolées des IN.
La tendance a la diffusion clonale des EBLSE est bien démontrée. Les souches
d'EBLSE principalement Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogeneset a un
moindre degré Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacterspsont résistantes a de
nombreuses B-lactamines (sauf imipenéme), et souvent céphamycines pour les especes
qui y sont naturellement sensibles, et trés souvent résistantes aussi aux aminosides et
aux fluoroquinolones (Vincent, 2000).

e Entérocoque résistante a la vancomycine(ERV) : représentent environ 1% des souches
d'entérocoques isolées a 1'hdpital. On retrouve principalement :

» Acinetobacter baumannii: représentent 2 a 4% des bactéries responsables d'IN,
jouent un role non négligeable dans certains secteurs hospitaliers (soins intensifs)
et sont parfois a l'origine de bouffées épidémiques dans lesquelles la contamination
de l'environnement des patients porteurs joue un role. Certaines souches
épidémiques résistantes a l'imipenéme conduisent a des impasses thérapeutiques

(Vincent, 2000).
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» Pseudomonas aeruginosa multirésistant : les souches de P. aeruginosarésistantes
aux Blactamines (ticarcilline, ceftazidime ou imipenéme) ont tendance a étre
résistantes aussi auxAminosides et aux fluoroquinolones. Dans les hopitaux
concernés, ces souches doivent fairel'objet d'une stratégie spécifique, notamment
d’une politique de prescription des antibiotiques,et des mesures de contrdle de

'environnement (Vincent, 2000).

4. Chitosane et propriétés générales

4.1. Définition et structure

Le Chitosane est un polymere modifié et non-toxique d'hydrate de carbone dérivé de la chitine
par le désacétylation enzymatique ou chimique (Dodane et al., 1998 ; Bhatnagar et al.,
2009 ; Kong et al., 2010). II est constitué par B- (1,4) des unités de glucosamine comme son
composant principal (> 80%) et glucosamine de N-acétyle (< 20%) distribuée aléatoirement le
long de la chaine (No et al, 2003 ; Perelshtein et al., 2013) (Figure 2). Il a une moyenne de
poids moléculaire entre 50 et 150 KDa, avec une valeur de pKa de 6,3 et est soluble dans les
solutions d'acide dilué (Zhu et al.,2007). A ce pH, le chitosane se comporte comme grande
molécule polycationic due a ses groupes aminés réactifs, qui font son utilisation dans

l'industrie et la recherchent dans une série de domaines possibles.

r"' N B

OH o=
NH
Rt O HO -
e -
HO HO
NH,
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1-DA DA

Figure 2 :Représentation de la structure chimique de chitosane. Résidus D-Glucosamine
(GlcN) a gauche et N-acétyl-D-Glucosamine (GlcNAc) a droite(Audrey et al.,2016).

Le chitosane est le deuxieme polysaccharide naturel répandu dans la nature apres la cellulose

(Kaur et Dhillon, 2014). Il est présent dans I'exosquelette des crustacés et présent aussi dans
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les algues vertes, les parois cellulaires des champignons, dans les cuticules des insectes et des

arachnides et (khoushab, 2010).

4.2. Systématique de la crevette (Alcock, 1901 ; Garcia et al., 1973)
Régne : Animalia.

Embranchement : Arthropoda.

Classe : Malacostraca.

Ordre : Decapoda.

Famille : Peneidae.

Genre : Prarapenaeus.

Espéce : Prarapenaeuslongirostris.

4.3. Propriétés physico-chimiques et biologiques
4.3.1 Propriétés physico-chimiques

Le chitosane est caractérisé par son degré de désacétylation, sa viscosité et son poids

moléculaire.

a) Le degré de Désacétylation (DD) : est le pourcentage molaire de I’élimination des
groupements N-acétyle. Ce parametre (DD) influe sur toutes les propriétés
physicochimiques (masse moléculaire en poids, viscosité, solubilité, etc.) du chitosane
et apparait donc comme le plus important. La détermination du DD est ’'une des
analyses de routine lors de [D’extraction de la chitine et la préparation du
chitosane(Onesippe, 2005).

b) La viscosité : dépend de son degré d’acétylation : plus il est désacétylé, plusil y a
de groupements amine libres, plus le chitosane est soluble, et plus sa viscosité est
importante dépendaussi de sa concentration, de la température, et le pH avec une

valeur de pKa de 6,3 et est soluble dans les solutions acides diluées (Zhu et al., 2007).
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¢) Le poids moléculaire : peut étre déterminé parHPLC. La masse moléculaire moyenne

comprise entre 50 et 150 KDa (Zhu et al, 2007).

4.3.2. Propriétés biologiques

Le chitosane est biocompatible et biodégradable par les micro-organismes possédant des
enzymes qu’on appelle chitosanase. Il montre des propriétés cicatrisantes remarquableset un
bon effet sur le pansement/blessure processus de guérison (Murakami et al., 2010). Le
chitosane a également des propriétés inhibitrices sur la croissance de nombreux parasites et
infections. Il a de plus des propriétés immunologiques, antitumorales (Zemmouri,2008),

neuroprotectrice (Pangestuti et al., 2010) et anti-inflammatoire (Yang et Lee, 2010).

Des propriétés bactériostatiques et fongistatiques observées qu’a 1’état protoné des fonctions

amine qui augmente 1’activité antibactérienne du chitosane(Baldrick, 2010 ;Vo et al., 2013).

4.4. Application

Les applications du chitosane sont trés larges et se retrouvent dans divers domaines tels que
'alimentation, l'industrie, l'agriculture, la diététique, les cosmétiques et la médecine. La
médecine régénérative représente le champ d'application d'intérét pour ce projet d'étude
(Khor et Yong, 2003; Shahidi et  Abuzaytoun,2005 ;Khoushab.F et
Yamabhai.M,2010)(Figure3).
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Figure 3 : Exemples d'applications du chitosane(Khor et Yong, 2003 ; Shahidi et
Abuzaytoun,2005).
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II. Matériel et méthodes

> Lieu d’étude

Notre étude est réalisée sur une durée de 03 mois au niveau du laboratoire d’hygiéne a Blida.
L’¢échantillonnage des pus des infections du pied diabétique a été effectué entre le 11/02/2018 et le
24/04/2018. Durant cette période, nous avons réalis¢ 63 prélévements purulents proviennent de
I’Etablissement Public Hospitalier de Blida et de Kolea et de Boufarik(EPH-Blida, EPH-Kolea,
EPH-Boufarik),et au Centre Hospitalier Universitaire MustaphaPacha (CHU d’AlgerMustapha
Pacha). Ces derniers accueillent tous les patients hospitalisés au niveau de différents services, ou

non hospitalisés ayant une pathologie au niveau de maison diabétique de Blida.

» Modalités de recueil des données
Nous avons effectué notre travail grice a des fiches d’exploitation préalablement établies,
comportant pour chaque malade les données nécessaires a notre étude (Figure4, annexe 2). Elles
comprennent :
- L’identité du patient.
- L’age et le sexe.

- Les résultats de I’examen direct, la culture et I’antibiogramme.

I1.1. Matériels
I1.1.1. Matériels biologiques
Le matériel biologique est représenté par :
*Le pus : prélevé par écouvillonnage a partir des plaies du pied chez les diabétiques.
*Le chitosane : 1a molécule biologique dérivée de la chitine extraite a partir des carapaces des
crevettes. Elle est caractérisée par :
-Une couleur blanche.
-Un poids moléculaire (PM) de 69kDa.
-Un degré de désacétylation (DDA) de 74%.
-Souches de références (Escherichia coliATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Staphylococcus aureus ATCC6538, Klebsiella pneumonie, Enterobacter ssp).

I1.1.2. Matériel non biologique
Le matériel non biologique est représenté par les instruments, les appareillages, les réactifs, les

milieux de cultures et les disques d’antibiotiques utilisés (Tableau 6, Annexe 2).
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I1.2. Méthodes
I1.2.1. Prélévements et échantillonnage
Les prélévements bactériologiques sont réalisés en cas d’infection établie cliniquement. Ils sont
précédés d’un nettoyage de la Iésion par une compresse stérile imbibée de sérum physiologique
stérile. La méthode de prélévement effectuée est par :
- L’¢couvillonnage avec prélévement profond de pus qui consiste a passer un écouvillon de
coton sur la Iésion infectée dans un mouvement de zigzag combiné a une rotation.
- Ce prélevement est effectu¢ sur deux écouvillons 1I’un pour I’examen direct (cytologie) et
I’autre pour la culture (microbiologie).Les prélévements de cette dernicre sont ensuite
immédiatement acheminés au laboratoire de microbiologie afin d’étre ensemencés sur un

milieu spécial.

Nous avons réalisé 63 prélevements de pus des pieds diabétiques issus de plusieurs établissements

selon le tableau ci-dessous

Tableau 7 : Echantillonnage de pus du pied diabétique dans les hopitaux et I'unité de soins.

Etablissements EPH-Blida CHU EPH- Maison diabétique | EPH-Kolea
d’Alger Boufarik

Prélevements 29 5 7 17 5

Total 63

» Conservation et transport
Les échantillons sont regus au laboratoire en moins de deux heures a une température ambiante
(25°C) pour un résultat optimal et en cas de transport long les prélévements sont conservés dans une

glaciére entre 2 et 8°C durant 24 heures (Murray et al., 2003).

2.2. Examen bactériologique de pus
2.2.1. Isolement des bactéries
a) Enrichissement des prélévements
Parfois ’absence de colonies suspectes sur 1’isolement sélectif ne suffit pas pour affirmer
I’absence de ces bactéries dans le prélévement. C’est pourquoi un enrichissement du prélévement

est réalis¢ en méme temps que 1’isolement. L’enrichissement est réalis€¢ sur un bouillon glucose
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tamponné (BGT) ou sur un bouillon cceur cerveau (BHIB) dans le but de favoriser la croissance des

bactéries ensemencées en cas de culture faible ou absente.

b) Technique d’ensemencement

La mise en culture de prélévement de pus est effectuée sur différents milieux de culture
(gélose nutritif, Hecktoen ou BCPL et Chapman) dans le but d’isoler les différentes bactéries
contenues dans le pus. L’ensemencement est effectué par pipette pasteur stérile en utilisant la
méthode de quadrant, en faisant des stries serrées puis €¢loignés. Les boites sont ensuite incubées

pour une durée de 24h a 37°C.

2.2.2. Identification bactérienne
L’identification comporte une série d’étape, se succédant le plus souvent dans un ordre déterminé,

dont les étapes sont les suivantes :

» Examen macroscopique
Pour I’examen macroscopique des bactéries communes permet de déterminer les caractéres
culturaux suivants : taille des colonies, le relief (bombées, plates ou ombiliquées) de la surface des
colonies sur boite, la transparence des colonies sur boite (transparentes, translucides ou opaques)

(Delarras, 2007).

» Examen microscopique
Au cours de I’analyse microbiologique, l'observation microscopique permet de faire une étude
morphologique des cellules d’une espéce microbienne, elle comprend (Boudellaa et al., 2010) :
- I’examen a I'état frais (examen entre lame et lamelle de bactéries vivantes)

- I’examen apres coloration (le plus souvent sur frottis séché et fix¢é)

a) Examen a I'état frais
Il permet de noter la présence de bactéries et d'observer les caractéres suivants : la forme des
cellules (Cocci, bacilles, coccobacilles, incurvés en virgule), le mode de regroupement, la mobilité

et la quantité approximative de bactéries par champ microscopique (Delarras,2007).
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b) Examen apres coloration
Si la plupart des bactéries peuvent étre observées en suspension aqueuse, cette observation est
grandement facilitée par l'application de colorants. Les colorations, réalisées sur des frottis séchés et

fixés(Boudellaa,2010).

-Coloration différentielle : 1a coloration de Gram

C'est la coloration différentielle systématiquement réalisée lors d'un examen microscopique de
bactéries. Elle permet non seulement d'observer la forme des cellules mais aussi de diviser les
bactéries en deux grands groupes taxonomiquement différents : les bactéries Gram positives et les
bactéries Gram négatives (Delarras,2007).

La coloration de Gram est basée sur 1’affinité tinctoriale différente des bactéries a certains colorants
due a la constitution de leur paroi. Cette coloration permet aussi d’observer la morphologie des
bactéries (formes allongées pour les bacilles et arrondies pour les Cocci).

Le principe de la technique(Héléne et al., 2016) :

e (oloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute.
Rincer a 'eau déminéralisée.

e Mordangage au Lugol (solution d'iode iodo-iodurée) : étaler le Lugol et laisser agir 20
secondes ;rincer a l'eau déminéralisée. On peut réaliser une deuxiéme fois l'opération
identiquement pour plus de sécurité.

e Décoloration (rapide) a l'alcool: verser goutte a goutte l'alcool ou un mélange alcool-acétone
sur la lame inclinée obliquement, et surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit
étre clair a la fin de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisée

e Recoloration a la safranine ou a la fuchsine. Laisser agir de 30 secondes a 1 minute.

e Laver doucement a I'eau déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a 40°C
pendant 10 a 15 minutes.

e Observer avec une goutte d'huile & immersion objectif 100 (grossissement x1000).

Les étapes 1 et 2 colorent en violet le contenu de la bactérie. Le violet de gentiane se fixe surles
composants cytoplasmiques de toutes les bactéries. Le Lugol permet de fixer cette coloration
interne.

L'étape 3 (alcool) sert a décolorer le cytoplasme des bactéries qui seront dites « Gram négatives ».
En effet, celles-ci ont une paroi pauvre en peptidoglycane donc plus finequi va laisser passer 1'alcool
(molécule lipophile), et qui décolorera le cytoplasme en éliminant le violet de gentiane. Au

contraire, pour les bactéries dites « Gram positif » la paroi constitue une barriére imperméable a
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l'alcool car elle est composée d'une "couche" de peptidoglycane plus importante donc de ce fait ;
plus épaisse. Elles resteront alors violettes.
L'étape 4 est une contre coloration ayant pour but de donner aux bactéries Gram négatives

précédemment décolorées une teinte rose permettant de les visualiser au microscope.

2.2.3. Recherche des caractéres biochimiques (Galerie classique)
Apres I’isolement des bactéries de pus du pied diabétique, nous avons réalisé la galerie classique

pour mettre en évidence les caractéres biochimiques de ces bactéries.

a) Identification des Staphylocoques
Les souches a Gram positif isolées ont ét¢ identifiées par des techniques microbiologiques standards
(la coloration de Gram, catalase et test de coagulase).
e Recherche de la catalase
La catalase a la propriété de décomposer I’eau oxygénée avec dégagement d’oxygene. C’est I’action

directe de I’enzyme qui est mise en évidence dans la masse bactérienne(Garnier et Denis, 2007).

HiO; — 8 . B0+ %0

Technique :Une goutte d’eau oxygénée (H, O,) est déposée sur une lameavec une colonie bien
distincte de culture jeune de 24 h.

Lecture :

- la bactérie posseéde la catalase (Catalase+) : dégagement immédiat de bulles d’oxygéne

-la bactérie ne possede pas la catalase (Catalase-) : pas de bulle d’oxygene.

e Recherche de la coagulase
La coagulase libre est présente chez Staphylococcus aureus. Ce test consiste a mettre en évidence la
coagulase libérée dans le milieu extérieur(Garnier et Denis,2007).
Technique : En ajoutant dans un tube a hémolyse 0,5 ml de plasma humain, 0,5 ml d’une culture de
staphylocoques de 24h en bouillon. Le mélange est placé a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures. Les
souches de S. aureus provoquant la coagulation du plasma le plus souvent les trois premiéres

heures.
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Lecture :
- Un test positif : formation d’un coagulum qui se traduit par transformation du fibrinogeéne en
fibrine.

- Un test négatif : pas de coagulation.

b) Identification des bactéries a Gram négatif
L’identification des souches a Gram négatif (Entérobactéries, Pseudomonas)a porté sur une série de
tests biochimiques. Les tests biochimiques ayant servi a I’identification sont :

e Test d’oxydase
L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines respiratoires
bactériennes, c’est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydo-réduction en impliquant une
molécule d’oxygene comme accepteur d’électrons.
Technique : Ce test est réalisé a I’aide des disques préts a I’emploi, imprégnés du réactif
N-diméthylparaphényléne diamine, sur lequel on dépose une colonie.
Lecture : -Présence d’une coloration bleu-violet : Oxydase (+).

-Absence de coloration : Oxydase (-), la lecture est immédiate et sans incubation.

e Test de fermentation de trois sucres
Le milieu de culture TSI (Triple Sugar Iron), est principalement utilis¢é pour la caractérisation
biochimique des entérobactéries. C’est un milieu différentiel par la capacité a mettre en évidence les
fermentations du : glucose, lactose et/ou saccharose ainsi que la production d’hydrogene sulfuré
(H,S) et de gaz. Le rouge de phénol est I’indicateur colorant virant du rouge au jaune pour un
résultat positif. Le noircissement du culot indique la présence de H,S(Abed et Essayed, 2015).
Technique : Ensemencer abondammentla surface du milieu TSIpar des stries ou par inondation,
puis le culot par simple piqure, a I’aide dela méme pipette boutonnée. Visser partiellement la capsule
afin de permettre les échanges gazeux.Mettre a I’étuve a 37C° pendant 24heures.
Lecture :
-Aucun sucre dégradé : pente et culot rouge.
- Fermentation du glucose seulement : culot jaune et pente rouge.
- Fermentation du glucose et un des deux autres sucres (lactose ou saccharose) : culot et pente
jaune.
- Présence de bulles et le déplacement du milieu vers le haut signifie qu’il y a production du gaz et

la production d’H,S se traduit par un précipité noir.
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e Milieu citrate de Simmons
Le milieu citrate de sodium (citrate de Simmons) est un milieu solide qui permet de mettre enévidence
’utilisation du citrate comme seule source de carbone et d’énergie, ce caractére est intéressant pour
discriminer les bactéries entre-elles et ainsi de les identifier(Abed et Essayed, 2015).
Technique : La pente ensemencée par une série longitudinale, réalise a 1’anse, a partir d’une
suspension de la culture solide en eau distillée stérile.Mettre a 1’étuve 24h a 37°C. Le bouchon
n’est pas viss¢ a fond, afin de permettre les échanges gazeux (en particulier 1’élimination du
dioxyde de carbone).
Lecture :
-La souche est citrate de Simmons positif (+) :Virage de I’indicateur de pH au bleu, il y’a eu une
alcalinisation du milieu
-La souche est citrate de Simmons négatif (-) : Pas de virage de I’indicateur de pH donc il n’y a pas

eu une alcalinisation du milieu (pas de culture).

e Production de la B-galactosidase (Disques ONPG)
L’orthonitrophényl-B-D-galactopyranoside (ONPG) est un hétéroside dont [’aglycone est
I’orthonitrophénol (composé soluble jaune) et 1’ose est le galactose(Delarras, 2007). C’est un
analogue structural du lactose, qui peut étre clivé par des enzymes dites ONPG hydrolases qui
correspondent :

-Soit a la B-galactosidase, ONPG-hydrolase qui catalyse la réaction d’hydrolyse de I’ONPG.
-Soit & d’autre enzymes bactériennes, désignées ONPG-hydrolase qui hydrolysent également

I’ONPG, mais pas le lactose ; elles sont différentes de la B-galactosidase (Delarras, 2014).

Technique : Le test est pratiqué en réalisant une suspension dense de la bactérie testée dans de
I’eaudistillée puis a I’aide d’une pince flambée et refroidie, un disque imprégnéd’ ONPG est ajouté.
Le tube est incubé a 37°C pendant 15 a 20 minutes.

Lecture :

-Le test est positif (ONPG+) : Présence d’une coloration jaune.

-Le test négatif (ONPG-) : Absence de coloration.

e Milieu mannitol-mobilité
Ce milieu permet de rechercher simultanément la mobilité, et I'utilisation du mannitol. Il convient

plus particuliérement a 1’étude des bacilles a Gram négatifs fermentatifs. Il s’agit d’un milieu semi-
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solide contenant entre autres du mannitol, du rouge de phénol comme indicateur du pH.
L’acidification du milieu est indiquée par le virage de I’indicateur du pH (rouge vers le
jaune)(Denis et al., 2007).

Technique :le milieu est ensemencé par une piqure centrale a 1’aide d’une pipette pasteur stérile
chargée en suspension bactérienne déja préparée, I’incubation se fait a 37°C pendant 18 a 24 heures.
Lecture :

-La bactérie est de mannitol (+) : Viragede I’indicateur de pH du rouge en milieu basique au jaune

en milieu acide (la bactérie fermente le mannitol).

- La bactérie est de mannitol (-) : pas de virage du pH, le milieu reste rouge(la bactérie ne fermente

pas le mannitol).

e Recherche de voie de fermentation du glucose
Le milieu Clark et Lubs (milieu RM-VP) permet de rechercher les voies fermentaires du glucose et
de différencier la fermentation des acides mixtes et la fermentation butanediolique. Deux tubes de

ce milieu sont ensemencés puis incubés a 37°C pendant 24 heures.

» Test du rouge de méthyle (test RM)
C’est une réaction utilisée pour mettre en évidence la voie fermentative des acides mixtes. Apres
avoir ajouté quelques gouttes de réactif rouge de méthyle au premier tube de Clark et Lubs. Ces

acides mixtes font virer leréactif au rouge (RM+) et dans le cas contraire, il vire au jaune (RM-).

» Réaction de Voges-Proskauer (test VP)
C’est une réaction utilisée pour mettre en évidence la voie fermentaire du butane 2-3 diol. Elle
permet de mettre en évidence I’acétoine ou (3 hydroxybutanone), car le butane2-3 diol ne peut pas
étre mis en évidence facilement. Apres avoir ajouté quelques gouttes de réactifs VPI et de VPII au
deuxieme tube de Clark et Lubs, mettre le tube dans une position inclinée. La lecture se fait apres 5
minutes :
-Appariation d’un anneau rouge : VP (+).

-Absence d’un anneau rouge : VP (-).
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e Recherche de nitrate réductase
Principe : Toutes les Entérobactériaceae possedent une nitrate réductase al’exception des souches
mutantes. Cette enzyme est capable de réduire les nitratesen nitrites, décelable uniquement avec la
réaction de Griess(Minor, 1993 ; Vandepitte et al, 1994). Parfois, certaines bactéries peuvent

poursuivre cette réduction, jusqu’a une dénitrification comme suit :

NO73 —NOH —N2—

Nitrate  Nitrate réductase  Nitrite Dénitrification  Diazote

Lecture :

- Réaction de Griess positive (NR+) : coloration en rouge ou rose, suite a la combinaison de I’ion
NO-? formé avec I’acide parasulfanilique et I’a- naphtylamine.

- Si la réaction est négative, ajouter une quantité de poudre de Zinc (réaction de Zobell), agiter et
attendre Sminutes : la coloration rouge, signifie qu’il y a réduction de NO-; en NO,, donc la
bactérie est (NR-).L’absence de coloration, indique I’absence de NO-3, ce qui veut dire que la

réduction a dépassé le stade NO-, et que la bactérie est NR+ (Minor, 1993).

e Recherche de décarboxylases
La recherche des décarboxylases de 1’ornithine, de la lysine, et de 1’arginine forment trois tests
biochimiques utiles dans le diagnostic différenti¢ des entérobactéries. Ces trois tests peuvent étre
réalisés sur les bouillons (LDC, ODC, ADH) qui sont appelés les milieux de Moéller et qui
permettent de montrer la présence des décarboxylases et dihydrolases bactériennes par la mise en

¢vidence de I’acidification du milieu et sa réalcalinisation(Lebres, 2002).

Technique :Une suspension bactérienne est préparée en eau physiologique stérile a partir d’une
culture de la souche a étudier. Le test est réalisé dans 4 tubes différents :
- Le premier constitue le témoin.
- Les autres tubes contiennent I’un des trois acides aminés suivant : Arginine, Lysine ou
Ornithine. Aprés ensemencement, quelques gouttes d’huile de vaseline sont ajoutées dans

chaque tube et le tout sera incub¢ a 37 pendant 24h.
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Lecture :

-La réaction est positive lorsque le témoin vire au jaune (acidification du milieu est due a
l'utilisation du glucose). Les tubes contenant l'acide aminé restent violets (phénoméne due a
l'alcalinisation).

-La réaction est négative lorsque les tubes contenant l'acide aminé et le témoin virent au jaune

(acidification).

e Milieu urée-indole
Appel¢ aussi milieu urée tryptophane. Ce milieu complexe fournit un ensemble de résultats utiles a
I’identification de nombreux germes bactériens. C’est un milieu synthétique ; non nutritif permet a

rechercher des trois activités enzymatiques.

» Uréase

L’urée est un composé organique qui peut servir de source d’azote unique aux bactéries
possédant une uréase. En présence de cette enzyme, les bactéries uréolytiques peuvent décomposer
I’urée en carbonate d’ammonium qui alcalinise le milieu, et qui fait virer I’indicateur coloré de pH

(Ie rouge de phénol) du jaune au rouge en milieu basique (Denis et al, 2007).

Technique : La mise en évidence de 'uréase s’est faite en utilisant le milieu urée-indole. Ce
dernier est inoculé avec quelques gouttes de la suspension bactérienne apres 1’avoir préparée dans
de I’eau physiologique. Ensuite une incubation de 18 heures a 37°C.

Lecture : Coloration rouge de milieu traduit uréase positif.

» Tryptophanase
Apres addition du réactif de Kovacs, le diméthyl-aminobenzaldhyde contenu dans le réactif de
Kovacs réagit avec I’indole, produit ’activité de la tryptophanase et forme un composé coloré en

rouge (Abed et Essayed,2015).

» Tryptophane désaminase (Test TDA)

Par contre certaines bactéries dégradent le tryptophane grace a I’enzyme tryptophane
désaminase (Test TDA) et ce dernier conduit a la désamination de cet acide aminé en produisant
I’ammoniac et I’acide indole-3-pyruvique. Ce dernier est révélé par 1’apparition d’une couleur

brune en présence de perchlorure de fer.
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e Productions des pigments
Des espéces des Pseudomonas produisent des pigments dont les deux principaux (pyocyanine et
pyoverdine) peuvent étre mis en évidence sur les géloses King A et King B. Le milieu est

ensemencé par strie sur la pente, incubation a 37°C pendant 24h.

- King A

La gélose King A est utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas par la mise en évidence de la
production de pyocyanine. La production de pyocyanine se caractérise par une pigmentation bleue.

- King B

La gélose King B permet la production de fluorescéine (ou pyoverdine), pigment jaune-vert

fluorescent sous lumicre ultra-violette, par certains Pseudomonas.

e Conservation des souches
Les souches sont conservées dans des tubes de gélose nutritive inclinés a une température de 4°C
(ces bactéries sont placées dans un état de vie ralentie ou momentanément suspendue donc dans des

conditions peu favorables pour leur multiplication).

2.2.4. Mini galerie API 20E

Le systeme API 20 E est une version miniaturisée et standardisée des techniques conventionnelles
pour I’identification des bactéries. La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des
substrats sous forme déshydratés (Figure Set 6, annexe 2). Les tests sont inoculés avec une
suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélées par 1’addition de réactifs

(Arnaud, 2008).

e Préparation de I'inoculum
-Remplir les tubes a essai avec Sml de 1’eau physiologique stérile. Prélever une seule colonie bien
isolée a I’aide de pipette pasteur. Utiliser des cultures jeunes (18-24h) puis réaliser une suspension
bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le milieu.

e Préparation de la galerie
Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans les alvéoles pourcréer
une atmospheére humide. La galerie est déposée dans la boite d’incubation apres I’inscription de la

référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
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e Inoculation de la galerie
-Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension bactérienne.
-Remplir uniquement les tubes des autres tests.
-Créer une anaérobiose dans les tests : ADH. LDC. ODC. URE. H,S en remplissant leurs cupules
d’huile de vaseline stérile.
-Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 18 a 24 heures.
e Lecture de la galerie
Apres incubation, lire les réactions conformément au tableau de lecture présenté dans le tableau 8,
I’annexe 2,en ajoutant une goutte de chacun des réactifs suivants :
-Test IND; Kovacs.
-Test VP; VP1 et VP 2.
-Test NIT ; NIT; et NIT,.

L’identification des bactériesest réalisée a I'aide du logiciel d’identification.

2.2.5. Antibiogramme

Principe : L'antibiogramme est réalisé par la méthode de diffusion en gélose (méthode des
disques), selon le communiqué du Comité de 1'Antibiogramme de la Société Frangaise de
Microbiologie (CASFM,2010), qui repose sur la connaissance du phénotype sauvage
caractéristique de 1’espéce et de différents phénotypes de résistance acquis. Ces dernieres sont
définies non seulement par des caractéres de résistance en termes de catégories clinique ("I","R",
ou"S"), mais aussi en termes de diminution significative de sensibilité¢ et par des images typiques

(Synergie, Antagonisme).

Technique : La gélose Muller Hinton est coulée en boites sur une épaisseur de 4 mm et séchées
avant l'emploi. A partir d'une culture pure de 18-24 h sur milieu gélosé Mueller-Hinton, une
suspension en 5 ml de solution saline (0,9 % NaCl) a été préparée en équivalente au standard
McFarlane 0,5 (~108 UFC/ml).A partir de cette suspension bactérienne, une dilution au 1/10 dans
I'eau physiologique (0,9 % NaCl) a été réalisée et bien homogénéisée ; puis ensemencée par
écouvillonnage sur des boites de Pétri gélosées en Mueller-Hinton.

Application des disques d’ATB : Les disques d’antibiotiques correspondant ont été¢ appliqués a
I’aide d’un distributeur ou par une pince en appuyant légerement ; puis incubés pendant 18-24h a

37°C £ 1°C.
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Lecture :

Les diamétres d’inhibitionsont mesurés et reportés sur une fiche d’antibiogramme de concordance
pour les comparer aux diamétres critiques citées dans la standardisation de l’antibiogramme a
I’échelle national (Tableaux9,10, 11 et 12 de I’annexe 2).Cela permet de classer les souches en

sensible (S), intermédiaire (I) résistant (R) (Fauchere et al ; 1997 ;Dovillez,2006 ;Diabate, 2007).

2.2.6. Recherche complémentaire
Pour certains antibiotiques ou familles d’antibiotiques, I'antibiogramme standard n'est pas suffisant

et des tests complémentaires doivent étre pratiqués avant une interprétation définitive.

2.2.6.1 Recherche des Staphylocoques Methicillino-Résistantes (MRSA)
En pratique, pour une meilleure détection de la résistance, les disques d’oxacilline (1pg) et de
Céfoxitine (30pg) doivent étre testés simultanément au niveau de 1’antibiogramme standard de
Staphylococcus aureus.

Apres avoir lu le diametre des zones d’inhibitions des antibiotiques ; les souches qui présentent
un diametre d’inhibition de Céfoxitine < 21mm et sont-elles mémes résistantes a 1’oxacilline
(diamétre < 12mm) elles sont qualifiées comme des Staphylococcus aureus résistantes a la
méticilline (MRSA) et lorsque le diametre de zone d’inhibition de Cefoxitine est >22mm et les

souches elles-mémes ne sont pas résistantes a I’oxacilline (diametre >13mm) ces souches sont dites

des (MSSA) (Tableau 13).

Tableau 13: Recherche de la résistance a I’oxacilline (méthode de diffusion de disque)

Oxacilline (1pg) | Céfoxitine (30ug) | Interprétation
S. aureus > 13mm >22mm Souche OXA S

< 12mm <21mm Souche OXA R

2.2.6.2Test de screening a I’oxacilline pour Staphylococcus aureus
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Devant tout probléme d’interprétation du diamétre d’inhibition de la Céfoxitinefaire un Screening

test. Ce test concerne uniquement Staphylococcus aureus (Ammari, 2011).

Le milieu utilisé pour ce test est la gélose Mueller Hinton additionnée de 4% de NacCl, et de 6pg/ml

d’oxacilline.La préparation de la solution d’oxacilline se fait de la maniére suivante (Tableau 14).

Technique :Diluer 6mg d’oxacilline (poudre injectable d’un flacon de 1g) dans 10ml d’eau distillée
stérile, puis faire une dilution au dixiéme. Répartir la solution obtenue a raison de 2ml par tube ;
ainsi conditionnées ces solutions peuvent étre conservées a -20°C pendant une semaine, au bout de
laquelle elles doivent étre renouvelées. Mettre 2ml de cette solution dans une boite de 90 mm de
diamétre et ajouter 18ml de gélose Mueller Hinton additionnée de 4% de NaCl. Mélanger en faisant
des mouvements rotatoires(Ammari, 2011).
Inoculum :
- A partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit équivalente a 0,5Mac
Farland, ou a une DO de 0,08 4 0,10 lue a 625nm.
- L’ensemencement se fait par spots, en appliquant verticalement sur la gélose 1’extrémité
d’un écouvillon trempé¢ dans la suspension bactérienne.
- Les souches de références doivent étre testées dans les mémes conditions. Incuber 24h a
37°C.
Lecture : La culture de plus d’une colonie de la souche test, suffit pour indiquer une résistance a

I’oxacilline, impliquant une résistance a toutes les B-lactamines.

Tableau 14 : Technique du screening test et interprétation des résultats(Ammari,2011).

1 T° Durée L
Technique Inoculum | Milieu | . - bation | incubation | IMteTPrétation
Screenin Dilution en 0.5 MH+ S qureus
test Oxag milieu McFarland | 4% 33-35°C 24h >1 colonie =
gélosé :6mg/L NaCl Résistante

2.2.6.3. Recherche de p-lactamase a spectre élargi
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Les BLSE désignent des enzymes « P -lactamases » produites par les entérobactéries. Pseudomonas
aeruginusa et Acinetobacter spp entrainant une diminution de l'activité des Céphalosporines de
3eéme génération (C3G) (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidime) et des monobactames (aztréonam).
En effet ces BLSE peuvent étre mises en évidence par un test de synergie et un test de confirmation

(test du double disque).

e Méthodes de détection de la BLSE
Afin d’améliorer la sensibilité de la détection de BLSE, il est conseillé d’utiliser une combinaison
d’au moins deux céphalosporines « indicateur » (Livermore et al.,2001 ;Pfaller et al., 2006).
Les agents antimicrobiens les plus souvent utilisés comme indicateurs dans les tests de dépistage
sont la ceftazidime, la céfotaxime ou la ceftriaxone et 1’aztreonam. Pour la détection de BLSE, il est

dans tous le cas fortement recommandé d’utiliser une combinaison de deux méthodes :

1. Test de synergie
C’est un test de dépistage basé sur la détection a la résistance ou la diminution de sensibilité dans
les conditions standards de l'antibiogramme. Puisqu’ aucune céphalosporine « indicateur » n’est en
mesure de détecter seule tous les types de BLSE, il est recommandé de tester plusieurs (au moins

deux) céphalosporines en premiére intention.

Technique : Déposer un disque d’amoxicilline+acide clavulanique (AMC 20/10pg) a 30 mm centre
a centre des disques de C3G [la ceftazidime (CAZ 30ug), la céfotaxime (CTX 30upg), ou la
ceftriaxone (CRO 30ug), et ’aztréonam]. L’incubation se fait a 18h a 35°C (Figure7).

Lecture : La production d’enzyme peut se traduit par ’apparition d’une image de synergie ou

bouchon de champagne entre les disques : AMC et CTX, AMC et CAZ en fin AMC et ATM.

Figure 7 : Disposition des disques d’antibiotiques pour le test de synergie (Ammari,2011).

2. Test de confirmation ou technique du double disque
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Ce deuxiemetestestbasé sur la synergie entre une céphalosporine (la céfotaxime ou la ceftazidime)

et un inhibiteur de P -lactamases (AMC) sera ensuite réalisé.

Technique :
- Déposer un disque d’AMC et un disque de C3G (CTX ou CRO) a une distance de 30mm
(centre a centre).
- Laisser diffuser les antibiotiques pendant une heure, a la température ambiante, la boite sera
déposée couvercle vers le haut.
- Apres 1H d’incubation, oter les disques d’AMC et le remplacer par un disque de CTX ou
CRO et incuber la boite pendant 18h a 35°C.

Lecture : le test du double disque est positifquand le diametre d’inhibition autour C3G, appliqué
apres diffusion du disque AMC est > Smm par rapport au diametre d’inhibition autour du disque

C3G, comme la figure 81’indique.

Figure 8 :Test du double disque positif (Ammari,2011)

2.3. Etude de ’activité antibactérienne du chitosane
a) Préparation des solutions de chitosane

Nous avons étudié les propriétés antibactériennes de la poudre de chitosane dissoute dans
I’acide acétique de 0,1M avec un pH =3,2 dilué¢ dans I’eau distilléede 100 ml. En fonction de deux
volumes (V= 20ml et V,=100ml), nous avons prépar¢ 03 concentrations différentes du
biopolymeére (C=0,25 g/ml, C,=1g/ml et C5=1,75g/ml), qui sont par la suite homogénéisées a I’aide

d’un agitateur pendant 24h a une température ambiante (Figure 9).
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Figure 9 :(A) Préparation des 03 concentrations du chitosane a 2 volumes (V; et V;),(B)

Homogénéisation des concentrations duchitosane par 1’agitateur.

b) Etude de I’effet antibactérien du chitosane par méthode de disque

C’est la méthode adoptée dans notre travail, elle est utilisée par plusieurs auteurs (Benjilali et
al.,1986 ; Satrani et al,2007).C’est une technique qualitative permettant de déterminer la
sensibilité des micro-organismes vis-a-vis d'une substance réputée antimicrobienne. Cette méthode
repose sur le pouvoir migratoire du chitosane a l'intérieur d'une boite de Pétri, dans un milieu
nutritif solide (Mueller Hinton).

L'ensemencement de l'inoculum de 1ml est réalis¢ en surface du milieu Mueller Hinton
préalablement coulé¢ dans des boites de Pétri. Des disques stériles (9mm de diamétre papier
Wattman) imprégnés d'une quantité de chitosane a I'état pur (5 pl) sont déposés au centre des boites.
Celles-ci sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 20 mn puis incubées a 37 °C pendant24h.
Apres incubation, 1'absence de croissance bactérienne exprimant une activité antimicrobienne qui se
traduit par un halo translucide autour du disque, de méme couleur que la gélose stérile et dont le
diamétre est mesuré a l'aide d'un pied a coulisse (@ exprimé en mm) (Markin, 2003 ;Pibiri, 2006).

La sensibilité¢ des différentes souches vis-a-vis du chitosane étudiées est classée selon le diametre
d'inhibition selon les critéres suivants :(<8€ mm : bactérie non sensible ; 9<@<14 mm : bactérie
sensible ; 15<(@<19 mm : bactérie trés sensible et @>20 mm : bactérie extrémement sensible. Un

traitement avec 1’eau est utilis¢ comme témoin négatif (PONCE et al., 2003).
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Conclusion

Les infections du pied diabétique restent une complication redoutable du diabéte. Elles
constituent la principale cause d’hospitalisation des diabétiques et I’une des causes majeures

d’amputation des membres inférieurs.

Les résultats obtenus durant notre étude montrent queles infections du pied diabétique sont
dominées par les bacilles & Gram négatifmajoritairement par la famille des entérobactéries et
I’espece la plus fréquemment isolée est Staphylococcus aureus. L’étude d’antibiogramme a
montré que les bactéries isolées du pied diabétique et identifiées sont d’une trés forte
résistance aux antibiotiques d’ou nous avons isolé 9 bactéries multirésistantes comprenant les

Proteus mirabilis, Proteus penneri, Acinetobacter baumannii, et les Staphylococcus aureus.

Dans la présente étude, le chitosane a prouvé son efficacité sur les bactéries multirésistantes
testées qui font partie notamment aux bactéries Grams positifs et Grams négatifs, d’ou nous
avons enregistré des diametres de zone d’inhibition qui différe d’une espéce a une autre,
notant que [’activit¢ du chitosane devient plus importante avec [’augmentation de la
concentration et dans les faibles volumes.Les résultats montrent que les souches les plus
sensibles au chitosane sont : Staphylococcus aureus3 avec un diametre de zone d’inhibition
(DZI) allant de 36-40 mm dans le V;= 20 ml et de 23-24 mm dans le V,=100 ml, suivi par
Proteus mirabilis1qui présente un DZI de 27-33 mm dans le volume V= 20 ml, cependant

dans le V,= 100 ml,le diamétre va du 23-30 mm.

Comme perspective davantage de recherche sera nécessaire, nous rapportons a produire des
pansements et des gels a base de chitosane et a évaluer leur effet en tant qu’antibactérien vis-
a-vis des germes du pied diabétique aussi son role dans la microcirculation et la formation de
la matrice extracellulaireetévaluer l'effet direct sur le processus curatif. Ces investigations
requerront une étude formellement prévue avec un plus long suivi dans des sujets diabétiques,
ce qui pourra étre une bonne alternative thérapeutique pour la gestion du traitement des plaies

chroniques du pied diabétique.
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