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Résumé

Notre travail porte sur I’étude des bactéries responsables des infections du pied
diabétique qui est I'une des maladies fréquentes et qui favorise I’apparition
d’infection bactérienne. 70 prélevements de pus ont été prélevés a partir des pieds des

patients diabétiques hospitalisés ou externes.

Les résultats obtenus au cours de notre étude ont montré une prédominance masculine
de 65,71% alors que une prévalence de 34,28% chez les femmes. Nous avons noté
que la tranche d’age 45-65 ans est la plus touchée et les patients présentent le diabéte
de type II étaient les plus atteints du pied diabétique. Parmi les 66 cultures positives,
45 étaient monobactériennes et 21 polybactériennes. Parmi les quatre vingt neuf
germes isolés, les Entérobactéries occupent la premiére position (55,05%) suivi par
les Staphylocoques 28,08% viens par la suite les Pseudomonas (12,35), les

Streptocoques (3,37%) et les Acinetobacter avec une faible prévalence de 5,66%.

L’antibiogramme effectué a montré que les Entérobactéries ont présenté une
résistance élevée vis-a-vis les B-lactamines testés, de méme pour les Staphylococcus
aureus envers la Pénicilline et la Tetracycline et aussi a la méticilline (MRSA). Les
Pseudomonas aussi ont montré une résistance importante vis-a-vis les p-lactamines,
les aminosides, et méme pour les Streptococcus vis-a-vis les aminosides et les

Tetracyclines.

L’utilisation abusive d’antibiotiques et I’émergence de I’antibiorésistance des germes
responsables de I’infection du pied diabétique conduit a la recherche d’un alternatif,
par I’étude de I’effet antibactérien de I’huile essentielle de Lavandula angustiflia qui
a montré son efficacité sur les différentes souches isolées dont Staphylococcus aureus
est I’espece qui a exprime une grande sensibilité contrairement aux antibiotiques

testés. Par contre Pseudomonas aeruginosa a montré une résistance totale.

Mots clés: Pus, Infection bactérienne, Pied diabétique Antibiorésistance, Huile

essentielle de Lavandula angustifolia.



Abstract

Our work relies on the study of the bacteria responsible of the diabetic foot infections,
which is a common disease and which promotes bacterial infections occurrence.70
pus samples were taken from the feet of hospitalized and non-hospitalized diabetic

people.

The results show a male predominance of 65.71% while a female prevalence of
34.28%. We noted that the age group 45-65 years is the most affected and that
patients with type Il diabetes are the most suffering from the diabetic foot. Of the 66
positive cultures, 45 were mono-bacterial and 21 were poly-bacterial. 89 germs were
isolated, of which, Enterobacteriaceae takes the first place (55.05%) followed by the
Staphylococcus (28.08%) and then comes Pseudomonas (12.35%), Acinetobacter

with a low prevalence of 5.66%.

The antibiograms conducted showed that Enterobacteriaceaes howed high resistance
towards the tested B-lactamines and for Staphylococcus aureus to Penicillin and
Tetracycline and to methicillin (MRSA). Pseudomonas also showed significant
strength towards the B-lactamines, aminoglycosides, even for Streptococcus towards

aminoglycosides and Tetracyclines.

The overuse of antibiotics and the emergence of antibiotic resistance of germs
responsible for the infection of diabetic foot leads to the search for an alternative, The
Lavandula angustifolia Oil have proven effectiveness on different strains, such as
Staphyloccus aureus, which is the species that has expressed great sensitivity unlike
with the tested antibiotics. On the other hand, Pseudomonas aeruginosa showed

complete resistance.

Keywords : Pus, bacterial infection, diabetic foot, Antibiotic resistance, essential oil

of Lavandula angustifolia.
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Glossaire

Amputation : un geste chirurgical au cours du quel s’effectue I'ablation d'un membre,
d'une partie d'un membre.

Artériopathie : atteinte artérielle touchant les membres inférieurs et aboutissant a une
diminution voire a un arrét de la circulation dans les artéres concernées.

Coronaropathie : Affection des artéres qui vascularisent le cceur, Elle entraine une
insuffisance du sang nommée ischémie myocardique.

Gangreéne : est le résultat d'un arrét de la circulation sanguine au niveau d'un tissu,
entrainant la nécrose (mort) de celui-ci, se localisant généralement aux membres
inférieurs.

Hyperkératose : Affection de la peau qui se révéle par un épaississement de la
couche superficielle de I'épiderme.

Hypoxie : désigne une diminution de la quantité d'oxygene apportée aux organes par
le sang.

Insulinodépendant : Qualifie une forme de diabéte qui ne peut étre réduite que par
I'administration d'insuline, l'insulinodépendance caractérise un diabéte nécessitant un
traitement a I'insuline

Ischémie : Arrét ou insuffisance de la circulation sanguine dans une partie du corps
ou un organe, qui prive les cellules d'apport d'oxygéne et entraine leur nécrose.

Macro angiopathie : est I'atteinte des arteres de moyen et gros calibre.

Micro angiopathie : est I’atteinte des petits vaisseaux sanguins (artérioles,
capillaires).

Nécrose : correspond a la mort anormale et non programmée d’une cellule ou d’un
tissu.

Néphropathie diabétique : est I’atteinte des petits vaisseaux des reins qui participent
a leur fonctionnement, entrainant a terme une insuffisance rénale et une dialyse.

Neuropathie : I’atteinte du systeme neurologique, affecte le fonctionnement du
systéeme nerveux périphérique et du systeme nerveux autonome ; elle est responsable
de douleurs, de troubles sensitifs ou de mal perforant plantaire.

Phlegmon : est une inflammation grave, due a des bactéries, de tissu conjonctif, avec
formation de pus, celui-ci se diffuse ne créant donc pas d’abces, lequel peut
néanmoins apparaitre ensuit.
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Plaie chronique : est une plaie dont le délai de cicatrisation est allongé. Une plaie est
considérée comme chronique apres 4 a 6 semaines d’évolution, selon son étiologie.

Polynévrite : est l'atteinte du systéme nerveux entrainant une dégradation de la
myeline (substance grasse formant la gaine des cellules nerveuses : neurones) du
systéeme nerveux périphérique.

Rétinopathie diabétique : est I’atteinte de la rétine, fine membrane essentielle a la
vue qui recouvre la partie arriere de I’ceil, cette atteinte peut entrainer a terme une
baisse de la vue.

sepsis : terme remplacant septicémie est défini comme l'ensemble des symptdmes
générés par l'organisme en réponse a une inflammation systémique. Apres
une infection, la propagation de celle-ci se fait par voie sanguine et un ensemble de
signes cliniques en découlent.

Ulcération : la perte localisée de substance des couches superficielles de la peau, ou
des muqueuses particulierement difficiles a cicatriser.
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Liste des abréviations

ADH : Arginine dihydrolase.

ATB : Antibiotique.

ATCC : American type culture collection.
BGN : Bacilles a Gram Négatif.

BGT : Bouillon glucosé tomponné.
BHIB : Bouillon cceur cerveau.

BMR : Bactéries multirésistantes.

CGP : Cocci a Gram Positif.

CIT : Citrate permease.

DHB : Dermo-hypodermite bactérienne.
DHBN : Dermo-hypodermite bactérienne nécrosante.
DID : Diabete insulinodépendant.
DNID : Diabéte non insulinodépendant.
DZI : Diameétre de la zone d inhibition.
EPH : Etablissement Public Hospitalier.
FN : Faciite nécrosante.

GLU : Glucose.

GN : Gélose nutritive.

GSF : Gélose au sang frais.

H,0, : Peroxyde d’Hydrogéne.

H,S : Hydrogene Sulfuré.

HAT : Hypertension artérielle.

HE : Huile Essentielle.

LDC : Lysine décarboxylase.

MAN: Manitol.



MD : Malade diabétique.

Mel : Melibiose.

MH : Muller Hinton.

MRSA : Methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
MSSA : Methicillin-sensible Staphylococcus aureus.
N, : Azote.

NA CI : Chlorure de sodium.

NO, : Nitrites.

NO3 : Nitrates.

ODC : Ornithine décarboxylase.

ONPG: Ortho-nitro-phenyl-galactosidase.

PLP : Proteine liant les pénicillines.

RHA : Rhamnose.

RM : Rouge de méthyle.

SAC : Saccharose.

SOR : Sorbitol.

TDA : Tryptophane désaminase.

TSI : Triple Sugar Iron.

URE : Uréase.

USB : Unité de soin Boufarik.

Vp : Réaction de VVoges-Proskauer.
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Introduction

Le diabéte est une affection chronique caractérisée par une insuffisance absolue ou
relative de la sécretion en insuline (Kembaum, 2008). C’est une maladie
extrémement répandue dont le pronostic est conditionné a long terme par la gravité
des complications dégénératives. Parmi celles-ci, les infections bactériennes du pied

sont les plus fréquentes (Boutoille et al., 2000).

Le diabete se complique facilement par I’atteinte vasculaire, nerveuse, et cutanée.
raison pour laquelle le pied d’un diabétique peut étre sujet a différentes plaies dont

I’évolution peut étre rapidement trés grave (Aribi, 2008).

Les infections du pied sont lI'une des plus grandes causes de morbidité et de mortalité
du diabete sucré (Boutoille et al., 2000). Ces infections entrainent une dégradation
marquée de la qualité de vie (Morel et al., 2012). En effet, I’infection d’une
ulcération d’un pied diabétique multiple le risque d’amputation par un facteur de 10
(Richard et Schuldiner, 2008).

En Algérie, Le motif d’hospitalisation au service de diabétologie pour cause d’atteinte
au pied est estimé entre 10 et 20%. Selon des statistiques récentes, 50% des amputés
sont des diabétiques, 50% des amputés diabétiques meurent dans les 5 ans qui suivent
I’opération chirurgicale et 15% des amputés développent fatalement un ulcére du pied
(Chakib, 2011).

La collaboration entre les différentes disciplines meédicales, chirurgicales et
biologiques permet d’enchainer sans retarder les différentes étapes de la prise en
charge des infections du pied diabétique, de maniére coordonnée. Ce qui permet
d’assurer la gestion de la lésion, des pathologies neurologiques, vasculaires et/ou
infectieuses sous-jacentes, I’hyperglycémie du patient diabétique dans son ensemble
(Got, 2001). Le but commun est d’obtenir une cicatrisation des lésions et si possible

la restitution d’un pied fonctionnel en évitant I’amputation (Got, 2001).

Malgré une approche multidisciplinaire, le traitement de ces infections reste difficile,
grevé d’obstacles, d’échecs et de récidives. La microbiologie occupe une place

primordiale dans la prise en charge des infections du pied diabétique. L’amputation



est souvent a visee anti-infectieuse pour éviter I’extension d’une gangrene ou d’un
sepsis sévere. Il est admis que plus de la moitié de ces amputations auraient pu étre

évitées par un traitement précoce et adéquat (Bakker et Riley, 2005),

D’ou I’intérét de notre travail, réalisé au niveau du laboratoire d’hygiéne de la wilaya
de Blida ainsi au laboratoire de I’Etablissement public hospitalier (EPH) de Blida,
dont I’objectif principal est d’identifier les étiologies bactériennes responsables de ces
infections et de déterminer leur sensibilité aux antibiotiques. Nous avons structuré

notre travail comme suit :

e Isolement et identification des bactéries responsables des
infections du pied diabétique de différents patients.

e Antibiorésistance de I’ensemble des bactéries identifiées.

e Etude de I’effet de I’huile essentielle de la plante Lavandula

angustifolia vis-a-vis les bactéries isolées et identifiées.

Cette étude a pour objectif d’aider les cliniciens a adapter les antibiothérapies de
premiére intention, limiter les prescriptions abusives et I’évolution de la résistance
aux antibiotiques, afin d’éviter les complications et le recours a la chirurgie mutilante.
Enfin, trouver une thérapie, des soins ou un traitement efficace ralentissant la
multiplication des bactéries a base de I’huile essentielle de lavandula angustifolia,
probablement pourra éviter la propagation de la plaie nécrosée et restituera un pied

diabétique en évitant I’amputation.
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Chapitre I

1. Généralités sur le diabéte

1.1. Définition

Le diabete est une maladie métabolique avec une hyperglycémie chronique liée a un
défaut ou une insuffisance de sécrétion de I’insuline, & des anomalies d’action de
I’insuline ou bien a I’association de ces deux mécanismes (Annick et al., 2012; Yach
et George, 2003).

Cette maladie est définie par une glycémie a jeun supérieure a 1,26g/l ou une
glycémie a n’importe quel moment de la journée supérieure a 2g/l (Valdiguie et
Thierry, 2000).

L’ancienne classification du diabete, insulinodépendant (DID) et non
insulinodépendant (DNID) était fondée sur leur traitement plutdt que leur mécanisme
causal. Depuis 1997, I’Organisation Mondiale de Santé a proposé une classification

établie d’apres une approche pathologique plut6t que thérapeutique (Redier, 2001).

1.2. Types de diabéete

1.2.1. Diabéte de type |
Le diabete insulinodépendant (DID) ou type | ou diabéte maigre, est une maladie
auto-immune détruisant les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, conduisant
a une diminution et finalement a un arrét de la sécrétion d’insuline. L hyperglycémie
ne se revele que lorsque 90% des cellules sont détruites (Marshall et Bangert, 2005 ;
Buffet et Vatier, 2010).

1.2.2. Diabéte de type Il
Le diabéte de type Il ou diabéte non insulinodépendant (DNIB) est la forme la plus
courante de la maladie. Il touche généralement les adultes. Dans ce type I’organisme
est capable de produire de I’insuline, mais soit la quantité produite est insuffisante,
soit I’organisme ne réagit pas a I’action de I’insuline, ce qui entraine une
accumulation de glucose dans le sang, ce type de diabete peut passer inapergu et ne
pas étre diagnostiqué pendant des annees. Contrairement aux personnes attient de
diabete de type I, la majorité des personnes atteint de diabéte de type Il n’ont pas

besoin d’une dose quotidien d’insuline pour survire. (Nam Han Cho et al., 2013).
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1.3. Complication de diabete
L’hyperglycémie est un effet fréquent de diabéte non contrdlé qui conduit avec le
temps a des atteintes graves de nombreux systémes de I’organisme et plus
particulierement les nerfs et les vaisseaux sanguins. De nombreuses complications
dégenératives ont été observees telles que :

1.3.1. Complications micro-angiopathiques
Elle résulte avant tout de I’hyperglycémie chronique. En effet, celle-ci entraine une
glycosylation des protéines qui a son tour provoque une altération de la paroi des
micro-vaisseaux et du contenu vasculaire (Perlemuter et Morin, 2004). Les
complications de la micro-angiopathie sont: la rétinopathie diabétique, la
néphropathie diabétique et la neuropathie diabétique (Ondoua, 2012).

1.3.2. Complications macro-angiopathiques
Ce type de complication regroupe la coronaropathie (atteinte cardiaque) et les pieds

diabétiques et les infections qui aboutissent a des troubles trophiques (khalfa, 2001).

2. Pied diabétique
Le terme pied diabétique regroupe I’ensemble des infections du pied, directement
liées aux répercussions du diabéte (Grimaldi, 2005). En 2007, le consensus
international sur le pied diabétique a donné la définition suivante du pied diabétique :
infection, ulcération ou artériopathie périphérique des membres inférieurs chez le
diabétique (Ha van, 2008).

2.1. Epidémiologie

Les études statistiques réalisées montrent qu’il ya 250 millions de malades
diabétiques (MD) dans le monde et qu’il aura probablement 366 millions en 2030,
Parmi ces diabétiques 15 a 25% développeront un ulcére de pied (Lavery et al.,
2003 ; Montequin et al. 2007 ; Vuorisalo et al. 2009 ).

Un diabétique avec une lésion trophique du pied a 10 a 20 fois plus de risques de
subir une amputation majeure qu’un non diabétique (Pariollet, 2004).

Plus d’un million d’amputations sont realisées en une année dans le monde chez les
malades diabétiques dont 50% a 85 % de ces amputations peuvent étre prévenues par
un diagnostic précoce et un traitement approprié (Amstrong et al., 1998 ; Vuorisalo
et al., 2009).
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2.2. Facteurs pathogéniques

Le pied du patient diabétique devient pathologique s’il présente une plaie chronique
qui dure plus de deux mois, cependant tous les diabétiques ne sont donc pas concernés
par ce risque (Grimaldi, 2005). 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
Trois mécanismes diversement associés peuvent étre impliqués.
2.2.1.1-Neuropathies diabétiques

La neuropathie diabétique est due a I’atteinte micro-angiopathique des nerfs des
membres inferieures. Elle se traduit cliniquement par une polynévrite des membres
inférieurs. Parfois douloureuse, elle est le plus souvent asymptomatique et induit une
perte de sensibilité distale progressive et insidieuse (Félix, 2001 ; Benba et Braun,
2008).

» Neuropathie sensitive

La neuropathie sensorielle et les troubles de sensibilité (thermique, tactile,
allergique et profonde) constituent le facteur le plus important dans I’apparition des
complications au pied chez le diabétique. La diminution de la perception du chaud est
souvent I’atteinte nerveuse la plus précoce puis apparait la diminution de la perception
du froid. Le patient diabétique ne se rend souvent pas compte de cette.la conséquence
de cette anomalie est la brulure par contact de source de chaleur mal évaluée (Rovan
et Rigalleau, 2005).

» Neuropathie motrice

La neuropathie motrice est le déficit moteur se remarque par I’atrophie des
muscles intrinseques, la faiblesse, le déséquilibre entre les muscles fléchisseurs et
extenseurs du pied et les contractures. Tout ceci conduit a la déformation du pied est
aux troubles statiques (Gin et Rigalleau, 2005 ; Lushiku, 2006).
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» Neuropathie végétative

La neuropathie vegétative est responsable d’une sécheresse cutanée anormale et
d’une hyperkératose favorisant le développement des durillons et des callosités
(Daubechies, 2011). L’atteinte autonome est vue tardivement, mais elle peut parfois
apparaitre avant les autres complications. Les os fragiles peuvent facilement se
déformer, se casser ou entrainer des anomalies de la surface d’appui du pied au sol
(Medart, 2009).

2.2.1.2-Artériopathie des membres inférieurs

Le diabéte est un facteur de risque vasculaire qui touche les vaisseaux de tout calibre.
Chez le patient diabétique, les Iésions oblitérantes sont plus fréquentes au niveau
jambier, sur les arteres de moyen et petit calibre, que les Iésions aorto-iliaques. La
localisation des lésions artérielles ne dépend pas que du diabete, mais également des
autres facteurs de risque vasculaire qui peuvent lui étre associés. Des artériopathies
proximaux, distaux ou mixtes ont ainsi été décrits. Les artériopathies proximaux
correspondent a des lésions iliaques et/ou fémorales. Les artériopathies distales
concernent les axes jambiers et sont dans la majorité des cas bilatéraux et relativement

symétriques (Got et al., 1996).

» Lésions du pied ischémique

Les lésions sur pied ischémique se présentent sous forme d’une nécrose localisée. Il
peut s’agir d’une petite zone de gangréene seche siégeant sur un orteil et favorisée par
un microtraumatisme local. La lésion initiale est superficielle, indolore et violacée.
Elle est remplacée par une nécrose qui s’étend en surface et creuse en profondeur.
L’extension peut étre rapide et grave, avec une surinfection des tissus hypoxiques, se
traduisant par des pheénomenes inflammatoires locaux (rougeur, cedeme,
lymphangite), plus rarement une gangréne massive. L’évolution est rarement
spontanément favorable, avec constitution d’un sillon en périphérie de la lésion et

"perte seéche™ d’une phalange ou d’un orteil (Got et al., 1996).

2.2.1.3-Infections
Est définie par une invasion tissulaire avec multiplication de micro-organismes

entrainants des dégats tissulaires avec ou sans réponse inflammatoire de I’organisme.
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Dans le cas du pied diabétique, cette infection est en régle secondaire a une plaie
cutanée (Lipsky et al., 2004).

a) Infections superficielles

Concernent les couches tissulaires au-dessus de I’aponévrose superficielle, séparant

I’hypoderme de la couche musculaire sous-jacente, réalisant des tableaux de dermo-

hypodermite bactérienne aigué (Ha van, 2008).

La dermohypodermite bactérienne (DHB) : C’est défini par I’atteinte de
I’lhypoderme correspondant & la couche tissulaire située entre I’épiderme et
I’aponévrose superficielle (Lipsky, 2008).

La dermohypodermite bactérienne nécrosante (DHBN) : le terme dermo-
hypodermite bactérienne nécrosante été proposé pour regrouper les formes
touchant les tissus cellulaire cutanés et sous-cutanés correspondant aux tableaux
classiques de I’erysipéle et de cellulite bactérienne superficielle (Bernard et al.,
1995).

La fasciite nécrosante (DHBN-FN): C’est [I’atteinte de [’aponévrose
superficielle. Elle se traduit par les décollements cutanés et la coloration
rapidement violacee des téguments sans ni pus ni abcés (Lipsky, 2008).

b) Infections profondes

Elles touchent I’aponévrose superficielle, les muscles ou les structures ostéo-

articulaires (Ha van, 2008). Trois formes d’infections sont décrites :

La gangrene humide : Est définie par la présence de tissus nécrotiques
noiratres. Les lésions sont rapidement évolutives avec décollement et pus grisatre
d’odeur nauséabonde, pouvant aboutir a une dégradation rapide de I’état genéral
avec sepsis, desequilibre métabolique et insuffisance rénale.

Les collections purulentes : Peuvent se presenter sous la forme d’abces (forme
collectée) ou de phlegmon (forme circonscrite par les structures tissulaires) dans
les parties molles du pied, voire de la jambe, parfois difficile a mettre en
évidence cliniguement et pouvant nécessiter le recours a des examens d’imagerie
(Richard et al., 2007).

L’ostéite et I’ostéo -arthrite : L’atteinte I’ostéo-arthrite est une complication
potentielle de toute plaie infectée du pied diabétique. En effet, I’ostéite du pied

diabétique touche de 30% a plus de 60% des patients. Elle doit étre recherchée
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systématiquement (Senneville, 2007). L’ostéite survient en présence d’une
ulcération du pied, elle correspond a I’extension d’une infection des tissus mous
aux structures osseuses sous-jacentes a travers la corticale puis jusqu’au canal
médullaire (Hartemann, 2008).

2.2.2. Facteurs pathogenes externes
Plusieurs facteurs externes participent au developpement des infections tels que :

e Chaussures inadaptées (50%0) : Les chaussures étroites, neuves ou trop usées
(par les aspérités dues au cuir ou aux coutures), 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 étre la cause des
Iésions lorsqu’elles sont déformées et durcies, ou pliées. Les chaussettes
synthétiques avec d’épaisses coutures au niveau des orteils peuvent également
Iéser le pied (Reiber et al., 2004).

e Gestes inadaptés (25%) : Les soins de pied mal faits par le patient lui-méme ou
par le pédicure peuvent étre responsables des blessures. 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 (Lashiku,
2006).

e Hygiéne ou comportement inadapté (25%) : La mycose interdigitale sur une
peau qui est déja fragilisée entrainer une infection profonde. Lorsque les ongles
poussent de facon anarchique, ils peuvent léser I’orteil impliqué ou I’orteil
voisin. Les bains de pieds prolongés 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 (Lashiku, 2006).

3. Infections nosocomiales
Les patients diabétiques ayant des problémes au niveau des pieds sont vulnérables aux
infections nosocomiales (Regnaul, 2002; Grimaldi, 2005; Stahl et al., 2007) . Cela
peut étre expliqué par plusieurs facteurs :
e Longue duree de [I’hospitalisation: (25%) des journées d’hospitalisation

diabétologies, elle peut varier de 14 a 45 jours.
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e Affaiblissement du systeme immunitaire di a I’hyperglycémie chronique : un
dysfonctionnement des polynucléaires avec en particulier une diminution du
chimiotactisme et de la phagocytose, responsable d’une plus grande sensibilité
des diabétiques aux infections.

e Manipulation d’actes chirurgicaux : amputation et débridement (excision des
parties molles nécrosées, les tissus dévitalisés contaminés et les tissus fibreux).

e Désinfection inadéquate de la peau avant I’intervention chirurgicale ou I’emploi
d’antiseptiques contaminés.

e Absence de mesures aseptiques au cours du changement de pansement du pied.

e Chronicité de la lésion et la lenteur de la cicatrisation.

e Administration d’antibiothérapie probabiliste large.

3.1. Germes responsables des infections nosocomiales

Les infections nosocomiales sont dues a des bactéries telles que (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Entérocoques, Proteus mirabilis) considérées comme des
agents non pathogénes (Regnaul, 2002). Ils ont la particularité d’étre souvent multi-
résistants aux antibiotiques (Epelboin et Macey, 2009), Ce qui nécessitent une

surveillance épidémiologique rigoureuse (Eyquem et al., 2000).

4. Généralités sur le pus

4.1. Definition

Le pus est liquide pathologique plus ou moins épais, opaque, souvent jaunatre, qui se
forme sur le site de I’infection en particulier a la suite des blessures. Il est formé des
bactéries mortes ou vivantes, des globules blancs morts ou affaiblis et de fibrine
(Bognaul, 2003). Si I’infection est superficielle, le pus formé s’écoule spontanément a
I’extérieur, si elle a lieu dans les tissus profonds le pus reste emprisonné et forme un
abcés (Regnaul, 2002).

4.2. Mécanismes de formation

La manifestation le plus général d’une infection locale ou régionale est la réaction
inflammatoire (Regnaul, 2002) qui a pour objet de diriger les molécules sériques et
les cellules du systéme immunitaire vers le site de la lésion tissulaire (Male, 2005). La

réaction inflammatoire joue a la fois un réle bénéfique et un rle néfaste :
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e Son role bénéfique est d0 au fait que la réaction d’inflammation agit comme
un signal d’alerte permettant a I’organisme de mobiliser tres rapidement les
cellules phagocytaires.

e | ’aspect néfaste se traduit par une destruction tissulaire locale. L expulsion
dans le milieu extracellulaire du contenu trés acide et riche en enzymes des
vacuoles de digestion entraine la destruction des phagocytes eux-mémes, et
des cellules environnantes, avec formation de pus et d’une lésion tissulaire

plus ou moins importante aller jusqu'a la nécrose (Canu et Francois, 2001).

4.3. Symptémes de I’infection du pied diabétique

Le diagnostic d’infection du pied chez le diabétique repose sur la présence d’au
moins deux des signes suivants: augmentation de volume, induration, érythéme,
sensibilite locale ou douleur, chaleur locale ou présence de pus (Stahl et al., 2007).
La sévérité de I’infection sera jugée d’aprés la classification du consensus
international sur le pied diabétique (Tableaul4, Annexe I).

Les signes classiques comme un tissu friable, un décollement profond ou une odeur
nauseabonde sont également en faveur d’une infection. La réapparition d’une douleur
est un signes de gravité (Stahl et al., 2007). Dans certain cas, I’infection est suspectée
devant un déséquilibre glycémique brutal du diabéte ou en raison d’une évolution

défavorable de la cicatrisation sans autre cause évidente (Sennevile, 2008).

4.4. Principaux germes responsable de I’infection du pied diabétique
e Bacteéries aérobies a Gram positif

Sont les plus fréquentes, dans ce groupe, Staphylococcus aureus est la bactérie la plus
souvent mise en évidence, de facon isolée ou au sein d’une population
polymicrobienne lors d’infections qu’elles soient superficielles ou profondes (Game
et al., 2004). Les Streptocoques B-hémolytiques sont également fréquentes, le plus
souvent dans le cadre d’infections polymicrobienne et les infections qu’elles
déterminent doivent étre traitées. Cette préedominance des bactéries a Gram positif

n’est cependant pas universelle (Shankar et al., 2005).

10
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e Bacilles a Gram négatif

Essentiellement de la famille d’Enterobacteriaceae (Proteus mirabilis, Escherichia
coli, Klebsiella sp), rencontrées généralement en cas d’infections chroniques ou déja
traitées, Pseudomonas aeruginosa est isolée apres des hospitalisations de longue
durée, I’application de pansements humides, des bains de pieds ou le port de bottes en

caoutchouc (Lipsky et Pecoraro, 1990).
e Bactéries anaérobies strictes

Le plus souvent cocci a Gram positif mais aussi bacilles a Gram négatif (Prevotella
sp, Bacteroides sp) sont souvent associées a des germes aérobies et sont présentes
dans des plaies peu profondes et les atteintes profondes (Gerding, 1995). La nature et
la durée de la plaie au niveau du pied diabétique infecté influe sur la spécificité des

germes impliqués, d’ou une corrélation clinico-biologique est démontree (Tableaul).

Tableau 1: Correlation clinico-biologique entre les types de plaies et les germes

impliques et identifiés (Lipsky et al., 2008).

Type de plaie Bactéries

Plaie superficielle récente sans | S. aureus, streptocoques 3-hémolytiques.

antibiothérapie récente.

Plaie chronique (=1 mois) ou|S. aureus, streptocoques

antérieurement  traitte  par  des | entérobactéries.

antibiotiques.

Plaie traitée par céphalosporines | Entérocoques.

d’évolution défavorable.

Plaic de longue durée (ulcére >6 | Polymicrobienne : cocci a Gram positif aérobie

R-hémolytiques,

mois), traitement antérieur par des

antibiotiques a large spectre.

(S. aureus, streptocoques B  hémolytiques,
staphylococcus aureus a coagulase négatif (SCN),
entérocoques),  corynébactéries,  entérobactéries,
Pseudomonas spp, bacilles a Gram négatif non

fermentatifs + agents fongiques.

Odeur

gangrene.

nauséabonde, nécrose,

Cocci a Gram positif aérobie, entérobactéries,

Pseudomonas spp, bacilles a Gram négatif non

fermentatifs, anaérobies stricts.
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5. Antibiotiques et antibioreésistance

Les antibiotiques (ATB) sont des substances naturelles produites par certains micro-
organismes, elles sont actives sur d’autres bactéries. Aujourd’hui, les antibiotiques
sont produits par synthése chimique (Rémy, 2010). Un antibiotique est
bactériostatique lorsqu’il inhibe la multiplication des bactéries sans les tuer, et est
bactéricides lorsque son action va jusqu'a la destruction de la cellule bactérienne.
Dans certains cas, un antibiotique peut étre bactériostatique a une certaine
concentration et bactéricide a une concentration supérieur (Danan et Aurore, 2006 ;
Rémy, 2010).

La résistance aux antibiotiques apparait comme un événement normal de I’évolution
des micro-organismes (Tableau 16, Annexe I) (Van Bambeke et al., 2008). Elles sont
capables de supporter sans dommage une concentration de I’antibiotique supérieur a
celle que I’on peut réaliser dans I’organisme (Charpentier et al., 2001). Donc elle ne
pourra étre atteinte en utilisant cet antibiotique comme traitement (Bergman et al.,
2001).

5.1. 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 caractére présent chez toutes les souches appartenant a
la méme espece ,elle peut étre due a I’inaccessibilité de la cible pour I’ATB qu’est une
conséquence des différence existant entre les structures pariétales bactérienne, a une
faible affinité de la cible pour I’ATB, ou encore a I’absence de la cible (Poyart,
2003).

b) Résistance acquise

C’est I’acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d’antibiotique. Ce nouveau géene peut étre obtenu soit par

mutation au niveau du chromosome qui est un phénomeéne rare soit par transfere
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d’ADN de plasmides conjugatifs ou de transposons (meécanisme le plus fréequent)
(Yalaetal., 2001).

5.2. Mécanisme de la résistance bactérienne aux antibiotiques

Les mécanismes de résistance bactérienne aux ATB peuvent étre classes en quatre

groupes.
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 [-

lactamine, les aminosides et les phénicoles (Bevilacqua, 2011).
b) Altération (ou modification) de site de liaison

Phénomene engendre 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).

c) 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) Excretion de I’antibiotique par I’efflux

Ils existent chez les bactéries des systémes permettant d’excréter certains
antibiotiques. Ces systémes jouent un role dans la résistance naturelle, sous I’effet de
mutation leur niveau d’expression peut augmenter et faire apparaitre une résistance
acquise pouvant toucher simultanément plusieurs familles d’ATB. Le phénomeéne a
été décrit surtout chez les bactéries & Gram négatif (Nauciel, 2000).
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6. La lavande et I’activité antibactérienne

La lavande est I’'une des plantes médicinales la plus utilisée dans les régions
méditerranéennes et en Algérie. Depuis des millénaires et sur les continents, la
lavande a connu une utilisation historique et variée (Maud, 2013). La lavande est
employé comme expectorant, antispasmodique, désinfectant des plaies, contre les
problémes dermiques, possede des propriétés antimicrobiennes et anti-carcinogenes,
antioxydants, anti-inflammatoires et insecticides (Goren et al., 1988 ; Chu et al.,
2001) et aussi bien dans I’aromathérapie (Lazarin et al., 2010). La systématique de

la lavande est comme suit :

Figure 1 : Espece de Lavandula angustifolia.

Sous classe : AstéridéeClasse : Euastéridées.

Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiaceae.

Genre : Lavandula

Espece : Lavandula angustifolia.

L’huile essentielle de la lavande est I’une des plus puissantes huiles antiseptiques, elle
est trés efficace dans la prevention des infections, car elle posséde d’incontestable
vertus antiseptique connue de fagon empirique depuis des siecles. Cette importante

propriété a été scientifiguement démontrée in vitro et in vivo.

En application externe elles détruisent les bactéries qui sont généralement a I’origine
des complications des plaies, il semblerait que cette propriété soit en lien avec le pH
plutét acide des huiles essentielles. Grace a ces propriétés antiseptiques, la lavande
permet une cicatrisation optimale et rapide. En effet, elle stimulerait la régénération
cellulaire (Lazarin et al., 2010).
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes
1. Matériel

1.1. Matériel biologique

Notre travail est basé sur I’étude du pus prelevé a partir de 70 patients diabétiques
souffrant des plaies du pied provenant de 02 hépitaux (EPH de Blida et EPH de
Boufarik) et de I’unité de soins de Boufarik de (USB) (Tableau 2). Pour une durée de
stage de trois moins. En tenant compte des facteurs suivants : age, sexe, type de

diabete et I’hospitalisation (interne ou externe).

Tableau 2 : Echantillonnage de pus du pied diabétique dans les hopitaux et unité de

soins.
Etablissement EPH Boufarik EPH Blida usSB
Nombre de | 50 14 6

prélevement

Total 70

1.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique est représenté par les verreries, les appareillages, les
réactifs, les milieux de cultures, et les disques d’antibiotiques utilisés (Figure 25, 26,

Annexe II).

2. Méthodes
2.1. Prélévement du pus

Le prélevement est une étape essentielle du diagnostic qui doit répondre aux
meilleures conditions d’asepsie avant toute antibiothérapie. Plusieurs méthodes de

prélevement peuvent étre conseillées et la méthode que nous avons utilisée est :

» L’écouvillonnage
Avant tout prélevement, la plaie doit étre nettoyée par I’eau physiologie,
ensuite le pus est prélevé a I’aide d’un écouvillon en passent sur une surface

de 1cm’ de la plaie, dans un mouvement de zigzague combiné d’une rotation.
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Ce prelevement doit effectuer sur deux écouvillons I’un pour I’examen direct
(cytologie) et I’autre pour la culture (microbiologie).

» Conservation et transport

Le prélevement est transporté a la température ambiante (25°C) et dont la durée ne
dépasse pas les deux heurs et il est analysé trés rapidement (Dieusaert, 1996). En

cas de transport long, les prélevements seront conservés dans une glaciére a 4°C.
» Fiche de renseignements

Chaque prélévement a été accompagné d’une fiche de renseignements clinique
comportant : le sexe, I’age, la date de prélévement, le service d’origine et le traitement

antibiotique déja administré (Figure 25, Annexe II).
2.2. Examen cytobactériologique de pus

Les prélevements réalisés ont fait I’objet d’une étude cytologique pour la recherche
des leucocytes et des hématies dans le pus, et d’une étude bactériologique pour la

recherche des germes présents.
2.2.1. Etude cytologique

Cette étude est basée sur la recherche des leucocytes et des hématies, a I’aide d’une
observation macroscopique et microscopique. Cet examen cytologique doit étre
réalisé rapidement puisqu’on considere que les polynucléaires neutrophiles sont

lysées a 32%, une heure aprés leur prélevement (Carbonnel et al., 1987).
2.2.2. Etude bactériologique

Cette étude a pour objectif de rechercher et d’isoler les bactéries présentes dans le
pus. Une observation macroscopique et microscopique de pus est primordiale dans

I’étude bactériologique avant de passer a I’isolement et I’identification des bactéries.

a) Examen macroscopique
Cet examen nous renseigne sur la couleur, la consistance (peut aller d’un
liquide trouble a une matiére épaisse collante) et I’odeur (odeur fétide est I’une
des caractéristiques principales de I’infection anaérobie ou mixte aero-

anaérobie).
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-Un pus jaune, épais bien lié, probablement oriente vers le Staphylocoque.

-Un pus clair, séreux et blanchéatre probablement oriente vers le Streptocoque.

-Un pus verdatre ou bleuatre d’odeur aromatique probablement oriente vers le bacille
pyocyanique.

-Un pus grisatre et généralement fétide probablement oriente vers les germes

anaérobiques.

-Un pus bleu vert témoignerait de la présence de Pseudomonas (Carbonnel et al.,
1987).

b) Examen microscopique

L’examen microscopique peut étre effectué en deux états : état frais (sans coloration
de I’échantillon) et état fixé (avec coloration au bleu de méthylene), cet examen
renseigne sur la présence de bactéries, leur forme et leur disposition ainsi sur la

présence d’eléments cellulaires (Denis et al., 2007).
b.1) Etat frais

Cette technique correspond a I’observation directe du pus entre lame et lamelle sans

fixation préalable du matériel par la chaleur ou I’alcool.

Principe : elle permet I’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur
morphologie, de leur groupement, de leur mobilité éventuelle, et de la quantité

approximative de la bactérie (Delarras, 2014).
b.2) Etat fixé (Coloration simple au bleu de méthyléne)

Préparation de frottis : déposer une ou deux gouttes de préléevement bien homogeéne
sur une lame & I’aide d’une pipette pasteur stérile. Etaler la goutte. Puis fixer

I’étalement par la chaleur en flambant sur bec bunsen.

Coloration simple au bleu de méthyléne est réalisée en faisant couler une solution de
bleu de méthylene sur un frottis correctement fixé, laissé une minute. Sécher entre
deux feuilles de papier buvard aprés un rincage avec de I’eau de robinet, une

observation est réalisée au microscope optique a I’objectif x10 ou x40.
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Lecture : les bactéries apparaissent sous forme de bacille ou cocci en bleu,
lymphocytes granulées avec noyau au centre coloré en bleu, polynucléaire de noyau

bilobé coloré en bleu.
C) Recherche et isolement des bactéries

Dans cette étude, nous avons recherché les bactéries d’intérét médical, les plus
fréguemment responsables d’infection de la plaie : les bacilles/cocci a gram négatifs

et positifs, les entérobactéries, les staphylocoques, les streptocoques.
C.1) Technique d’ensemencement

Nous avons ensemenceé les prélévements (une goutte de pus est mise sur la gélose) sur
les milieux de cultures (gélose nutritive (GN), Chapman, Hektoen, gélose au sang
frais (GSF)), en utilisant la méthode des quadrants. Ce mode d’ensemencement
permet d’isoler les différentes bactéries contenues dans un mélange. A I’aide d’une
pipette pasteur stérile boutonnée, nous avons déposé un échantillon du pus pres d’un
bord de la boite de pétri ou en une strie dans un quart de la boite qui constituera le

premier quadrant, un isolement est effectue.
C.2) Enrichissement des prélevements

Aprés avoir ensemencé les préléevements sur les milieux cités ci-dessus, ces derniers
sont transposes dans un milieu d’enrichissement qui peut étre soit du bouillon gélosés
tamponné (BGT) ou bouillon cceur cerveau (BHIB) pour favoriser la croissance des
bactéries tres faible ou fragile pour pouvoir ainsi les réensemencer apres une

incubation de 24h si la culture d’origine est faible ou absente.
d) Identification des bactéries

Les cultures positives ont fait I’objet d’une identification bactérienne par une étude
biochimique et d’autres tests spécifiques (galerie classique et la mini galerie API

20E), qui est précédée par I’étape de la coloration de Gram.
d.1) Coloration de Gram (Double coloration)

Cette coloration permet de diviser le monde bactérien en deux groupes distincts
(Gram+, Gram-). Cette division est principalement liee a une différence de structures

chimique de la paroi cellulaires bactriennes (Delarras et al., 2007).
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Technique :

D’abord nous possédons a la préparation d’un frottis : Déposer sur une lame propre
une goutte d’eau physiologique stérile et a I’aide d’une pipette pasteur stérile, nous
avons prélevé une colonie bien isolée a partir de la culture bactérienne de 24 heurs, en
étalant bien la goutte sur la lame par un mouvement régulier et circulaire, laissant

sécher le frottis en flambant sur bec bunsen.

Sur le frottis fixé :

-Recouvrir la lame de violet de Gentiane : 1minute.

-Recouvrir de Lugol : 1minute.

-Déclore a I’alcool, la lame est tenue inclinée. La durée de décoloration a I’alcool est
variable selon I’épaisseur de frottis.

-Stopper la décoloration par un nouveau lavage a I’eau.

-Recouvrir la lame de fuchsine 30 secondes a 1 minute.

-Laver a I’eau. Sécher entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur (Denis et
al., 2007).

Lecture : Au microscope optique ; les bactéries (Gram+) apparaissent en violet foncé
tandis que les bactéries (Gram-) sont colorés en rose ou en rouge.

2.3. Identification des bactéries

L’identification des bactéries a Gram négatif et a Gram positif a été effectuée par les

tests biochimiques (galerie classique) et la mini galerie AP1 20,
2.3.1 Tests biochimiques (Galerie classique)

Des tests biochimiques conventionnels du métabolisme respiratoire, glucidique ou
protéique, ont été utilisés pour la différentiation de bactéries (entre familles, entre

genres) ou pour leur identification.
a) Etude de type respiratoire
*Test d’oxydase

Principe : Les bactéries possedent une chaine respiratoire compléte sont dotées d’une
cytochrome oxydase (Denis et al., 2007). En présence d’oxygene atmosphérique et de

cytochrome C, cette enzyme oxyde le réactif pour former un composé coloré en

20


https://www.google.fr/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Fran%C3%A7ois+Denis%22

Chapitre 11 Matériel et Méthodes

violet, I’indophénol. L’acide ascorbique incorporé dans le réactif « Oxydase
Reagent », agit en tant qu’agent producteur pour limiter I’auto-oxydation du réactif et

améliorer la stabilité du reactif (Delarras, 2014).

Technique : La mise en évidence de cette oxydase est effectuée a I’aide d’un disque
imprégné d’une solution aqueuse a 1% de chlorhydrate de diméthyle paraphényléne
diamine sur lequel les colonies sont déposees a I’aide d’une pipette pasteur (Denis et
al., 2007).

Lecture : La réaction est instantané formation d’un complexe violet au contact de
cette enzyme indique un test positif. La bactérie est dite oxydase positive. La réaction
tardive ou absence de couleur indique un test négatif (Denis et al., 2007).

b) Etudes de I’accepteur de minéraux
*Recherche d’une nitrate réductase

Principe : Les bactéries qui possédent une nitrate réductase sont capables de
transformer les nitrates (NO3) en nitrites (NO,) et éventuellement en azote (N,)
(Denis et al., 2007).

Technique : Un bouillon nitraté est ensemencer avec la bactérie a étudier et incubé 18
heures a 37°C. Aprés incubation, 3 gouttes d’une solution sulfanilique (Griess A) et 3
gouttes d’une solution de naphtylamine (Griess B) ont été ajoutées au bouillon (Denis
et al., 2007).

Lecture : Si une coloration rouge fugace apparait les nitrates ont été réduits au stade
nitrites.

En absence de coloration soit les nitrates sont réduit au stade azote soit la bactérie ne
posséde pas le nitrate réductase. Pour trancher, I’addition de la poudre de zinc est
nécessaire (Réactif Zobell qui va réduire les nitrates en nitrites).

-Si une coloration rose apparait alors la bactérie ne posséde pas de nitrate réductase.
-Si aucune modification de coloration n’est visible apres ajout de zinc, alors les

nitrates avaient éteé réduits au stade azote (Denis et al., 2007).
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c¢) Etude du metabolisme glucidique
*Milieu mannitol- mobilité

Il s’agit d’un milieu semi-solide contenant entre autres du mannitol, du rouge de
phenol comme indicateur du pH. Le milieu est ensemenceé par piqure centrale, lorsque
I’indicateur passe du rouge au jaune ce qui correspond a I’acidification du milieu, le
mannitol a été utilisé. Le caractére mobile est défini dans ce milieu par un trouble qui
envahissant toute la largeur de la gélose de part et d’autres de la piqure centrale, alors
qu’une bactérie immobile ne se développe que le long de la pigure centrale (Denis et
al., 2007).

*Milieu TSI

Principe : La gélose TSI ou Triple-Sugar-lIron Bio-Radest un milieu de culture,
principalement utilisé pour la caractérisation biochimique des entérobactéries. Il
permet de mettre en évidence I’attaque du glucose, du lactose et /ou du saccharose
ainsi que la production d’hydrogéne sulfuré et du gaz (Delarras, 2007). La
fermentation d’un sucre par les entérobacteries produit des acides qui font virer le
rouge de phénol (indicateur de pH) au jaune. Le thiosulfate de soduim et
éventuellement la peptone constituent des sources de soufre pour certaines
entérobactéries qui produisent du sulfure de fer en présence du sulfate ferreux
ammoniacal : le test H,S est alors positif.

Technique : A partir de la culture pure sur gélose nutritive, ensemencer la pente du
milieu par des stries et le culot par piqure a I’aide d’une pipette Pasteur ou d’une anse
bouclée prealablement stérilisée a la flamme, puis incuber a 37°C pendant 24h
(Delarras, 2014).

Lecture : La lecture de ce milieu se fait au niveau du culot pour le glucose et au
niveau de la pente pour le lactose et/ou le saccharose. Au niveau du culot, le culot est
obligatoirement jaune (sauf en cas ou le dégagement d’H,S provoquer un
noircissement intense) puisque les entérobactéries fermentent en général le glucose.
Au niveau de la pente, la fermentation du lactose et/ou du saccharose entraine une

acidification et un virage au jaune du rouge de phénol.
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*Etude de la dégradation du lactose (test d’ONPG)

Principe : L’orthonitrophényl-p-D-galactopyranoside (ONPG) est un analogue
structural du lactose. Ce substrat synthétique incolore peut étre scindé en galactose et
en orthonitrophénol (composé soluble jaune) en présence d’une des enzymes
appelées ONPG hydrolase. En effet, ses enzymes correspondent :

-soit a la B-galactosidase, ONPG-hydrolase qui catalyse la réaction d’hydrolyse de
I’ONPG.

-soit & d’autre enzymes bactériennes, designées ONPG-hydrolase qui hydrolysent
également I’ONPG, mais pas le lactose ; elles sont différentes de la B-galactosidase
(Delarras, 2014).

Technique : Prélever une colonie a partir d’une culture bactérienne pour faire une
suspension dense d’eau déminéralisée sterile et homogene. La réaction est d’autant
plus rapide qu’il y a plus de bactéries, donc d’enzymes. Le disque d’ONPG (disque de
papier filtre stérile imprégné de tampon et d’ONPG) est placé avec la suspension.
Aprés mise a I’étuve a 37°C pendant 24h (Delarras, 2014).

Lecture : L’apparition d’une coloration jaune indique un test positif : la bactérie est
dite ONPG positive. Absence de coloration indique un test négatif : la bactérie est dite
ONPG négative.

*Utilisation de citrate comme source de carbone

Principe : L’utilisation de citrate se traduit par une culture sur la gélose et plus
souvent cette croissance s’accompagne d’une libération d’ammoniaque a partir des
sels d’ammonium ce qui traduit par un virage du bleu de bromothymol au bleu (Denis
et al., 2007).

Technique : Ensemencer le milieu gélosé de citrate de Simmons de coloration
verdatre, par la souche a étudier par une strie sur la partie inferieur, la partie supérieur

servira de témoin (Labres, 2002).

Lecture : S’il y a virage de couleur de la partie ensemencer au bleu, se traduit par

I’utilisation du substrat comme source de carbone.
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d) Etude de métabolisme protéique
*Recherche de décarboxylases

Principe : Les décarboxylases bactériennes sont des enzymes qui catalysent les
réactions de décarboxylation des acides aminés. Trois décarboxylases sont

fréquemment recherchées :

La lysine décarboxylase (LDC), I’Ornithine Décarboxylase (ODC) et I’Arginine
Dihydrolase (ADH) (Denis et al., 2007).

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. Apres ensemencement, quelques
gouttes d’huile de vaseline sont ajoutées dans chaque tube et le tout sera incubé a 37
pendant 24h (Lebres, 2002).

Lecture : La réaction est positive lorsque le témoin vire au jaune (acidification du
milieu est due a l'utilisation du glucose). Les tubes contenant I'acide aminé restent
violet (phénomeéne due a l'alcalinisation). La réaction est negative lorsque les tubes

contenant l'acide aminé et le témoin virent au jaune (acidification).
*Recherche de tryptophane désaminase (TDA)

A partir de milieu urée-indole, il est possible de mettre en évidence une activité

tryptophane désaminase (TDA).

Technique : Le réactif chlorure de fer III est ajouté dans un aliquote du milieu Urée-
Tryptophane ensemencé et incubé. En présence d’acide indole-pyruvique il y a

formation d’un complexe acide indole- pyruvique/fer III qui précipite.

Lecture : La lecture est immédiate. L’obtention d’un précipité brun foncé : TDA".

Absence de précipité : TDA".

*Recherche de tryptophanase (Test indole)
Le tryptophane (acide amingé) est directement apporté dans le milieu de culture
ou contenu dans une peptone a teneur élevee en tryptophane qui doit étre

exemple d’indole (Delarras et al., 2007).
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Principe : Par une réaction complexe, le tryptophane est decomposé en présence
d’une tryptophanase en indole et d’autre produit. Apres incubation, I’ajout de réactif

de kovacs permet de mettre en évidence I’indole formé (Delarras et al., 2014).

Technique : La production d’indole par I’hydrolyse de tryptophane peut étre
recherchée a partir d’une culture de 24h de la souche a étudier en eau peptone
dépourvu d’indole (Denis et al., 2007) .

Lecture : La couche alcoolique se sépare de la couche aqueuse et se colore alors en
rouge (anneau rouge) : le test est indole positif. Si non elle est de couleur jaune
(couleur de réactif) : le test est indole négatif.

*Recherche d’une uréase

Principe : L’urée, sous I’action d’une uréase bactérienne va étre transformée en
carbonate d’ammonium entrainant une coloration rouge de milieu (Denis et al.,
2007).

Technique : La recherche d’une uréase s’effectue en milieu urée-tryptophane (urée-
indole). Ce milieu contient du tryptophane de I’urée et du rouge de phénol comme
indicateur de pH

(Denis et al., 2007).

Lecture : Coloration rouge de milieu traduit uréase positif.

*Recherche de la catalase

Ce test est réalisé pour compléter I’identification des bactéries cocci a gram positifs

Principe : Certaines bactéries ont la faculté de dégrader le peroxyde d’hydrogeéne
(H20,).En présence d’une bactérie productrice de catalase, nous observons a partir de
H,O, une libération d’oxygene gazeux selon la réaction suivante (Eq: 1), (Denis et
al., 2007)

H,O, — H,0+%0,...... 1

Technique : Déposer une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes et émulsionner un peu

de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur gélose (Delarras, 2014).
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Lecture : Le dégagement de bulles de gaz indique la présence de catalase, donc la
bactérie est dite catalase positive. Par contre s’il n’y pas de dégagement de bulle de

gaz cela indique un test négatif, donc la bactérie est dite catalase négative.
*Recherche de coagulase

Ce test permet la différenciation entre I’espece staphylococcus aureus et les autres
especes de Staphylocoque. S .aureus posséde une coagulase (enzyme) capable de
coaguler le plasma humain par transformation de fibrinogene en fibrine (Panizzi et
al., 2006).

Technique : Dans un tube a essai, mettre 2ml de plasma humaine, ajouter 2ml d’une
suspension bactérienne, puis incuber dans I’étuve a 37°c pendant 24h. Un tube témoin
va servira comme un contréle du test et pour valider le résultat (pour confirmer que le

plasma est incapable de se coaguler seule) (Sperber et al., 1975).

Lecture : Cette méthode est considérée comme la méthode de référence, elle a été
interprétée apres 2h, 4h et 18h d’incubation a 37°C. Si ¢’est négatif laisser jusqu’aux
24h, s’il y a une coagulation de plasma, le fibrinogéne a éte transforme en fibrine. La

bactérie est dite coagulase positive. (Sperber et al., 1975).
2. 3.2 Mini galerie API 20E

API 20E est un systéme standardisé pour I’identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram négatif, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi

qu’une base de données (Appelbaum et al., 1980).

Principe : La galerie APl 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d’incubation se

traduisent par un virage coloré spontanés ou révélés par I’addition de reactifs.

Technique : Préparation de I’inoculum : A I’aide d’une pipette une seule colonie bien
isolée & partir du milieu de culture, préférentiellement des cultures jeunes (18-24
heures) a été mise dans un tube contenant 10ml d’eau physiologique stérile ou d’eau

distillée sterile. Le tout est bien homogénéisé.
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Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5ml d’eau
distillée ou déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide. Placer
la galerie dans la boite d’incubation. (Appelbaum et al., 1980). La suspension
bactérienne est introduite dans les tubes de la galerie & I’aide de la méme pipette (pour
éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le c6té
de la cupule, en inclinant Iégérement la boite d’incubation vers I’avant).

Pour les tests CIT, VP et GEL, remplir tube et cupules. Pour les autres tests, remplir
uniquement les tubes (et non cupules). Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H,S, URE,
crée une anaérobiose en remplissant leur cupule d’huile de paraffine. Refermer la
boite et incuber a 36£2°C pendant 18-24h (Appelbaum et al., 1980).

Lecture : la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
(Tableaul7, Annexe II), I’identification est obtenue a I’aide du catalogue analytique
ou d’un logiciel d’identification api web ™ (Brooks et al., 1974).

Figure 3 : lllustration de I’identification par galerie api 20E d’Enterobacter Sakazakii
(Originale).

2.4. Antibiogramme par diffusion des disques

L’antibiogramme devra étre réalisé obligatoirement sur milieu de Mueller-Hinton,
supplémenté au sang (SAEN, 2011).

2.4.1. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18h a 24h sur milieu d’isolement approprié, racler a
I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
Dans le cas de Streptococcus spp utiliser un écouvillon pour prélever plus facilement
les colonies bactériennes. Bien décharger I’anse ou I’écouvillon dans 5 a 10ml d’eau

physiologique stérile. Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit
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étre équivalente a 0,5 MF I’utilisation d’un densitometre est fortement souhaitable, et

il doit étre ensemencé dans les 15 minutes qui suivent sa préparation (SAEN, 2011).
2.4.2 Ensemencement

Un écouvillon stérile est trempé dans I’inoculum et essoré en le pressant fermement
(et en le tournant) contre la paroi interne du tube afin de décharger au maximum. En
Frottant I’écouvillon sur la totalité de la surface de gélose, et séchant de haute en bas
en stries serrées. L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a
chaque fois, sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir
I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas ou
il y a plusieurs boites de pétri a ensemencer, il faut recharger I’écouvillon & chaque
fois (SAEN, 2011).

2.4.3 Application des disques d’antibiotiques

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de
90mm. Pour les bactéries exigeantes (Streptococcus spp,...etc.), ne pas mettre plus de
4 disques par boite de 90mm. Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces
stériles et ne pas déplacer les disques aprés application. Laisser les boites 20min a la
température ambiante pour permettre une prédiffusion de I'antibiotique. Incuber les
boites dans I’étuve a 37°C pendant de 18-24h (SAEN, 2011). La liste des

antibiotiques a tester selon la bactérie isolée. (Tableau 18, Annexe II).

Lecture : Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés avec précision a I’aide
d’un pied a coulisse. Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton simple, les mesures
seront prises en procédant par transparence a travers le fond de la boite de Pétri
fermée. Les bactéries testées sur Mueller-Hinton au sang, les mesures de diamétres de

zones d’inhibition seront prises, boite de Pétri ouverte et bien éclairée.

Les bactéries sont classées dans I’une des categories R, I, S par la comparaison de la
zone d’inhibitions aux valeurs critiques citées dans la standardisation de
I’antibiogramme a I’échelle national (SAEN, 2011), (Tableau : 19, 20, 21 Annexe II).

Les trois catégories de sensibilité aux antimicrobiens sont définies comme suit :

e Sensible (S) : [linfection provoquée par la souche testée répondra

probablement au traitement par cet antibiotique.
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e Résistant (R) : I’infection provoquée par la souche testée ne répondra
probablement pas au traitement a cet antibiotique.
e Intermédiaire (1) : la réponse au traitement est imprévisible.

2.5. Recherche de la résistance de Staphylococcus aureus

e Confirmation de I’espece MRSA
La résistance des staphylocoques aux isoxazolyl pénicillines (oxacilline) est
recherchée a I’aide d’un disque de cefoxitine (30ug) dans les conditions standards. La
résistance est testée en réalisant I’antibiogramme standard du staphylocoque, en

prenant en considération la résistance a I’oxacilline.

Apreés avoir fait la lecture de la zone d’inhibition aux antibiotiques. Nous avons classé
les Staphylococcus aureus resistantes (MRSA) et sensible a la méticilline (MSSA)
selon le diametre d’inhibition. Si le diametre de la cefoxitine est < 19mm et la souche
elle-méme resistante a I’oxacilline (<10mm), la souche est dite MRSA. Si le diametre
de la cefoxitine est > 20mm et la souche elle-méme n’est pas résistante a I’oxacilline,
la souche est dite MSSA. Devant tout probleme d’interprétation, faire un test de
confirmation par la technique du screening a I’oxacilline (SAEN, 2011).

e Screening test a I’oxacilline pour staphylococcus aureus

Ce test concerne uniquement Staphylococcus aureus, I’oxacilline doit étre testé de

facon particuliére pour majorer I’expression de la résistance.

Technique : La préparation de la solution d’oxacilline se fait de la maniére suivante :
Diluer 6pg d’oxacilline (poudre injectable d’un flacon de 1g) dans 10ml d’eau
distillée stérile, puis faire une dilution au dixieme. Mettre 2ml de cette solution dans
une boite de 90mm de diamétre, ajouter 18ml de gélose Mueller Hinton additionnée
de 4% de Na Cl. Mélanger en faisant des mouvements rotatoires. Laisser solidifier
puis sécher (SAEN, 2011).

Ensemencement
L’ensemencement doit se faire dans les 15min qui suivent la préparation de

I’inoculum.

L’ensemencement se fait par spot, en appliquant verticalement sur la gélose

I’extrémité d’un écouvillon trempé dans la suspension bactérienne. Les souches de
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réféerence ATCC 29213 (souche sensible a I’oxacilline) et ATCC 43300 (souche
résistante a I’oxacilline) doivent étre testées dans les mémes conditions. L’incubation

se fait a 35°C pendant 24h en atmosphére normale.

Lecture : La culture de plus d’une colonie de la souche testée, suffit pour indiquer

une résistance a 1’oxacilline, impliquant une résistance a toutes les B-lactamines.
2.6. Etude de I’activité antibactérienne de I’huile de Lavandula angustifolia

Nous avons réalisé la méthode de I’aromatogramme (en milieu gélosé) afin de tester
I’effet antibactérien de I’huile de la lavande (Lavandula angustifolia) sur les souches
obtenues et isolées.

Nous avons adapté la technique utilisée par certains auteurs : Benjilali et al. (1986) ;
Satrani et al. (2007) pour évaluer I'activité antibactérienne de I’huile essentielle (HE)
de la lavande. Elle a I’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des
produits a tester, de s’appliquer a un tres grand nombre d’especes bactériennes.

Cette technique repose sur le pouvoir migratoire par diffusion des HE a I’intérieur

d’une bofte de Pétri, dans un milieu nutritif solide.

Dans cette méthode, nous avons utilisé des disques de papier filtre de 9mm de
diametre, imprégnés d’une certaine quantité d’HE (1, 2 et 3 gouttes par disque
séparément, ce qui correspond a 20, 40 et 60 uL/disque) que nous déposons a la
surface d’un milieu gélosé (MH pour les bactéries) préalablement ensemencé en
surface avec une suspension bactérienne. La boite est ensuite fermée et incubée dans

I’étuve a température adéquate.

Disque de papier . N
imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle

e——

Incubation & 37°C
pendant 24 heures

Inoculum

bactérien

e o

Boite de Pétri Diamétre

avec gelose d'nhibition
mutritive

Figure 4 : Principe de la méthode de diffusion par disque.
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Chaque essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un
gradient de concentration. Les bactéries croissent sur toute la surface de la gélose sauf
2 ou elles rencontrent une concentration d'essence suffisante qui inhibe leur

croissance.

A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance bactérienne se traduit par un halo
translucide autour du disque dont le diametre est mesuré et exprimé en mm.

Une étude est menée afin d’évaluer I’efficacité du pouvoir antibactérien de notre
échantillon d’HE et les antibiotiques testés sur les différentes souches isolés au cours

de notre travail.

3. Etude multivariée

Nous avons réalisé une étude multivariée, I’analyse des composantes principales.
C’est une étude de I’ensemble des corrélations entre les différentes variables du
systeme (Sexe, Age, patients internes ou externes, type de diabete, nature des cultures,

groupe de germes). Elle a été réalisée a I’aide du logiciel Statistica 7.
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I11. Résultats et discussion

1. Répartition des résultats selon les facteurs étudiés

Les résultats effectués sur les 70 prelevements (patients) ont été établis en fonction
des paramétres suivants : le sexe, I'age, le type de diabéte et I’hospitalisation (externe

ou interne).
1.1. Selon le sexe

D'apreés les résultats obtenus (Tableau 3, Figure 5), nous avons remarqué que le
nombre total des prélevements effectues est trés élevé chez les hommes qui est de
65,71% par rapport aux femmes 34,28%. Nos resultats montrent une prédominance
masculine.

Tableau 3 : Répartition des patients en fonction du sexe.

Sexe Homme Femme Total
Nombre 46 24 70
Pourcentage 65,71% 34,28% 100%

@ Homme

M Femme

Figure 5 : Répartition des patients en fonction du sexe.
1.2. Selon les tranches d’age

Dans le but de déceler I’age critique qui correspondrait le plus a une éventuelle
survenue de la maladie, nous avons réparti nos patients en tranche d’age de 20 ans.
Nous avons mentionné (Tableau 4, Figure 6) que les patients diabétiques appartenant
a la tranche d’age 45-65 ans sont les plus touchés par le probleme du pied diabétique
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avec une fréquence de 50%, suivi par la tranche d’age 25-45 ans avec un taux de

25,71%, les patients agés de plus de 65 ans occupent la 3°™ position avec un taux de

24,28%.

Tableau 4 : Répartition des patients selon les tranches d &ge de 20 ans.

Age 25-45 45-65 65-85
Nombre de patients 18 35 17
Pourcentage 25,71% 50% 24,28%
60
50
X 40
3
T 30
S M patients
< 20
10
0
25-45 45-65

Les tranches d'age

Figure 6 : Répartition des patients en fonction de I’age.

1.3. Selon le sexe et I’age

Les résultats mentionnés dans (Tableau 5, Figure 7), montrent que les hommes dont
I’age est compris entre 45-65 ans représentent une fréquence de 28,57%, par contre
les femmes du méme age affichent un taux de 21,42%.

Tableau 5 : Répartition des patients selon le sexe et I’age.

Age 25-45 45-65 65-85
Homme 16 20 10
Pourcentage 22,85 % 28,57% 14,28%
Femme 2 15 7
2,85% 21,42% 10%
Total 18 35 17
Pourcentage 25,71% 50% 24,28%
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Patients 28,57%
@ Homme
_ 0,
20 22.,85% 21,42% E Femme
15 1 14,28%
0 10%
2,857%
5 -
0 Age

Entre [25-45] ans  Entre [45-65] ans  Entre [65-85] ans

Figure 7 : Répartition des patients en fonction de I’age et de sexe.

1.4. Selon le type de diabéte

D’apres les résultats obtenus (Tableau 6, Figure 8), nous avons noté que le taux
d’infection chez les diabétiques de type Il (95,71%) est plus élevé que chez les
diabétique de type | (4,28%).

Tableau 6 : Répartition des prélevements selon le type de diabéte.

Type de diabéte type | type Il Total
Nombre 3 67 70
Pourcentage 4,28% 95,71% 100%

M type |

M type Il

Figure 8 : Répartition des patients en fonction de type de diabéte.

1.5. Selon les patients hospitalisés/ non hospitalisés
D’apres les résultats suivantes (Tableau 7, Figure 9), Parmi les 70 patients, 64
étaient hospitalisés soit une fréquence de 91,42%, les 6 restants avec une

fréquence de 8,57% étaient non hospitalisés.
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Tableau 7 : Répartition des prélévements selon les patients hospitalisation non
hospitalisation.

Patients Nombre Pourcentage(%)
Hospitalisation 64 91,42

Non hospitalisation 6 8,57

Total 70 100

H patients hospitalisés

u patients non hospitalisés

Figure 9 : Répartition des patients selon hospitalisation ou non hospitalisation.
2. Résultats de I’analyse microbiologique

Dans cette partie, nous avons repartis les résultats d’analyse microbiologique selon les
prélevements positives ou négatives la nature de la culture bactérienne
(monobactérienne ou polybactérienne) et selon les germes ou les espéces responsables

dans I’infection du pied diabétique.

2.1. Cas positif et négatif de pus

Sur les 70 prélevements de pus effectués, nous avons enregistré (Tableau 8, Figure
10), 66 prélevements positifs (présence de germes) avec un taux de 94,28%, les 4
prélevements restants représentent un taux de 5,71%, ces derniers sont négatifs
(absence de germes).
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Tableau 8 : Répartition des résultats selon la positivité et la négativité des
prélévements de pus.

Positivité et Prélévement(+) Préléevement(-) Total
négativité

Nombre de 66 4 70
prélevement

Pourcentage 94,28% 5,71% 100%

# Prélévement (+)

# Prélévement (-)

Figure 10 : Répartition des préléevements positifs et négatifs.

2.2. Nature des cultures obtenues

Aprés I’isolement et I’identification des différentes bactéries, nous avons remarqué
(Tableau 9, Figure 11) que sur 70 préléevements effectués avec une fréquence de
68,18% sont des cultures monobactériennes par contre un taux de 31,81% sont des
cultures polybactériennes.

Tableau 9 : Répartition des prélevements selon la nature des cultures obtenus.

Culture nombre Pourcentage (%)
mono microbienne 45 68,18
poly microbienne 21 31,81
Total 66 100%
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M Monobactérienne

i Polybactérienne

Figure 11 : Répartition des résultats selon la nature des cultures obtenues.

2.3. Groupes de germes identifiés

Au cours de notre étude, nous avons isolé 89 souches de I’ensemble des prélevements
réalisés. D’ou nous avons identifié 61 souches de bacilles & Gram négatif et 28
souches de cocci & Gram positif. Nous avons pu regrouper les souches dans deux

catégories : les bacilles a Gram négatif et cocci a Gram positif.

Ces résultats montrent (Tableau 10, Figure 12), que I’infection du pied diabétique est
causée aussi bien par les bacilles a Gram négatif avec une fréquence de 68,53% que
par les cocci a Gram positif représentant un taux de 31,27%.

Tableau 10 : Répartition des résultats selon le Groupes de germes identifiés.

Bactéries Bacilles a Gram Cocci a Gram Total
négatif positif

Nombre 61 28 89

Pourcentage 68,53% 31,46% 100%
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H Bacilles a Gram négatif

i Cocci a Gram positif

Figure 12 : Répartition des résultats selon le groupe de germes identifiés.

Sur 89 souches identifies nous avons remarqué (Tableau 11, Figure 13).que les

entérobactéries occupent la premiére position (49 souches) avec un taux de 55,05%,

suivi par les staphylocoques avec un taux de 28,08%. Les Pseudomonas occupent la

3eme

en derniers les Acinetobacter avec un taux de 1,12%.

Tableau 11 : Répartition des germes identifiés.

position avec un taux 12,37%, les streptocoques ont une fréquence de 3,37% et

Entérobactéries | Pseudomonas | Staphylococcus | streptococcus | Acinétobacter
Nombre 49 11 25 3 1
Pourcentage | 55,05% 12,35% 28,08% 3,37% 1,0123%
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Figure 13 : Répartition des résultats selon les germes identifiés.

2.4. Espéces identifiées

La représentation individuelle de la totalité des especes identifiées sur les 49 souches
d’entérobactéries responsables du pied diabétique (Figure 14), montre que Proteus sp
est I’espece la plus prédominante avec une fréquence de 12,35%, suivi par
Escherichia coli et Morganella morgannii, avec un taux de 7,86%. En troisiéme
position, nous avons noté Proteus mirabilis et Klebsiella pneumoniae avec un taux de
6,74%. Les autres espéces montrent des fréquences moins importantes, comprises
entre 3,37% pour Enterobacter cloaceae et Serratia odorifera et 2,24% pour
Enterobacter sakazakii, Klebsiella Ornitholytica et Proteus pennerii.

Concernant le groupe des staphylocoques, nous avons identifié Staphylococcus aureus
qui est I’espece dominante avec un taux de 28,08%.
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Figure 14 : Réparation globale des différentes especes isolées.

3. Résultats de I’antibiorésistance

Les résultats de I’antibiogramme de différentes espéces identifiées ont été exprimés
par la lecture de la zone d’inhibition et la comparaison aux valeurs critiques des

diametres d’inhibition de chaque espéce.

e Entérobactéries

Sur 49 souches d’entérobactéries testées, les résultats montrent (Figure 15), une
résistance élevee (61,22%) a I’Amoxicilline+Ac.clavulanique (AMC) et la Céfazoline
(C2) et de (53,06%) vis-a-vis de la Céfotaxime (CTX) et I’Ampicilline (AMP). Une
résistance moyenne des souches envers la Gentamycine (CN) (38,77%), la Colistine
(Cs) (36,73%), la Céfoxitine (FOX) (30,61%), la Triméthoprime+sulfamides (STX)
(28,57%) et I’Imipeneme (IMP) (26,53%) a €té aussi enregistrée, une sensibilité tres
élevé a I’acide nalidixique (NA) (81,36).
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Figure 15 : Répartition des résultats de I’antibiorésistance chez Entérobacteries.
e Pseudomonas

Les 11 souches de Pseudomonas isolées présentent (Figure 16), une sensibilité élevée
(81,81%) vis-a-vis la Tobramycine (TOB), la Netilmicine (NET), la Ciprofloxacine
(CIP) et la Ticarcilline (TIC) et (72,72%) vis-a-vis la Pipracilline(PIP), la Ticarcilline
+ Ac clavulanique (TCC), la Ceftazidime (CAZ), I’Aztreonam(ATM) et (63,63%)
pour I’Imipenéme (IMP). Alors que les Pseudomonas ont une résistance tres élevée
(81,81%) a la Gentamycine (GN).
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Figure 16 : Répartition des résultats de I’antibiorésistance chez les souches de
Pseudomonas.

e Proteus sp

L’antibiorésistance des souches de Proteus sp montrent (Figure 17) qu’elles sont
pratiquement sensibles aux P-lactamines : Amoxicilline +Ac clavulanique (AMC)
(52,63%). Des grandes sensibilités a I’imipeneme (IMP) (84,21%), la Gentamycine
(GN), I’Ofloxacine (OFX), Triméthoprime+sulfamides (STX) (73,68%) ont été
mentionnées. Une sensibilité moyenne vis-a-vis I’Ac nalidixique (AN), la céfoxitine
(FOX) (68,42%) et une résistance élevée (73,68%) ont été notées a la céfazoline (CZ)
et la colistine (CS).
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Figure 17 : Répartition des résultats de I’antibiorésistance chez les souches de

Proteus sp.
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e Escherichia coli

Les 7 souches d’Escherichia coli isolées montrent (Figure 18) une résistance tres
élevée vis-a-vis les B-Lactamine, Amoxicilline (AM) (85,71%), I’Amoxicilline +Ac
clavulanique (AMC) (71,42%). Une résistance moyenne (57,14%) a la céfotaxime
(CTX) a été enregistrée. Par contre nous avons noté une grande sensibilité envers
I’Imipenéme (IMP) et la Colistine (CS) (85,71%), I’Ac nalidixique (AN) et la
cefoxitine (FOX) (71,42%). Une sensibilité moyenne (57,14%) a la Gentamycine
(CN), Chloramphenicole (C), Triméthoprime + sulfamides (STX), Ofloxacine (OFX).
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Figure 18 : Répartition des résultats de I’antibiorésistance chez les souches d’E. Coli.
e Klebsiella

Les 8 souches de klebsiella isolées ont affiché (Figure 19) une résistance élevée a
I’Amoxicilline+Ac clavulanique (AMC) (87,5%), et a Cefazoline (CZ) (75%). Une
résistance moyenne vis-a-vis le chloramphénicol (C) (62,5%), I’Amoxicilline (AM),
Céfotaxime (CTX), et Colistine (CS) (50%). Par contre une sensibilité élevée (75%) a
été notée a I’Imipeneme (IPM) et a la Gentamycine (GN). Une sensibilité moyenne
(62,5%) a I’Amikacine (AK), la Triméthoprime+sulfamides (STX) et I’Ofloxacine
(OFX).
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Figure 19 : Répartition des résultats de I’antibiorésistance chez les souches de

Klebsiella.

e Morganella morgannii

Les résultats des 7 souches de Morganella morgannii, montrent (Figure 20),
une résistance élevée (85,71%), a I’Amoxicilline +Ac clavulanique (AMC), la
Gentamycine (CN), la Triméthoprime+ sulfamides (SXT), la Colistine (CS).
Suivi par une résistance a la Ciprofloxacine (CIP), la Céfazoline (CZ) avec un
taux de (71,42%). Cependant des sensibilités élevées envers I’Imipenéme
(IMP) (85,71%), Céfotaxime (CTX) et I’AC nalidixique (AN) (71,42%) ont
été enregistrées et une sensibilité moyenne (51,14 %) a I’Ofloxacine (OFX).
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Figure 20 : Répartition des résultats de I’antibiorésistance chez les souches de

Morganella morgannii.
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e Staphylococcus aureus

Les 25 souches de Staphylococcus aureus identifiees présentent (Figure 21), une
sensibilite trés élevée vis-a-vis la Pristinamycine (PT) (92%) et Ila
Chloramphénicol(C) (88%). Une sensibilité élevée vis-a-vis la Kanamycine (K)
(76%), la Céfoxitine (FOX), la Vancomycine (VA) (68%) et I’Oxacilline (OX) (64%).

Nous avons noté une sensibilité moyenne vis-a-vis I’Ac fusidique (FA) et la
Clindamycine (CD) (60%), I’Erythromycine (E), la Triméthoprime + sulfamides
(STX), la Rifampicine (RIF) (56%), la Gentamycine (CN) (52%) et la Teicoplanine
(TEICO) (44%). Une résistance élevee (88%) vis-a-vis la Pénicilline(P) et
Tétracyclines (TE) (72%).
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Figure 21 : Réparation des résultats de I’antibioresistance chez les souches des
Staphylococcus aureus.
e Staphylococcus aureus résistante a la méticilline (MRSA)
Les résultats de I’antibiogramme de screening test des 25 souches de staphylcoccus
aureus isolées montrent (Tableaul2, Figure 22) que 36% des souches sont résistantes
a la méthicilline (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus : MRSA). Les 64%

restantes sont sensibles a cette molécule Methicillin-Sensible Staphylococcus aureus :
MSS
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Tableau 12 : Répartition des souches des Staphylococcus aureus selon la résistance a

la méthiciline.
Staphylococcus MRSA MSSA Total
aureus
Nombre 9 16 25
Pourcentage 36% 64% 100%

H MRSA

H MSSA

Figure 22 : Réparation des souches de staphylococcus aureus selon la résistance a la
méhticilline (MRSA).

e Streptococcus

D’apres les résultats obtenus sur I’antibiogramme des Streptococcus, nous avons noté
(Figure 23) que les souches de Streptococcus présentent une sensibilité totale (100%)
a la Vancomycine (VA), Levofloxacine (LEV) et I’Ampicilline (AMP). Une
sensibilité moyenne (66,66%) vis-a-vis la Pénincilline (P), I’Erythromycine (E), la
Clindamycine (CD), la Triméthoprime+sulfamides (STX), la Rifampicine (RIF). Par
contre une résistance moyenne (66%) a été notée vis-a-vis la Gentamycine(CN) et la
Tétracycline (TE).
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Figure 23 : Réparation des résultats de I’antibiorésistance chez les souches de
Streptococcus.
4. Etude de I’effet antibactérien de la Lavandula angustifolia

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 13 : Résultats de I’activité antibactérienne de I’essence de la Lavandula
angustifolia sur les différentes souches isolées.

Aromatogramme

Souches (mm)

Dosel (20uL) Dose 2 Dose 3

(40pL) (60uL)

Escherichia coli 13 15,5 22
Enterobacter cloaceae 19 37 375
Enterobacter sakasakii 7 40 41
Pseudomonas aeroginosa R R R
Proteus mirabilis 17 28,5 31,5
Proteus penneri 31,5 37 37,5
Morganella morganii 16 23.5 49
Klebsiella ornitholytica 10 19 23
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Tableau 14 : Résultats de I’antibiorésistance sur les différentes souches isolées.

Souches Antibiogramme
(R : résistante, S : sensible)
Escherichia coli (AM, AMC, CTX)=R.
Enterobacter cloaceae (AMC, Fox) =R.
Enterobacter sakasakii (CTX, CZ, FOX, CTX, CS, SXT, GN) =R.
Pseudomonas aeroginosa (TIC, TCC, PIP, IMP, ATM, NET) =S
Proteus mirabilis AMC-=R.
Proteus penneri (AM, AMC, IMP, AX) =R.
Morganella morganii (AMC, AN, SXT, CS, CIP)=R.
Klebsiella ornitholytica (AMC, CZ, C, OFX, CN, AM, CTX, IMP, SXT)=R.
Staphylococcus aureus (CN, L, E, CZ, VA, CD, PT, FC, K)=R.

Les résultats de I’aromatogramme obtenus par I’utilisation de I’huile essentielle (HE) de la
Lavandula angustifolia sur les différentes souches isolées (Figure 24), ont montrés que ;
Staphylococcus aureus est I’espéce qui a montré une grande sensibilité a la plus faible dose
de HE de la lavande, dont le diamétre de la zone d’inhibition (DZI) est de 38,5mm, suivi

par Proteus penneri avec un diameétre de 31,5mm.

En augmentant la dose, nous avons constaté une sensibilité presque totale pour les souches
de Staphylococcus aureus d’ou le diamétre de la zone d’inhibition (DZI) est de 69,5mm,
suivi par les souches de Morganella morganii avec un diamétre de 49mm et Enterobacter

sakasakii avec un diameétre de 41mm.

Ces résultats expérimentaux montrent que I’huile essentielle de la lavande est active sur
toutes les souches a I’exception de Pseudomonas aeruginosa. Cette derniére a montré sa
résistance pour les trois doses testées. D’apres les résultats, nous avons noté une certaine
differance de sensibilité entre les bactéries a Gram+ et Gram- . Nous pouvons noter que
I’essence de lavande a présenté une action inhibitrice supérieure a celles des disques
d’ATB testés.
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Figure 24 : Activité (ar:tibactérienne de I’huile esse(nt)ielle de Lavandula angustifol(ia) (Originale).
A) Staphylococcuaureus ; B) Enterobacter sakazakii ; C) Klebsiellaornitholytica ;

D) Proteus penneri ; E) Escherichia coli ; F) Morganella morganii ;

G) Pseudomonas aeroginosa ; H) Enterobacter cloaceae.

49



Chapitre 111 Résultats et discussion

5. Analyse multivariée

Une étude globale de plusieurs variables (Sexe, Age, patients internes ou externes,
type de diabéte, nature des cultures, groupe de germes).lIssues de 70 patients (Figure
25), montre que sur le facteur 1 (30,30%), les variables sont rassemblées en deux
grands groupes. Le groupe 1, définit les patients hospitalisés sont corrélés
positivement avec le diabéte type Il et les BGN (bactéries gram négatif) avec des
cultures polybactérienne. Par contre le groupe 2 définit, les patients externes sont
corrélés positivement avec le diabéte de type I de sexe masculin et avec une

dominance de culture monobactérienne.
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Figure 25 : Ordination des variables sur 70 patients étudiés le long de deux axes
principaux aprées I’analyse en composante principale.
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Discussion

L’infection du pied représente une des complications les plus fréquentes du diabéte et
celle qui requiert le plus de journée d’hospitalisation. Dans 15 a 20% des pieds
diabétiques, nous retrouvons une infection active, severe et menagante pour I’intégrité
du membre (Blackwella et al., 1996). En effet, les désordres métaboliques qui
résultent du diabéte perturbent les défenses naturelles. La plupart du temps, celles-ci
se trouvent déprimes et permettent aux microorganismes de s’installer et de proliférer
(Regnault, 2002).

Selon Stahl et al. (2007), I’infection du pied diabétique est fréquente en raison d’un
déficit du systeme immunitaire lié a I’hyperglycémie. Un milieu riche en glucose
favorise eégalement une prolifération microbienne, I’infection trouve au niveau du
pied, un terrain favorable a une extension rapide en raison de troubles circulatoire et
de la neuropathie. Tous ces faits peuvent donc expliquer I’évolution parfois
fulminante d’infections minimes, par des germes peu pathogenes et de faible

virulence (Blackwella et al., 1996).

Les résultats obtenus au cours de notre étude, montrent que sur 70 prélevements
analyses 66 cas sont positifs, soit un taux de 94,28%, les 4 prelevements restants sont
négatifs représentés par un taux de 5,71%. Selon Senneville (2008), les prélevements
de pus des pieds diabétiques sont en effet quasiment toujours positifs, or dans notre
étude 4 prélevements avec une prévalence de 5,71% demeurent indéterminés en

raison de la culture négative, ceci peut étre explique soit par :
o Des conditions de prélévement incorrectes ou inadequates (Boulahbal, 2006).

o La deuxieme explication est que le patient est sous antibiothérapie
probabiliste. En effet, selon Monnier (2010), si la plaie présente des signes
septiques évidents ou s’associe a des signes genéraux, il faut effectuer un
prélevement bactériologique, mettre la plaie en décharge et débuter une

antibiothérapie probabiliste en attendant les résultats.

La prescription des traitements probabilistes fait augmenter dans plusieurs cas le taux

des cultures négatives, d’apres Grimaldi (2005), si I’antibiothérapie est installée en
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urgence avant les résultats de prélevement elle est dite (probabiliste), c’est-a-dire
susceptible de couvrir tous les germes probablement en cause, et donc a large spectre.

D’apres les travaux de Denis et al. (2007), dans le cas des pieds diabétiques, il s’agit
probablement d’une infection polymicrobienne impliquant des bactéries difficiles a
cultiver (certaines anaérobies). Dans le cas négatif, il peut s’agir d’un germe exigeant,

qui nécessite des milieux de culture spéciaux et une atmospheére spéciale.

Dans notre étude, nous avons signalé que le taux des prélevements effectués sur les
hommes est de 65,71% est beaucoup plus éleve par rapport a celui effectué sur les
femmes qui est de 34,25%. Ce taux est presque equivalent a celui obtenu au cours
d’une étude effectuée a I’Etablissement public hospitalier (EPH) de Blida avec un
taux de 62,5% des patients prélevés étaient des hommes (Nakkab, 2011).

D’apres les résultats rétrospectives effectuées en Algérie, au CHU de Sétif (Hannat
et al.,, 2008), au CHU de Telmcen (Berrouiguet, 2008); et au Cango, CHU de
Brazzaville (Monabaka et al., 2001), révélent une prédominance masculine du pied
diabétique. Méme si la prévalence du diabete ne semble pas différer chez les deux
sexes, les hommes sont les plus concernés par le pied diabétique (Perlmuter et al.,

2003), Ce qui confirme que I’hyperglycémie n’est pas le seul facteur incriminé.

Selon Grimaldi (2005), le taux d’atteinte par le pied diabétique augmente avec le

sexe masculin. Cela peut étre expliqué par plusieurs facteurs :

e Le port des chausseurs fermés toute la journée dans lesquelles la transpiration
est importante crée un environnement chaud et humide favorable pour une
prolifération microbienne. Des chaussures inadaptées sont considérées comme
la cause principale des ulcéeres du pied chez le diabétique (Kavan, 2004).

o Les risques professionnels associés aux emplois occupés par les hommes. Ces
derniers occupent plus souvent des emplois dangereux ou difficiles
physiquement, des secteurs ou le risque de blessure découlant d’un

traumatisme est plus important.

o La différence de comportement vis-a-vis du tabac entre les hommes et les

femmes peut expliquer le taux élevé des infections du pied chez le sexe
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masculin. Selon Bertoglio (2004), un diabétique fumeur multiple les facteurs
de risque vasculaire. D’aprés les travaux de Ferdenrich et al. (2004), le tabac
intervient dans I’installation et la progression de I’artériopathie des membres

inférieurs.

Concernant le type de diabete, notre étude a montré que 95,71% des patients
diabétiques ayant une infection au niveau du pied avaient un diabete de type Il. Ce
type de diabete est le plus fréquent en terme de prévalence. Nos résultats sont
similaires a ceux de Grimaldi (2005), il représente 80% a 90% de I’ensemble du
diabéte. Selon les études rétrospectives effectuées, le diabéte de type Il est trouvé en
Algérie (Setif), dans 90% des lésions du pied diabétique (Hannat et al., 2008) ; et
dans 86,2% des cas au Congo (Brazzaville) (Monabeka et al., 2001). Plusieurs
facteurs de risque sont étroitement associés a ce type de diabéte, a savoir un exceés de
poids, I’absence d’exercice physique et le tabagisme (Krzywicki, 2011).

D’aprés Novo (2009), environ 50% des personnes atteintes de diabéte de type Il ne
présentent pas de symptéme. Ce diabete silencieux est découvert de fagon fortuite lors

de la survenue de complications.

Considérant les 70 cas du pied diabétique le nombre totale de prélévements effectués :
les patients diabétiques appartenant a la tranche d’age de 45 a 65 ans sont les plus
touchés (50%) par le probleme du pied diabétique. Nos résultats concordent avec ceux
de Lushiku (2006) qui a annoncé que dans les pays en developpement, c’est la
tranche d’&ge comprise entre 44 et 65 ans qui est la plus concernée. Selon Perlemuter
(2008), I’apparition des troubles trophiques des membres inférieurs est favorisée par
la neuropathie diabétique, qui atteint surtout les diabétiques agées de plus de 50 ans

et/ou dont la maladie évolue depuis plus de 20 ans.

Dans le cas de notre étude, parmi les 70 patients étudiés, 64 étaient hospitalises soit
une fréquence de 91,42%. Selon Horde (2009), les lésions des pieds sont la principale
cause d’admission a I’hopital des personnes atteintes de diabete. D’apres Vexiax et
Acker (2008), 20% de toutes les hospitalisations pour diabéte sont liées a des
complications au niveau des pieds. La durée d’hospitalisation peut varier des 14 a 45
jours (Grimaldi, 2005).
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Certains diabétiques ne percoivent pas la douleur et négligent souvent les lésions au
niveau des pieds. L’existence d’une neuropathie, les plaies sont indolores, négligées
par le patient et découvertes tardivement, a un stade évolué. Ce stade ultime de la
maladie est difficile a guérir et les récidives sont souvent frequentes (Herisson et al.,
1993 ; Lushiku, 2006).

Les lésions du pied chez les diabétiques sont fréquentes, le plus fréquemment
provoquées par des traumatismes, souvent trés minimes peuvent, dans certaines
situations, entrainer une amputation (Horde, 2009). Selon Grimaldi et al. (2009), 5%
a 10% des diabétiques seront un jour victimes d’une amputation. Nous comptabilisons
environ 10 000 amputations par an dues au diabéte. Alors que 50% de ces

amputations pourraient étre évitées.

Le consensus international sur le pied diabétique confirme que 40 a 60% des
amputations non traumatiques surviennent chez le diabétique. Il conclut aussi que
85% des amputations sont précédées par une ulcération du pied ,4 ulcération sur 5

survenant apres un traumatisme externe (Grimaldi, 2005).

D’aprés Grimaldi (2005), le taux de récidive des amputations est également élevé
puisque nous considérons que 6 a 30% des amputés auront une seconde amputation

des membres inférieurs dans les 1 & 3 ans suivant la premiére amputation.

Des infections nosocomiales et post-opératoires sont souvent fréquentes chez les
malades hospitalisés. Selon Teague (2005), la résistance de I’héte est souvent le
facteur décisif du développement de I’infection. Parmi les infections nosocomiales,
les infections de plaie chirurgicales occupent la troisieme place, nous avons estimé
que 5 a 12% de tous les patients opérés développent des infection post-opératoires
(Prescott et al., 2002) qui se traduisent souvent par la présence de pus (Pebret,
2003).

La nature de cultures montrent que le taux de culture mono microbiennes est plus
élevé avec un taux de 68,18%, ce résultat est presque équivalent a celui obtenu a
I’hdpital de Kolea par Bounaas et Meddour (2005) qui rapportent un taux de 62% et
a celui obtenu au CHU de Blida par Nakkab (2011) qui a enregistré un taux de

59,15%. Par contre les résultats de Lushiku (2006), ont montré que I’infection du
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pied diabétique est souvent polymicrobiennes et inclut les bacilles & Gram négatif et
positif et les anaérobies, surtout dans les cas chroniques.

Concernant I’analyse bactériologique, notre étude a montré la prédominance des
bacilles a Gram négatif 68,53%, les BGN sont responsables de la majorité des
infections du pied avec une dominance des enterobactéries 55,05% suivi par les
Pseudomonas 12,35%. Ces résultats sont similaires a ceux d’une étude effectué a EPH
de Blida par Nakkab (2011) qui a montré une prédominance des BGN avec un taux
de 57,69%, Ces deux types de bactéries sont surtout retrouvés chez les personnes
diabétiques et hospitalisés, ceci est di a leur transmission directe a partir de
I’environnement ou partir d’autres malades (Avril, 1997). Les bacilles & Gram négatif
sont pathogenes en milieu hospitalier (Laissine, 2000). Concernant les cocci a Gram
positif, elles représentent une fréquence de 31,46% sur les 70 cas prélevés dominés
par Staphylococcus aureus avec un taux de 28,08%. Ces derniers sont probablement
issus des réservoirs naturels de I’homme qui peut développer une infection par sa
propre flore ou étre contaminé par transmission manuportée a I’occasion de soin
(Fauchere et Avril, 2002). Par contre les Streptococcus occupent la deuxiéme
position avec un taux de 3,31%.

Nous avons isolé un taux de 55,05% des entérobactéries a partir des pieds diabétiques,
parmi ces entérobactéries : Proteus sp, E. coli et Klebsiella pneumoniae sont les
especes les plus isolées avec des taux de 12,35%, 7,86%, 6,71% respectivement, selon
Stahl (2006), le pied diabétique se surinfecte essentiellement par ces trois germes
cités précedemment. Les germes les plus frequemment observés dans le pied
diabétique sont les Staphylococcus aureus, Streptococcus de groupe A et B,
Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella et
clostridium (Lushiku, 2006).

Les résultats des Pseudomonas sp, représentent un taux de 12,35%, I’infection par les
bactéries du genre Pseudomonas faisant intervenir essentiellement I’environnement
du patient (Astageneau et al., 1998). Les Pseudomonas aeruginosa representent une

fréquence de 6,74% de I’ensemble des Pseudomonas isolés.

Selon Stahl (2006), Pseudomonas aeruginosa est volontiers isolée apres des

hospitalisations de longue durée.

55



Chapitre 111 Résultats et discussion

Dans le groupe des cocci a Gram positif (CGP) et parmi 89 germes retrouves, les
Staphylococcus aureus été I’espece dominante avec un taux de 28,08%, ce taux est
proche de celui rapporté par une étude effectuée au CHU de Blida (24,56%)
(Semmadi, 2007). Selon Avajjar (2006), les Staphylococcus aureus sont les agents
les plus impliqués dans la suppuration, leur vie commensale associée a la virulence de
certaines espéces explique que ces bactéries représentent une cause majeure

d’infection.

D’aprés Lecornet (2007), 29 a 76% des prélevements bactériologiques sont positifs a
S. aureus. L’infection & S. aureus est souvent d’origine endogene mais la transmission
directe manuportée d’homme a homme est relativement frequente, de méme que la

transmission indirecte par I’environnement contaminé (Astagneau et al., 1998).

Au sein du méme groupe les streptocogques occupent la deuxiéme position avec un
taux de 3,37%. Les travaux de Kernbaum (1990), ont noté que les streptocoques sont

les germes les plus isolés en clinique apres les entérobactéries et les staphylocoques.

Depuis quelgues années, I’émergence de résistances aux antibiotiques a compliqué la
prise en charge des infections bactériennes. Selon Canu et Francois (2001),
I’augmentation de la fréquence d’apparition de souches résistantes est liée aux
conditions d’utilisation des antibiotiques. L’utilisation extensive et abusive des
antibiotiques, I’interruption trop rapide d’un traitement, I’'usage intensif de certains
antibiotiques dans I’alimentation animale sont autant de facteurs qui favorisent
I’émergence de souches resistantes (Canu et al., 2001). D’apres Cavallo et al.
(2004), I’existence et la fréquence des mécanismes de résistance acquise sont la
justification essentielle de la pratique d’un antibiogramme, car en ce qui concerne les

résistances naturelles, la simple identification de I’espéce est suffisante.

Au cours de notre étude les antibiotiques suivants : FLAGYL (500 mg Comprime),
CEFACIDAL 1g/5ml (Lyophilisat et solution pour préparation injectable),
CLAFORAN 0,5g (Poudre et solution pour solution injectable) sont les traitements
probabilistes adaptées en urgence dans le service de diabétologie de I’'EPH de Blida.

Les FLAGYL sont des antibiotiques a large spectre, I’utilisation de ces antibiotiques
est I’un des facteurs majeurs de I’émergence des bactéries multi résistantes.
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L’étude de I’antibiorésistance de différentes souches bactériennes ont montré que ces
bactéries ont développé des mécanismes de résistance, leur conferent une résistance

aux antibiotiques, ce qui pose un probleme majeur dans la thérapeutique.

Les Entérobactéries ont montrés une résistance au p-Lactamines testés avec un taux
de 57,14%, la Gentamycine (CN) été en générale I’antibiotique le plus efficace sur les
entérobactéries avec un taux de sensibilité de 61,22%. Selon Opal et al. (2000), les
entérobactéries ont la capacit¢ de produire des enzymes (les PB-lactamases) qui
inactivent les B-lactamines par ouverture du cycle de B-lactame. Les entérobactéries
sont généralement sensible a I’imipenéme, ce derniers traverse la membrane externe
des BGN par des porines spécifique, il reste donc actif sur les mutants de perméabilite

aux autres B-lactamines (Martin, 2008).

Les 11 souches de proteus ont présenté une résistance élevée a la céfazoline
73.68%.(Céphalosporine de lere génération). Cette résistance est probablement di a
I’hypersécrétion d’une céphalosporinase, une sensibilité vis-a-vis les B-lactamines
(AMC), les Aminosides(GN), quinolones(OFX). D’aprés Goubau et Gompel (2000),
Proteus est la plus souvent sensible a I’Ampicilline, aux Aminosides. Elles sont
aussi sensibles au sulfamide. Ces résultats concordent avec ceux de Diss (2002), les
antibiotiques les plus souvent actifs sont les quinolones, les aminosides et

I’association Triméethoprime-sulfamide.

Les 07 souches d’E. Coli présentent une sensibilité a : la Gentamicine, Imipenéme,
Acide nalidixique, Ofloxacine. D’aprés (Eyquem et al., 2000), E. coli a une
sensibilité naturelle & de nombreux antibiotiques notamment les B-lactamines, les
Aminosides et les quinolones, malheureusement certaines souches apparaissent
résistantes selon Jerom (2007), cette résistance est due a la production d’une

pénicillase naturelle.

La résistance elevée des 07 souches de Morganella morganii aux Amoxicilline+ acide
clavulanique, a la Gentamicine, et a I’association Triméthoprime-sulfamide. Est
probablement due a la production ou la synthése de p-lactamase. D’aprés Goubau et
Van Compel (2000), les espéces indole-positif (Morganella morganii) produisent une

B-lactamase constitutionnelle, responsable de la résistance a I’ Ampicilline.
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Les 08 souches de klebsiella affichent une résistance élevée aux Amoxicilline,
Amoxicilline + acide clavulanique, cefazoline, Selon Freney (2007), les klebsielles
sont naturellement résistantes aux pénicillines des groupes G et A, par contre au
Vaubourdolle (2007), les klebsielles sont sensibles aux céphalosporines.
Une sensibilité élevée a la Gentamycine, D’apres Vaubourdolle (2007), les
klebsielles demeurent sensibles au divers Aminosides.

Les 11 souches de Pseudomonas présentent une résistance élevée aux Ticarcilline,
pipracilline, Ticarcilline +Acide clavulanique, Netilmicine, Aztréonam, Tobramycine.
Par contre Selon Morére et al. (2001), les p-lactamines (Ticarcilline, pipracilline,
Ticarcilline + acide clavulanique, Netilmicine, Aztréonam) activent contre les
bactéries a Gram négatif incluant Pseudomonas aeroginosa. Une sensibilité élevée a
la Gentamicine, d’aprés Lozniewsk et al. (2010), les aminosides tel que la
Gentamicine sont des bactéricides a large spectre agissent sur les bacilles a Gram
négatif comme les Entérobactéries et les Pseudomonas aeroginosa. Mais I’acquisition

de résistance a I’égard de tous ces antibiotiques est frequemment observée.

L’évaluation de I’efficacité des antibiotiques contre les bactéries a Gram positif a
révelé que les streptocoques présentent une sensibilité totale a I’Ampicilline, la
Vancomycine. L’efficacité de la Vancomycine sur les souches de streptococcus sp,
avec une sensibilité totale a été rapportée par Bounaaset Meddour (2005),
Hassenbey et Soum (2006), ainsi. Moins de sensibilité vis-a-vis la Pénicilline,
I’Erythromycine, la Clindamycine, selon Avril et al. (1992), les streptocoques sont

géneralement sensibles aux peénicillines et aux Macrolides.

Une résistance marquée envers la Gentamycine, Tetracycline, Selon Vaubourdolle
(2007), les streptocoques présentent une résistance naturelle aux Aminosides, due au
faite que les aminosides ne traversent tres peu la membrane cytoplasmique (Nauciel,
2000).

Les 25 souches des S.aureus ont présenté une résistance aux -Lactamines avec un taux de

(48%). Jerome (2007), a montré que les souches sauvages de S.aureus sont toutes

résistantes aux f3-lactamines. En outre la résistance acquise de S.aureus aux [ -lactamines

s’explique par deux mécanismes principaux : la production de pénicillinase et la

modification des cibles d’action de ces antibiotiques (Laurant et Loic, 2006). Parmi ces
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25 souches, (88%) ont présenté une résistance a la pénicilline.Cettte résistance selon
Jerome (2007) est due a la production d’une pénicillinase plasmidique, cette pénicillinase

est inductible et se développe tres rappidement dés I’introduction de la pénicilline G.

La kanamycine , La Gentamycine, la chloramphénicol, la Pristinamycine , la vancomycine
, Céfoxitine et I’Oxacilline étaient en générale les antibiotiques les plus efficaces sur les
25 souches isolées de S.aureus avec une sensibilité de 76%, 52%, 88%, 92%, 68%, 68%,
64% respectivement. La voncomycine été en générale le glycopeptide de référence pour

tous les souches de S.aureus isolées.

36% de S.aureus sont des MRSA ((Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), ce taux
est semblable a celui obtenu par Hasseinbey et Soum (2006), Bounaas et Meddour
(2005), ils ont rapporté des taux 26,3% et 31,3%.

Les MRSA sont particuliéres par leur risque élevé de transmission (Lecornet, 2007). Ces
MRSA sont des BMR (bactéries multirésistantes), qui ont I’aptitude de résister rapidement
aux autres antibiotiques (Astagneau et al., 1998).

La résistance a la mehticilline est due a la synthese d’une protéine supplémentaire, la
PLP2a, pour laquelle les B-lactamines n’ont qu’une trés faible affinité, la synthése de cette
protéine est liee a la présence d’un géne chromosomique, le géne mec A, la résistance
conférée touche I’ensemble des B-lactamines, de plus, il existe souvent une coresistance a
d’autres familles d’antibiotiques (macrolides, aminosides, fluroquinolones,..) (Bajolet et
Brasme, 2003).

Certaines souches sont hyperproductrices des pénicillinases et deviennent alors résistantes

a I’oxacilline (méthicilline) (Jerome, 2007).

La résistance a la méthicilline par modification de cible en produisant une nouvelle PLP est

rarement observée au cours des infections communautaire (Laurent et Loic, 2006).

L’isolement de 09 MRSA pose un probleme inquiétant puisque ces BMR sont des germes

types des infections nosocomiales (acquises a I’hopital).

Selon Poyart (2003), les facteurs favorisants les infections aux bactéries multirésistantes
sont liées au terrain (patients fragilisés, immunodéprimés....), aux actes invasifs (cathéters,

sondage....), a la durée d’hospitalisation prolongee, a I’hospitalisation dans des unités de
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soins intensifs au non-respect des régles d’hygiéne par le soignant, et a I’antibiothérapie
prolongée a large spectre.

Selon Astagneau et al. (1998), la dissémination de la multirésistance se fait par
transmission manuportée, le risque de transmission est directement lié a la frequence des

contacts avec les patients porteurs de BMR.

Les infections a staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (MRSA) sont en
augmentation réguliere et posent de plus en plus des probléemes thérapeutiques vu

I’émergence des souches multirésistantes.

Le traitement de choix de ces infections est fondé sur les glycopeptides, Quentin et al.
2001, Bounaas, Meddour (2005), Hasseinbey et Soum (2006). Avaient montré
I’efficacité totale de la vancomycine sur toutes les souches de S.aureus isolées (y compris
les MRSA).

Selon Penz et al. (2010), la Vancomycine est I’antibiotique utilisé dans le traitement de
référence pour les MRSA. De telles souches semblent étre rares mais d’une surveillance
réguliere de résistance des MRSA aux antibiotiques est nécessaire (Mastouri, 2004).

Concernant I’aromatogramme, les résultats obtenus montrent une grande activité
antibactérienne d’huile essentielle de lavandulla angustifolia vis-a-vis les souches de
Staphylococcus aureus, et sur I’ensemble des entérobactéries. Nos résultats sont similaires

a ceux de Miladinovic et al. (2012).

Cette reponse antibactérienne de I’HE de lavandula angustifolia vis a vis les souches
étudiées peut étre expliquée par la présence d’un composant dans I’huile qui inhibe leur
croissance. Plusieurs études ont montré que le linalol inhibe divers bactéries présent dans
la peau notamment Staphylococcus aureus, Sterptococcus et Escherichia coli. (Sokavic et
al., 2010 ; Hui et al., 2010 ; Panahi et al., 2012). En plus la lavande a une action anti-
infectieuse du faite de I’association de L’eugénol et I’acide rosmarinique (Budzynska et
al., 2011).

Des activités bactéricides et bactériostatiques contre les Satphylocoques dorés
méthicillino-sensibles et résistantes sont observées in vitro (Roller et al., 2008). Suite aux
résultats obtenus nous avons signalé une résistance totale des souches de Pseudomonas due

a I’inefficacité de I’huile de lavande sur ces dernieres, contrairement a une étude qui a
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montré que les huiles essentielles de lavande manifeste une activité supérieure aux
antibiotiques conventionnelle envers les Pseudomonas aeruginosa (Miladinovic et al.,
2012).

La principale caracteristique des molécules présentes dans les huiles essentielles est leur
hydrophobicité. Elle permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui provoque une
déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire
(Sikkema et al., 1994). Ces modifications entrainent une fuite d’ions et de composés
intracellulaires (Carson et al., 2002 ; Ultee et al., 2002).

C’est le cas pour notre huile essentielle de lavande qui posséde des composants
hydrophobes ce qui leur permet de séparer les lipides des membranes cellulaires
bactériennes, les rendant ainsi plus perméables. Notons que les Gram- sont plus résistantes
aux antiseptiques que les Gram+ car leur membrane extérieur agit comme une barriére.
(Miladinovic et al., 2012).

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des HEs, il

est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme
unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002).

de fagon genérale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des HES sur

les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de
la force motrice deproton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des
cellules (Davidson, 1997).

Le mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques

des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de
pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induireun changement de conformation de la membrane (Cox
et al., 2000; Carson et al., 2002).

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenesa
aussi été rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les HEs peuvent aussi inhiber
la synthése de I’ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides (Cox et al., 1991).
Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le

thymol etle carvacrol peuvent adhérer a ces bacteries par fixation aux protéines et
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aux lipopolysaccharides pariétales grace a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi
la membrane intérieure plus vulnérable (Dorman et Deans, 2000).
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Conclusion

Le pied diabétique est un sérieux probléme de santé publique majeur a travers le
monde en raison de risque évolutif des plaies vers les amputations fréquentes.
L’infection de pied diabétique est une complication silencieuse de diabete qui doit

faire I’objet d’un bilan précis avant toute décision thérapeutique.

Les résultats d’analyse sur les 70 patients diabétiques, ont montré que plusieurs
facteurs influent sur les infections du pied diabétique : la majorité de sexe masculin
sont plus touchés par rapport au sexe féminin. La tanche d’age comprise entre 45-65

¢tait la plus concernée, et ayant le diabéte de type II était le plus fréquent.

D’apreés cette étude, nous avons constaté que les germes les plus responsables sont les

bacilles a gram négatifs avec une prédominance de cultures mono bactérienne.

L’étude du profil de la résistance des germes isolés montre une grande résistance des
Entérobactéries aux B-lactamines (61,22%), des staphylococcus aureus a la pénicilline
(88 %) et a la tétracycline (72%). Parmi les satphylococcus aureus nous avons 36%
des MRSA (Méthicilin-resistant staphylococcus aureus).

Dés I’utilisation abusive et non contrdlé des antibiotiques une augmentation de
spectre de résistance pour la majorité des bactéries est observées, pour cela nous
avons fait appelle a une autre approche en utilisant des plantes (lavandula

angustifolia).

L’étude de I’activité bactériostatique de I’huile de lavandula angustifolia a montré
que I’huile essentielle de la lavande est active sur toutes les souches isolées a
I’exception de Pseudomonas aeruginosa, dont staphylococcus aureus est I’espéce qui

a présenté le taux le plus élevé de sensibilité (69,5 mm).

Pour conclure, I’huile essentielle de lavande ne peut pas étre utilisée comme
thérapeutique contre les infections profondes mais a son utilité en prophylaxie et en

alternative contre les infections bactériennes résistantes aux antibiotiques.
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Recommandations

Le "pied diabétique" apparait donc comme une pathologie complexe, d'abord difficile,
nécessitant une approche multidisciplinaire et nécessitant la coopération de nombreux acteurs
de santé. Seuls le dépistage et la prévention permettront de diminuer le poids énorme que
représente cette pathologie. Cette prévention passe par des mesures générales et d'autres plus
focalisées sur le pied :

Les mesures genérales et particuliéres :

» L'obtention d'un équilibre glycémique optimal.

» La lutte contre les facteurs associés de risque cardio-vasculaire (tabac,
dyslipidémie, HTA) doit étre engagée précocement.

» La restauration d'un état circulatoire satisfaisant grace aux techniques modernes
de revascularisation est capitale.

» Prendre Soin et I’hygiene des pieds (utilisé de I'eau tieéde et bien sécher aprés
chaque lavage entre les orteils).

A fin d’améliorer ce travail, une étude approfondie sur I’aromatogramme sera necessaire
par I’extraction et étude de principe actif de lavendula angustifolia. Compléter cette étude par
des essaies d’application cutané chez les patients atteint de pied diabétique pour évaluer et
démontrer son effet sur I’évolution de I’infection.
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Annexe I

Tableau 15 : Classification de I’infection des plaies du pied selon le consensus

international sur le pied diabétique.

Grade 1

Pas de symptdme, ni de signe d’infection

Grade2

Atteinte cutanée uniquement (sans atteinte des tissus sous-cutanés, ni

systémique) avec au moins deux des signes suivants :

Chaleur locale

Erytheme supérieur a 0,5-2 cm autour de I’ulcere

Sensibilité locale ou douleur

Tuméfaction locale ou induration

Décharge purulente (sécrétion épaisse, opaque a blanchatre

Ou sanguinolente)

Les autres causes de réaction inflammatoire de la peau doivent étre
éliminées (par exemple: traumatisme, goutte, pied de charcot aigu,

fracture, thrombose, stase veineuse)

Grade3

Erytheme supérieur a 2cm et une des constatations décrites ci-dessus ou

Infection atteignant les structures au-dela de la peau et du tissu sous-

cutane, comme un abces profond, une lymphangite, une ostéite, une

arthrite septique ou une fasciite.

Il ne doit pas y avoir de réponse inflammatoire systémique

Grade 4

Quelle que soit I’infection locale, si présence de signes systemiques

manifestés par au moins deux des caractéristiques suivantes :

Température > 38°C ou <36°C

Fréquence cardiaque supérieur a 90 battements/min
Fréquence respiratoire supérieur a 20 cycles/min
leucocytes>12000 ou <4000/mm?®

10% de formes leucocytaires immatures

(Stahl et al., 2007).
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Tableau 16 : Principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action.

Familles antibiotiques

Mécanismes

Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne

Beta-lactamines
Pénicillines
Céphalosporines
Carbépenemes
Mono lactames

Elles ont une fortes affinité pour des protéines appelant PLP
qui sont des enzymes responsable de la réticulation de
peptidoglycane, constituent essentiel de la paroi bactérienne
en se fixant sur celle-ci elles inhibent le mécanisme
enzymatique, ce qui arréte la synthése de la paroi et des lors,
la multiplication de la bactérie concerne surtout les BGN
(Pebert, 2003).

Glycopeptides
Vancomycines
Teicoplanines

Elle inhibe la synthese du paroi bactérienne par blocage de la
glycopeptides synthétase. Elles ont un effet bactéricide mais
n’agissent que sur les germes a Gram+, surtout les
Staphylocoque (Begue et Astruc, 1999 ; kayser et al., 2008 ;
Reychler, 2008).

Fosfomycines

Elle est un antibiotique naturel (dérive d’acide phosphorique)
dont la structure chimigque na aucune parenté aves les autres
agents antimicrobiens. Elle pénétre dans la bactérie grace a un
systéme du transport glycérophosphate. Elle inhibe la
pyruvyl-transférase, enzyme qui catalyse la synthese de
I’UDP muramyl-pentapeptide matériau de base de
peptidoglycane de la paroi bactérienne (Bustany et Riffaud,
1993).

Antibiotique actif sur les membranes

Polymyxines Ce sont des polypeptides, qui ont des substances basiques
Polymyxines E possédent une structure cyclique et acides gras. Elles se fixent
Colistines sur la membrane bactérienne (en particulier la membrane
externe des BGN) et les désorganisent (Ndiaye, 2005).
Antibiotiques inhibant la synthese protéique
Aminosides Fixation sur la sous unité 30S de ribosome a concentration
Amikacines thérapeutique : inhibent de | élongation de la chaine

Gentamycine
Tobramycines

peptidique en blogquant le complexe d initiations bactéricides
(Laving, 2007).

Tétracyclines

la structure de base de tétracyclines comprend quatre noyaux
cyclique alccolés ils sont des antibiotiques essentiellement
bactériostatique, ils se fixent de fagon réversible sur la sous
unité 30S de ribosome bactérien. Dans une position qui
bloque la fixation de I’ARN, sur le site accepteur de
complexe ARNm-ribosome (Page et al., 1999).
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MACROLIDES
Erythroyicines
Clindamycines
Pristinamycines

Les macrolides présentent un grand noyau lactose auquel se
fixent des sucres. Ces molécules interferentes avec la
synthése protéique des bactéries en se fixent sur une sous
unité de ribosome 50S responsable sur le fonctionnement
normal de la synthése protéique.ils sont efficace sur les
bactéries a Gram —positif aéro-anaérobie et sont peu ou pas
actifs sur les bactéries a Gram négatif

(Féki et al., 2007).

Phénicoles
Chlomphénicol
Thiamphénicole

Ces antibiotiques essentiellement bactériostatiques, ils
agissent en se fixant sur la sous- unité 50S de ribosome
bactérien. deux effets sont observées inhibition de I’ARNm
sur le ribosome en blocage de peptidyl-transférase (inhibition
de | élongation de la chaine peptidique) (Bostany et Riffaud,
1993).

Antibiotiques inhibant la synthése ou la fonction de | ADN

Rifamycines Les Rifamycines inhibent la synthese de d’ARN en se fixant
Rifampicines sur I’ARN polymérase dépendant de I’ADN. Elles sont
Rifapentines bactéricides. (Page et al., 1999).

Rifabutines

Quinlones Inhibent une enzyme bactérienne en occurrence d’ADN

Fluoroquinlones
Acide nalidixique

gyrase, laquelle catalyse I’enroulement en super hélice de
I”’ADN chromosomique, la réplication et la transcription sont
bloqués.les quinolones sont actives contre les BGN
(Graham, 2002).

Nitro-imidazoles

Cette famille possede comme un point commun un noyau de
base, le 5 nitro- imidazole avec différentes substitutions. Les
imidazole ont une activité bactéricides sur la flore anaérobie
par reduction du groupement nitro par des nitro-réductases
bactériennes.il résulte la production de radicaux libres
cytotoxiques pour I’ADN bactérien (Féki et al., 2006).
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Tableau 17 : Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée Api20E.

Tableau de la lecture de la galerie miniaturisée Api 20°

Tests Substrat Caractére recherché Résultats
Négatif Positif
ONPG | Ortho-nitro- Beta-galactosidase Incolore Jaune
phenyl-
galactosidase
ADH Arginine Arginine dé hydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine Lysine décarboxylase
OoDC Ornithine Ornithine
décarboxylase
CIT Citrate de Utilisation de Vert pale /jaune Bleu-vert/vert
sodium citrate
H2S Thiosulfate de Production de H2S Incolore/grisatre Dép6t noir
sodium
URE Urée urease Jaune Rouge/orange
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase Réactif TDA
Jaune | Marron foncé
IND Tryptophane Production d indole Réactif de KOVACS
Jaune \ Anneau rouge
VP Pyruvate de Production d’acétoine VP1+VP2/10min
sodium Incolore Rose/Rouge
GEL Gélatine de Gelatinase Non diffusion Diffusion de
Kohn pigment noir
GLU Glucose
MAN Mannitol
INO Inositol
SROHI: icl‘)\;t;:;):\ose Fermentation /oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Saccharose
MEL Melibiose
AMY Amyglaline
ARA Arabinose

Noter sur la fiche de résultat toutes les réactions spontanées puis révéler les tests
nécessitant I’addition de réactifs :

Test TDA, 1goutte de réactif TDA

Test IND, 1 goutte de réactif Kovacs
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Test VP, 1goutte de réactifs VP1 et VP2,

L’identification est obtenue a partir du profil numérique. Sur la fiche de résultat, les
tests sont séparés par groupes de trois et une valeur 1,20u 4 est indiquée pour chacun
La galerie API20E comportant 20tests, en additionnant a I’intérieur de chaque groupe
les valeurs correspondant a des réactions positives. On obtient 7 chiffres, la réaction
d’oxydase qui constitue le 21éme test est affectée de la valeur 4 lorsqu’elle et
positive.

L’identification est réalisée a partir de la base de données :

A I’aide d’un catalogue analytique : rechercher le profil numérique dans la liste des
profils.

Lecture : A I’aide du logiciel d’identification api web ™ : Entrer manuellement au
clavier le profil numérique a 7 chiffres. Par ailleurs dans certains cas, le profil a 7
chiffres étant insuffisamment discriminant, autres tests complémentaires sont
nécessaires exemple : la Réduction de nitrate en nitrite (NO,) et en Azote (N,) par
I’ajout d’une goutte des réactif NI11, NI2 dans le tube GLU (Brooks et al., 1974).
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Tableau 18 : Liste des antibiotiques utilisés au cours de notre stage.

Entérobacteéries Pseudomonas Streptocoques Staphylocoques
Charge ATB Charge ATB Charge ATB Charge ATB
de de de de
disque disque disque disque
AMC Amoxicilline TIC Ticarcilline P Pénicilline P Pénicilline
10 ug +AcC 10 ug 10 ug 10 pg
clavulanique
AM Amoxicilline CIP Ciprofloxacine AMP Ampicilline OX Oxacilline
10 pg 10 pg 1ug
CN Gentamycine PIP Pipracilline GN Gentamycine FOX
10 pg 10ug
C Chloramphénic | TCC Ticarcilline+Ac E Erythromycine K Kanamycine
ole clavulanique 30pg
SXT Triméthoprime | GN Gentamycine CD Clindamycine CN Gentamycine
+sulfamides 10ug 29 10ug
IMP Imipeneme IMP Imipeneme VA Vancomycine | TE Tétracycline
10pg 10ug 30ug 30ug
Cs colistine NET Netilmicine TE Tétracycline PT Pristinamycine
259 15ug
OFX Ofloxacine CAZ Ceftazidime RIF Rifampicine E Erythromycine
SHg 10ug
NA Acide ATM Aztreonam LEV Levofloxacine | VA Vancomycine
nalidixique 15ug 30ug
FOX cefoxitine TOB Tobramycine SXT Triméthoprime | FA Acide fusidique
10ug 25 ug | +sulfamides
Cz cefazoline CzZ cefazoline C Chloramphénico | CD Clindamycine
30ug 30ug 30ug le 219
CTX cefotaxime TEICO | Teicoplanine
30Hg
SXT Triméthoprime +
259 sulfamides
Rif Rifampicine

5 ug
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Tableau 19 : Les valeures critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI

pour les Entérobactéries :

Antibiotiques testés | Signe | Charg | Diametres critiques CMI critiques (pug/ml)
S edes | (mm)
Disqu | R I S R | S
es
B-Lactamines
Ampicilline AM 10pg |[<13 |14-16 17 | >32 16 <8
Amoxicilline AMC |20/10 (<13 |14-17 (=218 | > 16/8 | <8/4
+Ac.clavulanique Hg 32/16
Céfazoline Cz 30pug [ <19 |20-22 [>23 |>8 4 <2
Cefoxitine FOX |[30ug |[<14 |15-17 |>18 |>32 16 <8
Céfotaxime CTX |30pg [<22 [23-25 [>26 |>4 2 <1
Ceftriaxone CRO |30ng |<19 |20-22 |[>23 (>4 2 <1
Imipéneme IMP | 10pug (<19 |[20-22 |>23 (>4 2 <1
Aminosides
Amikacine AK 0ug <14 |15-16 |=> > 64 32 <16
17
Gentamicine GM 10pg |[<12 |13-14 | > >16 8 <4
15
Quinolones
Ofloxacine OFX | 5ug <12 | 13-15 > >8 <2
16
Ciprofloxacine CIP 5 HUg <15 | 16-20 >21 | >4 2 <1
Autres
Chloramphénicol C 0ug | <12 [13-17 (> >32 16 <8
18
Furanes FT 300pug <14 |15-16 | > >128 |64 <32
17
Fosfomycine FOS |200ug |<12 |13-15 |> > 256 128 <64
16
Acide nalidixique NA 0ug <13 |14-18 |> >32 | ... <16
19
Triméthoprime+ SXT |12572 |<10 |11-15 |> >4/76 | ... <2/38
Sulfaméthoxazolel 3.75u 16
g
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Tableau 20 : Les valeures critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI
pour P.aeruginosa et Acinetobacter sp :

Antibiotiques Signes Charge | Diametres critiques (mm) CMI critiques
testés des (ug/ml)
Disques | R | S R S

B-Lactamines

Ticarcilline | 75ug

P.aeruginosa <14 | ----- >15 >128 <64

Acinetobacter sp <14 15-19 >20 >128 <16

Ticarcilline + TCC 75 /10ug

ac.clavulanique

P.aeruginosa <14 | ----- >15 >128/2 | <64/2

Acinetobacter sp <14 15-19 >20 >128/2 | <16/2

Pipéracilline PIP 100 ug

P.aeruginosa <17 |- >18 >128 <64

Acinetobacter <17 18-20 >21 >128 <16

Ceftadime CAZ 30 ug <14 15-17 >18 >32 <8

Aztreonam ATM 10 pg <15 16-21 >22 >32 <8

Imipeneme IMP 10 ug <13 14-15 >16 >16 <4
Aminosides

Amikacine AK 30 ug <14 15-16 >17 >32 <16

Gentamicine GN 10 pg <12 13-14 >15 >8 <4

Tobramycine ™ 10 ug <12 13-14 >15 >8 <4
Quinolones

Ciprofloxacine CIP 5 Hg <15 16-20 >21 >4 <1

Tetracyclines
Tétracycline TE 30 ug <15 15-18 | >19 >16 <4
Autres

Trimethoprime/ SXT 1.25/23.7 | <10 11-15 | =16 >8/152 | <2/38

Sulfamethoxazole 5ug

Chloramphénicole | C 30 pg <12 13-17 | =18 >32 <8

Rifampicine RIF 30 pg <14 14-18 | =19 >16 <4

Fosfomycine FOS 50 ug <14 | - >14 >32 <32
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Tableau 21 : Les valeures critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI
pour Staphylococcus sp (S. aureus) :

Antibiotiques Signes Charge | Diameétres critiques (mm) CMI critiques
testés des (ug/ml)
Disques
R |1 | S R B

B-Lactamines

Pénicilline P 10 Ul <28 | ------ >29 >0,25 <0,12

Oxacilline OX 1pg <10 11-12 | >13 >4 <2

Céfoxitine FOX 30 ug A N e >22 >8 <4
Aminosides

Gentamicine GM 10 ug <12 13-14 | >15 > 16 <4

Kanamycine K 30 pg <13 14 -17 | >18 >64 <16

Amikacine AK 30 pg <14 15-16 | >17 >64 <16
Macrolides

Erythromycine E 15 pg <13 14-22 | >23 >8 <0,5

Clindamycine CM 2ug <14 15-20 >21 >4 <0,5
Glycopeptides

Vancomycine VA 0pug | | - >15 >32 <4

Teicoplanine TIC 30 pg <10 11-13 >14 >32 <8
Quinolones

Ofloxacine OFX 5ug <14 15-17 >18 >4 <1
Autres

Triméthoprime+ SXT 1.25/23.7 | <10 11-15 >16 >4/76 <2/38

sulfaméthoxazolel 5ug

Rifampicine RIF 5ug <16 17-19 >20 >4 <1

Tétracycline TE 30ug <14 15-18 | >19 >16 <4

Chloramphénicol C 30ug <12 13-17 | >18 >32 <8

Pristinamycine PT 15 ug <19 19-21 | >22 >2 <1

Acide fusidique FA 10 pg <24 | - >24 >1 <1

Fosfomycine** FOS 50 ug <14 | - >14 >32 <32
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Figure 26 : Fiche de renseignement.
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Prélevement du pus

Examen cytologique, bactériologique

v

Examen macroscopique

Couleur, consistance, odeur

v

Examen microscopique

v

'

Etat frais

Etat fixé (coloration
simplebleu de méthyléne)

v

v

Eléments Leucocytaires, Hématies, Germes

Absence de germes

Culture négative

Présence de colonie sur:

v

. / Culture
Culture positive

Gélose Gélose
Nutritive Hektoen

v v

l

!

Gélose
Chapman

Gélose au sang
cuit /frais

'

v

Coloration de Gram

!

Bacilles Gram-

! !

Oxydase+ Oxydase-
Pseudomonas Entérobactéries

! '

Y

Cocci Gram+

!

Cocci Gram+

en amas en chainette
Catalase+ Catalase-
Staphylocoque Streptocoque

A 4

!

Identification biochimique et /ou antigénique+ antibiogramme

Figure 27 : Diagramme de I’examen cytobactériologique de pus.
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Appareillage, verreries, réactifs et solutions.

Buns en Bec

Microscope optique

Ecouvillons stériles

‘_."\\.-:u.w.su‘t‘\ ot

Pipettes Pasteur | Distributeurd’antibiotiq Boites de Peétri
stériles ues

Jarre d’anaérobiose

Pince métallique Anse de platine

Lames et lamelles

Eau physiologique
stérile a 0,9%

] . Eau de Javel
L’huile de Vaseline

[

Eau oxygéné

Violet de Gentiane

Fuschine
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Reactif TDA Reactif Voges- Réactif Voges- Reactif de la Nitrate
Proskauer VPI Proskauer VPII NR1

Disques
d’antibiotique

Bleu de méthylene Réactifs de Kovacs Plasma humaine

Pied a coulisse

Disques d’oxydase

Figure 28 : Appareillage, verreries, réactifs et solutions.
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Milieux

Milieux d’isolement

14

" Gélose Chapmen

Gélose )
Hektoen

Gélose au sang
frais

Gélose nutritive

Milieu
d’enrichissement

Milieu bouillon glucosé tomponné
(BGT)

Milieu bouillon cceur cerveau (BHIB)

Milieu d’antibiogram
me

Gélose Muller Hinton

Gélose Muller Hinton+Sang
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Milieux d’identification

Citrate de Simmons

Virage de l'indicateur de pH au bleu : il y a
eu alcalinisation du milieu et la souche est
citrate de Simmons +.

Recherche de citrate comme
seule source de carbone

Mannitol mobilité

milieu jaune orangé : Mannitol +
La mobilité: Les bactéries tres mobiles
peuvent se déplacer dans la gélose molle

Recherche du :

Mannitol

Mobilite

TSI((Triple Sugar
Iron)

-culot jaune et pente rouge.

-culot et pente jaune.

-Gaz(+): bulle(s) de gaz, milieu
complétement séparé ou soulevé.

-H2S(+) : noircissement

Recherche :

-Fermentation du glucose
seulement.

-Fermentation du glucose et un
des deux autres sucres (lactose
ou saccharose)

-Production de gaz.

- Production de H2S

Figure 29 : Les principaux milieux de culture utilisés.




Tableau 22 : Répartition globale des germes identifiés.
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Germes isolés Nombre Pourcentage
Proteus sp 11 12.35
Proteus mirabilis 6 6.74
Proteus penneri 2 2.24
Esherichia coli 7 7.86
Enterobacter cloaceae 3 3.37
Enterobacter sakazakii 2 2.24
Klebsiella Pneumoniae 6 6.74
Klebsiella ornitholytica 2 2.24
Morganella morganii 7 7.86
Serratia odorifera 3 3.37
P.aeruginosa 6 6.74
Pseudomonas sp 4 4.49
Flavimonashoryzihabitans 1 1.12
Sraphylococcus aureus 25 28.08
Streptococcus sp 3 3.37

Tableau 23 : Profil de I’antibiorésistance chez les Entérobactéries.

Antibiotiques Sensible Résistante
AMC 38,77 61,22
AM 46,93 53,06
CN 61,22 38,77
C 71,42 28,57
SXT 71,42 28,57
IMP 73,46 26,53
CS 63,26 36,73
CTX 46,93 53,06
OFX 71,42 28,57
NA 81,63 18,36
FOX 69,38 30,61
Cz 38,77 61,22
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Tableau 24 : Profil de I’antibiorésistance chez les souches de Pseudomonas.

Antibiotiques Sensible Résistante
TIC 18,18 81,81
PIP 21,27 12,72
CIP 18,18 81,81
TCC 27,27 72,72
GN 81,81 18,18
IMP 36,36 63,63
NET 18,18 81,81
CAZ 21,27 12,72
ATM 27,27 72,72
TOB 18,18 81,81

Tableau 25 : Profil de I’antibiorésistance chez les souches de proteus sp.

Antibiotiques Sensible Résistante
AMC 52,63 47,36
GN 73,68 26,31
IMP 84,21 15,78
Cz 26,31 73,68
CS 26,31 73,68
CTX 68,42 51,57
OFX 73,68 26,31
SXT 73,68 26,31
AN 68,42 51,57
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Tableau 26 : Profil résultats de I’antibiorésistance chez les souches Escherichia coli.

Antibiotiques

Sensible (%)

Résistante (%)

AMC 28,57 71,42
AM 14,28 85,71
CN 57,14 42,85
C 57,14 42,85
SXT 57,14 42,85
IMP 85,71 14,28
CS 85,71 14,28
CTX 42,85 85,71
OFX 85,71 42,85
NA 71,42 28,57
FOX 71,42 28,57

Tableau 27 : Profil I’antibiorésistance chez les souches de Klebsiella.

Antibiotiques Sensible Résistante
AMC 12,5 87,5
AM 50 50
GN 75 25
AK 62,5 37,5
IMP 75 25
C 37,5 62,5
SXT 62,5 37,5
CTX 50 50
OFX 62,5 37,5
CS 50 50
Cz 25 75




Tableau 28 : Profil de I’antibiorésistance chez les souches de Morganella morganii.
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Antibiotiques Sensibile Résistante
AMC 14,28 85,71
CN 14,28 85,71
SXT 14,28 85,71
AN 71,42 28,57
IMP 85,71 14,28
CTX 71,42 28,57
OFX 51,14 42,85
CS 14,28 85,71
CIP 14,28 85,71
Ccz 28,57 71,42

Tableau 29 : Profil de I’antibiorésistance chez les souches des staphylococcus

aureus.
Antibiotiques Sensible Résistante
P 12 88
Ox 64 36
Fox 68 32
K 76 24
CN 52 48
TE 28 72
PT 92 8
E 56 44
VA 68 32
FA 60 40
CD 60 40
TEICO 44 56
SXT 56 44
RIF 56 44
C 88 12
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Tableau 30 : Profil de I’antibiorésistance chez les souches des MRSA.

Antibiotiques Sensible Résistante
nombre Pourcentage nombre Pourcentage

(%) (%)
P 0 0 9 100
K 2 22,22 7 71,77
GN 5 55,55 4 44,44
VA 5 55,55 4 44,44
TEICO 4 44,44 5) 55,55
RIF 7 7,77 2 22,22
FA 1 11,11 8 88,89
SXT 8 88,89 1 11,11
OX 0 0 9 100
FOX 0 0 9 100
E 8 88,89 1 11,11
CD 6 66,66 3 33,33
PT 8 88,89 1 11,11

Tableau 31 : Profil de I’antibiorésistance chez les souches des streptococcus.

Antibiotiques Sensible Résistante
P 66,67 33,33
AMP 100 0

CN 33,33 66,67
E 66,67 33,33
CD 66,67 33,33
VA 100 0

TE 33,33 66,67
RIF 66,67 33,33
LEV 100 0

C 100 0
SXT 66,67 33,33
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