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Abstract

Diabetic foot infections are a major and growing problem in the world with medical, social
and economic consequences. The objectives of this study are the isolation and identification
of the causative organisms and the determination of their resistance profile.

This is a retrospective study of the two years (2016/2017) and two-month of practical
application (February / March 2018) at the Constantine University Military Hospital based on
the interpretation of the results of the antibiograms and medical records from the
Microbiology - Parasitology and Internal Medicine Departments Unit respectively.

Out of a total of 278 samples taken from 146 hospitalized patient 70.86% were considered
positive, of which 72.08% are poly-microbial, the male is the most exposed to diabetic foot
infection.

273 bacterial strains were identified, with prevalence of Gram-negative bacilli with
66.30% followed by Gram-positive cocci with 33.69%.

The distribution by species shows a predominance of Staphylococcus aureus, of which
69% are resistant to methicillin.

Enterobacteriaceae have a high level of resistance to ampicillin, ampicillin clavulanic acid
and cefazoline; high activity for IMP was noted.

For Gram-positive cocci no vancomycin resistance strain was isolated. From the 50 ESBL
strains identified, the most isolated were E.coli by 12 isolates and Klebsiella pneumoniae by
11 isolates.

Antimicrobial resistance is considered a major threat to public health.The main cause of
antimicrobial resistance is the misuse of antibiotics

The respect of the measures of fight against the diffusion of the bacterial resistance is
essential. So knowledge of culture and sensitivity results helps to tailor the choice of
antimicrobial treatment.

In addition to the therapeutic and surveillance means that are included in all diabetic
education programs, special emphasis should be placed on hygiene measures, while at the
same time adopting a healthy and balanced diet and regularly practicing physical activity or
sports are the most important, keys to stabilize blood sugar.

Keywords : diabetes, diabetic foot, diabetic foot infection, antibiotic resistance, Gram
negative bacilli, Gram positive cocci
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Résumé

Parmi les complications du diabete les infections du pied diabétique, constituent un
probleme majeur et croissant dans le monde entrainant des conséquences medicales, sociales
et économiques. Les objectifs de cette étude sont 1’isolement et I’identification des germes en

cause et la détermination de leur profil de résistance.

Il s’agit d’une étude rétrospective des deux années (2016 / 2017) et d’un travail de
paillasse de deux mois (Février / Mars 2018) au niveau de 1’Hopital Militaire régional
universitaire Constantine basé sur I’interprétation des résultats des antibiogrammes et des
dossiers médicaux des archives de I’unité microbiologic — parasitologie et du service de

médecine interne respectivement.

Sur un total de 278 prélévements réalisés a partir de 146 patients hospitalisés 70.86 % ont
été considérés comme positifs dont 72.08 % sont poly-microbiens, le sexe masculin est le plus
exposé a I’infection du pied diabétique. 273 souches bactériennes ont été identifiées, avec
prévalence des bacilles a Gram négatif avec 66.30% suivi par les cocci a Gram positif avec
33.69%.

La répartition par espece montre une prédominance de Staphylococcus aureus, dont 69%

sont résistants a la méticilline.

Les entérobactéries présentent un taux de résistance élevé a I’ampicilline, ampicilline +
acide clavulanique et la céfazoline ; une activité élevée pour I'IMP a été notée. Pour toutes
les cocci a Gram positif aucune souche résistante a la vancomycine n’a été isolée. Sur les 50
souches BLSE identifiées, les plus isolées sont E.coli par 12 isolats et Klebsiella pneumoniae

par 11 isolats.

Les résistances aux antimicrobiens sont considérées comme une menace majeure pour la
santé publique. La principale cause de résistance aux antimicrobiens est l'utilisation abusive
des antibiotiques. Le respect des mesures de lutte contre la diffusion de la résistance
bactérienne s’avere primordiale. Donc la connaissance des resultats relatifs a la culture et a la

sensibilité aide a adapter le choix de traitement antimicrobien.

A cbté des moyens thérapeutiques et de surveillance qui figurent dans tous les programmes
d’éducation diabétique, il y a lieu d’accorder une place privilégiée aux mesures hygiéniques,
parallélement adopter une alimentation saine et équilibrée et pratiquer réguliérement une

activité physique ou sportive qui sont les clés pour stabiliser la glycémie.



Les Mots clés: diabéte, pied diabetique, infection du pied diabétique, résistances aux

antibiotiques, bacilles a Gram négatif, cocci a Gram positif
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Introduction

Le diabéte sucré augmente dans des proportions épidémiques, c’est la seconde cause de
mortalité en Algérie et la cinquiéme dans le monde, il entraine des dommages aux organes
cibles dus a de nombreuses années d'hyperglycémie, et représente un lourd fardeau pour les
soins de santé (Haris et al., 2007).

Parmi les nombreuses complications associeées au diabéte, les problémes liés a la maladie
du pied représentent un probleme clinique important et souvent difficile (Andrew et al.,
2010).

L'ulcération et l'infection du pied diabétique constituent un probleme médical, social et
économique majeur et une cause majeure de morbidité et de mortalité, en particulier dans les
pays en voie de développement (Zubair et al., 2010).

L’infection du pied diabétique représente la cause d’environ un quart des hospitalisations
des patients diabétiques (Senneville, 2008).

Le taux d'amputation des membres inférieurs chez les diabétiques est plus de 40 fois plus
élevé que chez les non diabétiques (Matthew et al., 2003).

Les infections diabétiques du pied sont des problémes de santé publique majeurs et la
connaissance des microbes responsables des infections est utile pour déterminer le bon
traitement antibiotique (Sekhar, 2014).

La connaissance des différents germes infectant les lésions du pied diabétique ainsi que
leurs profils de sensibilités aux antibiotiques est importante afin de permettre une prescription
adaptée d'antibiotiques (Hannat, 2010).

Dans cette optique, notre étude réalisée au niveau de 1’unité de microbiologie-
parasitologie de 1’hopital militaire régional universitaire de Constantine pendant la période
allant du 01 février au 31 mars 2018, met la lumiere sur les objectifs suivants :

L’isolement, I’identification des germes en cause et la détermination de la fréquence des
bactéries infectant les ulcérés et leur profil de sensibilité aux antibiotiques au centre de 1’étude
(HMRUC). Pour atteindre cet objectif une démarche scientifique a été adoptée elle
concerne :

v Echantillonnage
v/ Examen directe et mise en culture
v Identification et antibiogramme
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1. Le diabéte

Le diabéte est defini comme une affection métabolique, caractérisée par une
hyperglycémie (taux de sucre dans le sang trop élevé) liée a une déficience, soit de la
sécrétion, soit de I’action de 1’insuline, ou des deux.

L’insuline est une hormone produite par le pancréas, indispensable a la pénétration du
glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait défaut le taux de sucre augmente dans le
sang (Durand, 2012).

1.1. Diabéte de type 1

Il s'agit d'une maladie auto-immune dans laquelle notre systeme immunitaire produit
des anticorps qui détruisent les cellules béta du pancréas productrices de l'insuline.
(Djigui Diakit, 2007). Il est précédemment connu sous le nom de diabéte insulino-
dépendant ou juveénile, est caractérisé par une production insuffisante d’insuline et exige
une administration quotidienne de cette derniére.

Les symptdmes sont les suivants: excrétion excessive d’urine (polyurie), sensation de
soif (polydipsie), faim constante, perte de poids, altération de la vision et fatigue. Ces

symptémes peuvent apparaitre brutalement (OMS, 2018).

1.2. Le diabéte de type 2
Précédemment appelé diabete non insulino-dépendant ou diabete de la maturité
résulte d’une mauvaise utilisation de I’insuline par ’organisme. Le diabéte de type 2
représente la majorité des diabetes rencontrés dans le monde. Il est en grande partie le
résultat d’une surcharge pondeérale et de la sédentarité.
Récemment encore, ce type de diabéte n’était observé que chez I’adulte mais on le
trouve désormais aussi chez I’enfant (OMS, 2017).

1.3. Le diabéte gestationnel
Est défini par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme un trouble de la
tolérance glucidique conduisant a une hyperglycémie de sévérité variable, débutant ou
diagnostiqué pour la premiére fois pendant la grossesse, quels que soient le traitement

nécessaire et 1’évolution dans le post-partum (Vambergue, 2010)
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2. Epidémiologie de diabete

Le diabéte sucré est un probléme de santé majeur présent partout dans le monde. A
I’échelle mondiale, le nombre de patients diabétiques est en augmentation. En 2001, I’'IDF
évaluait a 177 millions le nombre de patients diabétiques (Fédération international de
diabéte, 2005).

La prévalence mondiale du diabete chez les adultes de plus de 18 ans est passée de
4,7% en 1980 a 8,5% en 2014 (Mathers, 2006 ; Loncard, 2006).

Prés de la moitié des déces dus a I’hyperglycémie surviennent avant 1’age de 70 ans.
L’OMS prévoit qu’en 2030, le diabéte sera la 7°cause de décés dans le monde
(Mathers, 2006 ; Loncard, 2006). Et prévoit une population de 366 millions de
diabétiques pour 2030 (Wild et al., 2004).

En 2001, I’Atlas du diabéte plagait 1’ Arabie Saoudite en téte des pays les plus touchés
avec 19.6% de la population versus 9.6% pour 1’ Algérie (Keddad, 2017).

Le diabete est la seconde cause de mortalité en Algérie et la cinquiéme dans le

monde, le nombre de diabétique en Algérie est passé d’un million de personnes en 1993
a plus de 2.5 millions en 2007 (Keddad, 2017).

3. Complication
La gravité du diabete est liée a I'apparition et au développement de complications
chroniques, qui touchent de nombreux organes.

Les complications a long terme du diabete sont classiquement divisées en deux catégories :

3.1. La microangiopathie
est une atteinte diffuse des petits vaisseaux : artérioles, veinules et capillaires. Elle se
manifeste essentiellement par la rétinopathie, la néphropathie et les neuropathies. L’état
d’hyperglycémie chronique va engendrer des anomalies fonctionnelles, de ces petits

vaisseaux, qui vont progressivement permettre 1’installation des différentes maladies annexes

(Abdelkbir, 2014).

3.2. La macroangiopathie
Il s’agit d’atteintes diffusent des artéres de gros et moyens calibres. Les 1ésions seront a
’origine d’obstructions artérielles qui pourront aboutir a I’ischémie du myocarde, du cerveau

et des membres inférieurs. La macroangiopathie résulte de I’hyperglycémie et de
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I’hyperinsulinémie. L’hyperglycémie provoque les mémes modifications que sur les petits

vaisseaux (Abdelkbir, 2014).

e Le pied diabétique : souvent due & une combinaison de la neuropathie et la maladie
artérielle, peut provoquer ulcére de la peau et une infection, dans les cas graves, la

nécrose et la gangrene. Il s'agit de la cause la plus fréquente d'amputation des adultes

(Abdelkbir, 2014).
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1. Définition du pied diabétique

Le pied diabétique se défini par I’ensemble des lésions cutanées et ostéo-articulaires,
localisées au départ au niveau du pied chez le sujet diabétique. En effet, le pied est une région
a haut risque chez le diabétique, en raison des atteintes vasculaires, neurologiques et
infectieuses qui touchent particulierement les extrémités distales des membres inférieurs (Ait
Lhaj Ou Said, 2014).

On regroupe sous le terme « pied diabétique » D’ensemble des manifestations
pathologiques atteignant le pied et directement en rapport avec la maladie diabétique sous-
jacente (Mathieu, 2014).

Le Consensus international sur le pied diabétique (ou IWGDF : International Working
Group on Diabetic Foot) de 2007 donne la définition suivante du pied diabétique :

Infection, ulcération ou destruction des tissus profonds du pied, associée a une neuropathie
et/ou un artériopathie périphérique des membres inférieurs chez le diabétique.

2. Anatomie du pied diabétique

Le pied est situé a l'extrémité de la jambe, auquel il est relié par la cheville. Il porte le
poids du corps en position debout et permet la locomotion. Il a ainsi un réle d'équilibre,
d'amortissement et de propulsion (El Allali, 2015).

Le pied, cceur périphérique, joue en quelque sorte le role de pompe pour la circulation
veineuse. L’écrasement du talon sur le sol chasse le sang vers la cheville et donne une
impulsion pour le retour du sang vers le ceeur (El Allali, 2015).

La plante du pied est, avec le bout des doigts, la région du corps la plus riche en
terminaisons nerveuses : c'est pour cela qu'on est tellement chatouilleux des pieds. Pour
permettre au cerveau de commander ses mouvements, le pied comprend : 28 os, 16
articulations, 107 ligaments qui tiennent ces derniéres, 20 muscles intrinséques (EI Allali,
2015).
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Figurel : anatomie du pied (Pacome, 2014).

3. Physiopathologie des lésions du pied diabétique

Les troubles trophiques du pied diabétique résultent de trois processus
physiopathologiques :

* la neuropathie périphérique.
» l'artériopathie des membres inférieurs.

* l'infection (Maroselli, 2002).

La neuropathie périphérique et l'artériopathie des membres inférieurs sont deux
complications du diabete. L'infection est un phénoméne qui peut s'y rajouter. L'intervention
de ces trois mécanismes est variable, mais ils sont souvent intriqués (Maroselli, 2002).

3.1. Neuropathie

Selon les études, la neuropathie multiplierait de 8 & 18 fois le risque d’ulcération et de 2 a
15 fois le risque d’amputation. La neuropathie est fortement impliquée dans le mécanisme de
pied diabétique, en association avec une ischémie. La présence ou non d’une neuropathie
détermine le grade de risque podologique (Mathieu, 2014).

3.2. Artériopathie

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

6
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associée a une neuropathie constitue un facteur majeur de risque pour ’apparition des plaies
(Mathieu, 2014).

3.3. Infection du pied diabétique

L’infection est définie par une invasion tissulaire avec multiplication de micro-organismes
entrainant des dégats tissulaires avec ou sans réponse inflammatoire de I’organisme (Stahl,
2006).

Les infections du pied sont une complication majeure du diabete et conduisent finalement
au développement de la gangréne et de I’amputation des membres inférieurs (Raja, 2007).

Dans le cas du pied diabétique, cette infection est en régle secondaire a une plaie cutanée.
Le diagnostic est clinique et non microbiologique puisque la plaie est obligatoirement
colonisée par la flore commensale du patient ou par des espéces bactériennes provenant de
I’environnement ou des flores endogénes du patient (Stahl, 2006).

La présence de bactéries sur une plaie ne signifie donc pas qu’elle soit infectée.
L’infection doit ainsi étre distinguée de la colonisation bactérienne. La colonisation est un
phénomeéne physiologique développé sur toute la peau (Stahl, 2006).

3.3.1. Signes de I’infection

Les Signes évoquant I’infection :

Augmentation du volume de 1’exsudat, induration, erythéme périlésionnel, sensibilité locale
ou douleur, chaleur locale, présence de pus, tissu friable, base de I'ulcére devient humide,
jaunatre ou grise, mauvaise odeur (Ait Lhaj Ou Said, 2014).

Les signes habituels de I’infection peuvent étre atténués chez le diabétique notamment en
cas de neuropathie.

3.3.2. Classification des infections

Plusieurs classifications cliniques orientent la prise en charge du pied diabétique infecté
(Dupard, 2016).

Les infections sont classees en légeres (superficielles et limitées en taille et en profondeur),
modérees (plus profondes ou plus étendues) ou graves (accompagnées de signes systemiques
ou de perturbations métaboliques) (Lipsky et al., 2013).

Il existe également d’autre classification on note

e Classification de I’infection des plaies du pied selon le Consensus International
sur le Pied Diabétique
¢ Classification de I’Université de Texas (UT) voir annexes
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4. Ecologie du pied diabétique

L’infection du pied chez le diabétique est souvent poly-microbiennes incluant les bacilles
a Gram positif, & Gram négatif et les anaérobies, surtout dans les cas chroniques. Méme s’il
est difficile de faire la distinction entre les germes pathogénes et non pathogénes, on peut
noter que Staphylococcus aureus, Streptococcus A et B, Pseudomonas, Acinetobacter,
Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella et Clostridium sont les plus fréquemment observés.

Ces germes peuvent agir en synergie et entrainer une vaste et rapide destruction tissulaire.
Lorsque des bactéries a Gram négatif (Proteus, Pseudomonas, Klebsiella), des entérocoques

et des anaérobies sont mises en causes. Les complications de type nécrose, cellulite ou ostéite
sont plus fréquentes qu’avec une prédominance de Gram positif. La survenue de bactériémies,
rare, est habituellement le fait d’infections du pied particuliérement sévéres, a haut risque
d’amputation (Levanic, 2008). Voir tableau 1
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Tableau 1 : Corrélation clinicobactériologique entre les types de plaies et les germes

impliques et identifiés (Stahl, 2006).
Type de plaie

Plaie superficielle récente

antibiothérapie récente.

sans

Plaie chronique (> 1 mois) ou déja traitée
par antibiotiques.

Plaie  traitée  par
d’évolution défavorable.

céphalosporines

Plaie avec macération.

Plaie > 6 mois, traitement antérieur par
antibiothérapie a large spectre.

Odeur nauséabonde, nécrose, gangrene.

5. Résistance aux antibiotiques

Germes pathogenes

Staphylococcus aureus, streptococcus béta
hémolytique.

Staphylococcus aureus, streptococcus béta
hémolytique, entérobactéries.

Entérocoques.

Pseudomonas.Spp (avec d’autres micro-
organismes).

Polymicrobisme : Cocci a Gram positif
aérobie staphylococcus aureus,
streptococcus béta hémolytique,
Staphylococcus a coagulase négative,
entérocoques, corynébacteéries,
entérobacteries, Pseudomonas.Spp.

Bacilles a Gram négatifs non fermentatifs +
agents fongiques)

Cocci a  Gram  positif  aérobie,
Pseudomonas.Spp, bacilles a Gram négatif
non fermentatifs, anaérobies stricts

5.1. Les bétalactamases a spectre élargi (BLSE)

Les bétalactamases a spectre élargi (BLSE) engendrent une résistance a la majorité des
béta-lactamines. Leur apparition dans les bactéries a Gram négatif et leur dissémination
coincident avec 1’utilisation d’antibiotiques a large spectre tels que les céphalosporines et les
quinolones. Les bactéries productrices de BLSE peuvent occasionner des infections
hospitalieres et communautaires. Les carbapénemes restent les molécules de premier choix
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pour le traitement des infections par les bactéries productrices de BLSE. L’utilisation
rationnelle des antibiotiques pourrait contribuer a ralentir la dissémination des bactéries
productrices de BLSE (Vora, 2009).

L’écologie des bactéries multirésistantes est a prendre en compte :

Les souches de S.aureus isolées de plaies et résistantes a la méticilline (SARM) constituent
actuellement un probléme de premiere importance (Game, 2004 ; Jeffcoate, 2004).

5.2. Staphylococcus aureus résistant a la méticilline SARM

Le SARM est, comme son nom l'indique, résistant a un antibiotique de la classe des
béta-lactamines et de la famille de la pénicilline, la méticilline. Le SARM est aussi résistant a
d'autres antibiotiques béta-lactamines comme I'amoxicilline ou la ceftriaxone. Certains SARM
sont multi-résistants et résistent a quasiment tous les antibiotiques. Cet épuisement des
ressources thérapeutiques est la raison pour laquelle des mesures de prévention doivent étre
mises en place pour éviter la dissémination du SARM. D'aprés I'OMS, une personne infectée
par un SARM a une probabilité 64 % plus élevée de mourir qu'un patient ayant une forme
non-résistante.

6. Antibiothérapie

Le traitement réussi de l'infection dans les pieds des patients atteints de diabéte sucré reste
un défi. Les patients atteints ont souvent de nombreuses autres comorbidités qui affectent non
seulement le choix du traitement antimicrobien approprié, mais empéchent également la
guérison (Andrew et al., 2010). L’objectif de I’antibiothérapie n’est pas de stériliser les
plaies et elle n’améliore pas 1’évolution des plaies non infectées. Lorsqu’une infection a pied
diabétique est diagnostiquée, I’antibiothérapie doit souvent étre prescrite sans délai en raison
du risque d’une évolution rapidement défavorable a tout moment, il s’agit donc dans la
plupart des cas d’une antibiothérapie le plus souvent de type probabiliste (Zanella et al.,
2016). Voir tableau 2, 3

6.1. Voie d’administration

L’administration parentérale doit étre réservée aux infections jugées séveres, en cas
d’artériopathie, lorsque les molécules utilisées ne sont pas administrables par voie orale ou
que D’état du patient est incompatible avec la prise orale. A opposé, les situations
d’infections légéres a modérées pourraient probablement étre traitées par voie orale en
ambulatoire dés lors qu’un suivi médical est possible de fagon rapprochée (Senneville, 2008).

10
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probabiliste (hors ostéite) (Senneville, 2008).

Infection Cible hactérienne Antibiothérapie probabiliste

Plaie infectée SASM cloxacilline ou céfalexine ou amoxicilline/acide elavulanique ou clindamycine,
superficielle ef récente  Streplocoques B-hémolytiques, SARM  pristinamyeine ou linézolide

Plaie infectée SASM oxacilline IV ou C1G IV £ AG, pristinamyeine ou linézolide ou vancomycine

cxlensive superficielle

Streptocoques f-hémolytiques

ol ticoplanine (amoxicilline/acide clavulanique) £ AG £ pristinamycine

el récenle SARM ou linézolide ou vancomycine ou (€icoplanine
Plaie chronique SASM,
Streptocogues [-hémolytigues
RGN, anacrobies, SARM
Sepsis sévire SASM, streptocoques f-hémolytiques [ (pipéracilline/tazobactam) ou (ticarcillinefacide clavulanique) ou ertapénéme]
Choe seplique BGN, anaérobies + AG £ linézolide ou vancomyeine ou ticoplaning imipénéme + (linézolide

SARM
SASM, streptocoques -hémolyliques
RGN, anaérobies, SARM

ou vancomycine ou (éicoplanine) + AG

Tableau 3 : Spectre d’activité des principaux antibiotiques utilisés dans les infections du

pied diabétiques (Stahl, 2006).

Molécules SAMS | SARM | Streptocoques | Entérocoques | Entérobactéries| P aeruginosa | Anaérobies
Oxacilline +++ - 4+ - + - _
Céfalexine
Amoxicilline ++ - S+t =t St s 4+
Ac. clavulanique
Piperacilline - tazobactam ++ - ++t -t +tt 4+ +++
Ticarcilline Ac. clavulanique
Imipénéme ++ - +++ ++ +++ +++ +++
Ertapénéme ++ - +H+ - +++ - +Ht
€16 ++ - 4+ - 4+ - ceftazidime +++ -
Aminosides ++ ++ |-(synergie avec |-(synergie avec +Ht +++ -

BL, GP) BL, GP)
Clindamyine ++ + - - - - ++
Pristinamycine +H+ + +H+ - - - ++
Vancomycine ++ +++ +++ ++ - - -
Teicoplanine
Linézolide ++ St S+t ++ - ++

BL : béta lactamines.

GP : glycopeptide (vancomycine, teicoplanine).
(3G : céphalosporines de 3° génération.

SAMS ; staphylocogue doré méticilline sensible.
SAMR : staphylocogue doré méticilline résistant.
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Chapitre 3 : Etiologie

1. Etiologie
1.1 Cocci a Gram positif

1.1.1. Staphylococcus aureus

Il a ét¢ nommé ainsi par Rosenbach en 1884 en raison de la production de caroténoides
donnant a la bactérie sa pigmentation de surface caractéristique. Staphylococcus aureus est un
germe appartenant au groupe des cocci a Gram positif qui poussent en amas aéro-anaérobies
facultatives. Cette bactéries non productrice de spores mais tres résistante dans les milieux
extérieurs et peut survivre longtemps sur des objets inanimés et secs. Elle résiste aussi
relativement bien a la chaleur, et peu exigeante en culture. Communément appelé
staphylococcus doré, est un staphylocoque a coagulase positive (Couderc, 2015).

e Habitat et pouvoir pathogéne

Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des mugueuses de
I’Homme et de ’animal. L’habitat préférentiel de S.aureus chez I’Homme est la muqueuse
nasale avec 10 a 40% d’individus porteurs de facon permanente (et environ 60% qui
hébergent S.aureus de fagon intermittente) & une densité de 103 & 104CFU/cm? (El-Anzi,
2014).

Bien qu’étant commensal S.aureus est également responsable d’un grand nombre d’infection
chez I’homme notamment des infections cutanées et des infections de la muqueuse (Couderc,
2015). Ces infections peuvent mener a des bactériémies et faire 1’objet de métastases
septiques a I’origine de foyers infectieux profonds (Pilly, 2008).

1.1.2. Streptococcus

Les streptocoques sont définis comme des cocci a Gram positif disposés, le plus souvent
en chainettes qui ont un métabolise anaérobie, cependant la plupart des souches tolérent
I’oxygeéne et peuvent étre cultivées in vitro en atmosphére aérobie, exigeants en nombreux
facteurs de croissance : le sang ajouté aux géloses permet leur multiplication in vitro. Cette
multiplication peut étre favorisée par I’apport de CO, ou par une atmosphere anaérobie
(bouvet, 2013).

e Habitat

Parmi les streptocoques, les especes commensales appartiennent a la flore normale des
mugqueuses de I’homme. Ce sont les streptococcus oraux (commenceau de 1’oro-pharynx) et
les sreptocoques du groupe D (commenceau de I’intestin) (Bouvet, 2013).
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1.1.3. Les entérocoques

Ils appartiennent a un genre différent des streptocoques, bien qu’ils s’en rapprochent par
certains caractéres, notamment 1’aspect morphologique et le métabolisme de type anaérobie.
La présence chez les entérocoques d’un acide teichoique de la paroi porteur de I’antigéne D
les rapproche plus particulierement des streptocoques du groupe D (Bouvet, 2013).

e Habitat Pouvoir pathogéene

De méme que leur présence dans I’intestin de I’homme et des certains animaux, les
entérocoques sont de plus commensaux des mugueuse génito-urinaire (Bouvet, 2013). lls
peuvent étre pathogénes opportunistes et sont alors responsable d’infection urinaires,
d’infections abdominales d’origine intestinale, de septicémies ou d’endocardites a porte
d’entrée urinaire, génitale ou intestinale (Bouvet, 2013).

1.2. Les bacilles a Gram négatif

1.2.1. Klebsiella

Le nom du genre Klebsiella provient du nom du bactériologiste Klebs, 1877 et I’espéce
type dénommeée « pneumobacille » par Friedlander qui I’a décrit comme agent de pneumonies
mortelles pendant la période 1882- 1884. Actuellement, le genre Klebsiella comporte deux
espéces principales: K. oxytoca et K. pneumoniae subdivisée en 3 sous-especes : Klebsiella
pneumoniae subsp.pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis, Klebsiella
pneumoniae subsp. Ozaenae (Kone, 2010 ; Belbel, 2014).

e Généralités sur klebsiella pneumoniae
Il s’agit d’un bacille a Gram négatif toujours immobile et trés souvent capsulé poussant sur
milieu ordinaire en atmosphére aéro-anaérobie, oxydase négative, fermentant le glucose et le
lactose en produisant du gaz, produisant de I’indole et une uréase et fermentant I’acétoine,
réduisant les nitrates en nitrites (Chikhani, 2012 ; Sekhri Arafa et al., 2011)

e Habitat et pouvoir pathogéne

K. pneumoniae subsp. pneumoniae est une espece isolée dans I'environnement a partir
d'échantillons de sol, d'eaux de surface, d'eaux usees, de végétaux, et de muqueuses des
mammiferes, en particulier de la flore fécale. Chez I'homme, cette espéce végete sur la peau,
les muqueuses, les voies respiratoires supeérieures et elle est isolée des selles chez 30 % des
individus. Pour ce qui est des infections nosocomiales, le tube digestif des patients
hospitalisés et les mains du personnel sont les deux sources principales (Belbel, 2014 ; Sekhri
Arafaetal., 2011).

1.2.2. E. coli

Escherichia coli a été décrite pour la premiére fois en 1885 par Theodore Escherich
comme étant Bacterium coli commune (Escherich 1885). Le genre Escherichia appartient, a la
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famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a coloration de Gram négative, a€ro-
anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates. Ces bactéries sont catalase positives
et ne possedent pas d’oxydase, mobile par des flagelles péritriches, non-sporulant, chémio-
organotrophe, fermenteur des sucres, produisant du gaz en glucose (Miszczycha, 2013 ;
Francis, 2005).

e Habitat et Pouvoir pathogene

E. coli est un habitant naturel du tractus intestinal de I'humain et des autres espéces
animales mais est souvent associé a divers désordres intestinaux et extra intestinaux (Francis,
2005). Chez I’homme, la colonisation par E. coli est précoce, et peut étre responsable d’un
nombre varié de pathologie. Toutefois, trois types de syndromes majeurs résultent de
I’infection par de souches E. coli pathogénes : infections urinaires (impliqué dans 80 % des
infections urinaires), les infections digestives (diarrhées, infections hépatobiliaires et autres),
et les méningites néonatales et septicémies (Jaureguy. 2009).

1.2.3. Proteus

Les Proteus spp sont des bacilles a Gram négatif, généralement tres mobiles,
polymorphes, mesurant de 0,4 & 0,8 um de diamétre sur 1,0 ym a 80 um de longueur
(Lamnaouer, 2002).

e Habitat et Pouvoir pathogene

Les espéces du genre Proteus sont largement répandues dans la nature et elles sont isolées
du sol, de I’eau, de I’intestin de I’homme et de nombreuses espéces animales (Lamnaouer,
2002). Actuellement, le genre Proteus rassemble cing espéces (Lamnaouer, 2002) dont 3
especes importantes pour 1’homme, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris et Proteus penneri
(Goubau et Pellegrims, 2000). Proteus mirabilis est I’espéce la plus fréquemment isolée de
prélevements cliniques (Lamnaouer, 2002), apres Escherichia coli, elle est la bactérie la
plus souvent isolée des urines et elle est a I'origine aussi d’infections nosocomiales
(Mahrouki et al., 2009).

1.2.4. Morganella

Le genre Morganella se compose actuellement d’une seule espéce avec deux sous
especes, morganii et sibonii (O'Hara et al., 2000). Morganella morganii est un organisme
facultatif, anaérobique et ne fermente pas le lactose (Sinan Bilgin et al., 2003).

e Habitat et Pouvoir pathogéene

Il se trouve normalement dans le sol, I'eau, les eaux usées, et il fait également partie de
flore fécale de I’homme (Chou et al., 2009). Ce bacille est reconnu comme étant un
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pathogene commun responsable d’infections opportunistes dans les voies respiratoires,
urinaires et aussi les infections des plaies (Kim et al., 2007).

1.2.5. Providencia

Les espéces du genre Providencia sont habituellement considérées comme
commensaux dans le tube digestif (Tribe et Rood, 2002; O’Hara et al., 2000).

e Pouvoir pathogéne

Chez le genre Providencia Certaines espéces (Providencia stuartii et Providencia
alcalifaciens) ont été associées a des infections nosocomiales et sont considérées comme des
pathogenes opportunistes (Tribe et Rood, 2002; O’Hara et al., 2000).

1.2.6. Enterobacter

Les Enterobacter sont des bacilles a Gram négatif généralement mobiles, fermentent ou
non le lactose et ils ont une B-galactosidase (Fauchére et Avril, 2002).

e Habitat et Pouvoir pathogene

Bactéries telluriques, elles sont fréguemment retrouvées dans les eaux de surface, le sol et les
végétaux (Boudjamaa, 2015). Différentes espéces constituent ce genre. Certains n’ont jamais
été associés a des infections humaines. Les especes les plus souvent isolés incluent
Enterobacter cloacae et Enterobacter aerogenes, suivie par Enterobacter sakazakii. Les
espéces du genre Enterobacter, en particulier Enterobacter cloacae et Enterobacter
aerogenes, sont des pathogenes responsables d'infections nosocomiales diverses, y compris la
bactériémie, les infections des voies respiratoires et urinaires, lI'endocardite, les infections
intra-abdominales et ophtalmiques, l'arthrite septique et les ostéomyélites (Fraser et al.,
2010).

1.2.7. Serratia

Toutes les Serratia possedent une gélatinase et une DNAse sauf (S. fonticola) (Denis et
Ploy, 2007). D’une maniére générale, les espéces de ce genre sont isolées des plantes
(Iégumes, champignons, mousses), du tube digestif des rongeurs (40% des petits mammiferes
sauvages sont porteurs de Serratia spp.), des insectes, de 1’eau et du sol (Euzéby, 2003).

e Pouvoir pathogéne

Le genre Serratia comprend maintenant dix especes Serratia marcescens, Serratia
liquefaciens, Serratia proteomaculans, Serratia grimesii, Serratia polmuthica, Serratia
rubidaea, Serratia odorifera, Serratia ficaria, Serratia fonticola, et Serratia entomophila
(Sekhsokh et al., 2007). La principale espéce pathogéne du genre est Serratia marcescens qui
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provoque habituellement des infections nosocomiales. Toutefois, des souches de S.
plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea et S. odorifera ont causé des maladies a travers des
infections (Basilio,J.A. 2009).

1.2.8. Citrobacter freundii

Les Citrobacter freundii sont de bacilles ou de coccobacilles Gram négatif, font partie de
du genre Citrobacter, facultativement anaérobiques, de 0,3 a 1 um de diamétre et de 0,6 a 6
pum de long dont la mobilité est assurée par des flagelles péritriches (Abbott. 2007).

e Habitat et pouvoir pathogéne
Largement distribués dans I'eau, le sol, la nourriture et le tractus intestinal de I'nomme et
des animaux (Basavaraj et al., 2013). Les Citrobacter freundii sont des agents pathogénes
nosocomiaux opportunistes rares (Ryan. 2004), qui entrainent normalement des infections des
voies urinaires, des bactériémies, des sepsis abdominaux et des abces cérébraux ainsi que des
pneumonies et d’autres infections néonatales (Pepperell et al. 2002)

1.3. Bacille non fermentaire

1.3.1. Acinetobacter

Acinetobacter sont des bacilles aérobies a Gram négatif qui appartiennent a la famille des
Neisseriaceae, strictement aérobies, non fermentantes, non motiles, catalase positive, oxydase
négative avec une teneur en ADN G + C de 39% a 47%. (O’donoghe et al., 2012).

e Habitat
IIs sont omniprésents étant donné qu'ils peuvent étre récupérés dans presque tous les
échantillons d'eau de surface et de sol et peuvent survivre sur des surfaces séches jusqu'a un
mois, sont fréquemment transportés par la peau des travailleurs du secteur de la santé,
augmentant la probabilité que des patients soient colonisés et que des équipements médicaux
soient contaminés (Larry et al., 2018).

1.3.2. Pseudomonas aeruginosa

P.aeruginosa est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des
Pseudomonadaceae, bactéries non sporulant de forme droite ou légerement courbée,
pathogéne, ayant un métabolisme oxydatif, non fermentaire, aérobie stricte. C’est une bactérie
mobile grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire (Euzéby, 2011).

e Habitat et pouvoir pathogéne

Bactérie ubiquitaire présente notamment dans le sol et dans les milieux aquatiques, c’est
une bactérie de I’environnement mais peut étre commensal du tube digestif. Pour les sujets en
bonne santé, elle est peu présente, avec seulement 2 a 10 % de porteurs tandis que chez les
sujets hospitalisés ce taux peut atteindre 50 %, voire 60 % sur les plaies de brdlures ou
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d’escarres (Elmeskini, 2011). P.aeruginosa est responsable de 16% des infections
pulmonaires, de 12% des infections du tractus urinaires, de 8% des infections touchant les
grands brulés et de 10% des infections de sangs (bactériémie et /ou septicémie). Cette bactérie
est également une des causes majeures de mortalité et de morbidité chez les personnes
atteintes de mucoviscidose (Rassignol, 2007).

1.4. Cocci a Gram positif

1.4.1. Clostridium

Les Clostridium Spp sont des bacilles sporulés, anaérobies stricts voire aéro-tolérants pour
certaines especes, apparaissant habituellement Gram positif et généralement mobiles.
Certaines especes ne sporulent que trés difficilement comme Clostridium ramosum (Allen,
2018). La coloration de Gram est le plus souvent positive mais il existe de rares exceptions,
certaines espéces pouvant apparaitre Gram négatif ou variable (Robert, 2007).

e Habitat et pouvoir pathogéne

Les bactéries appartenant au genre Clostridium sont largement répandues dans
I'environnement ou elles survivent grace a leurs spores; on les retrouve dans le sol, les eaux,
les sédiments marins, les végétaux et les cadavres d'animaux en decomposition. Certaines
espéces sont rencontrées dans la flore digestive normale des animaux et de I'nomme (103 a
109 bactéries par gramme de selles) (Robert, 2007).

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

17



Materiel et méthodes



Matériel et méthodes

Matériel
1. Centre de I’étude

L’étude a été réalisée a 1’unité de microbiologie —parasitologie de 1’hopital militaire régional
universitaire de Constantine (HMRUC).

2. Durée de I’étude

Il s’agit d’un travail de paillasse de deux mois (1fevrier- 31mars 2018), et d’une étude
rétrospective des deux années 2016 et 2017, basée sur I’interprétation des résultats de
I’examen cytobactériologique du pus a partir des registres et des antibiogrammes des archives
du laboratoire de microbiologie de I’'(HMRUC).

3. Matériel biologique

278 prélévements a visée diagnostique de pus du pied diabétique ont été pris en considération
a partir de 146 patients hospitalisés.

Méthodes
1. Prélevement et transport

1.1. Prelevement de pus pour la recherche de bactéries pathogénes
% Pus superficiel
Réalisation d’un écouvillonnage

Passer un écouvillon stérile de coton sur une surface de 1 cm? dans un mouvement de zigzag
combiné a un mouvement de rotation.

Placer de préférence 1’écouvillon dans un milieu de transport.
% Lésion superficielle fermée

Nettoyer la surface de la lésion avec une solution antiseptique afin d’¢liminer la flore
commensale. Essuyer avec une compresse imbibée d’eau physiologique pour éliminer toute
trace d’antiseptique. Laisser sécher.

Le préléevement peut étre réalisé de 2 fagons

Aspirer le pus au travers de la peau a la seringue avec une aiguille introduite dans le foyer
infectieux et si le volume du prélévement est faible, ajouter quelques gouttes de sérum
physiologique stérile a 1’aiguille.
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Identifier la seringue

Ouvrir la lésion avec la pointe d’un vaccinostyle. Imbiber un écouvillon avec quelques
gouttes de sérum physiologique et prélever la sécrétion

a I’aide de 1’écouvillon

Réaliser 2 écouvillonnages, le premier est destiné pour 1’examen direct et le deuxiéme pour la
culture bactériologique.

% Leésion superficielle ouverte
Enlever le pansement

Nettoyer avec la solution antiseptique le pourtour de la 1ésion a prélever afin d’éliminer la
flore commensale.

Débarrasser la plaie des souillures superficielles avec des compresses stériles humidifiées
avec de I’eau physiologique

Procéder a 1’écouvillonnage de la lésion en essayant de prélever les sécrétions les plus
purulentes et en évitant de contaminer le prélevement par des bactéries colonisant les
alentours de la lésion.

Procéder a I’identique avec un deuxieme écouvillon.
En présence de particules purulentes au bord de la lésion : prélever a la curette.

En cas de traitement antibiotique topique (local) : le traitement sera stoppé 48 heures avant le
prélévement pour éviter les faux résultats.

Le prélevement doit étre acheminé dans 2 heures qui suivent a température ambiante au
laboratoire. Si le transport doit durer plus de 2 heures ou que la prise en charge de I’analyse
est différée, 1’échantillon doit étre transporté dans un milieu de transport (Ramparany, 2016).
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Figure 2 : Aspects de I’infection du pied diabétique

1.2. Examen direct aprés colorations
Deux écouvillons sont préleveés, le premier est servi a la coloration de bleu de méthyléne et le
deuxiéme pour effectuer la culture.

1.2.1. Coloration au bleu de méthylene
Cet examen permet d’observer la nature des éléments cellulaires, leur état et d’observer
éventuellement les bactéries, leurs forme et leurs disposition.

1.2.2. Culture et isolement

Divers milieux sont utilisés qui doivent satisfaire les besoins nutritifs et énergétiques des
bactéries a cultiver (Physiologie-Croissance). En pratique, on a utilisé plusieurs milieux
solides (gélosés) avec une technique particuliére d'ensemencement (isolement orthogonal ou
en cadran) sur Geélose au Sang Cuit incubée sous CO,, Gélose au Sang Frais incubée sous
CO,, Gélose Chapman, Gélose Hecktoen, incubée en aérobiosel8a 24 heures. Voir annexes

2. ldentification

2.1 Coloration de Gram

Coloration de Gram a été réalisée selon la méthode conventionnelle.
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2.2. ldentification biochimique pour entérobactéries
2.2.1. Oxoiud RapiD ONE
% Procédure
Préparation de ’inoculum

-Cultiver les organismes a tester en culture pure et effectuer une coloration de Gram et un test
d’oxydase avant de les utiliser dans le systeme.

-A I’aide d’un porte-coton ou d’une anse d’inoculation, suspendre une quantité suffisante de
croissance bactérienne prélevée sur la boite de culture sur gélose dans le liquide d’inoculation
(2ml) RaiD afin d’obtenir une suspension d’une turbidit¢é comparable a I’échelle de 2
McFarland ou équivalent.

-Mélanger les suspensions de facon homogeéne en utilisant, le cas échéant, un agitateur-
mélangeur vortex.

-Prélever éventuellement une pleine anse de la suspension a tester et inoculer une boite de
culture sur gélose pour en verifier la pureté et effectuer tout test supplémentaire.

-Incuber la boite de culture pendant 18 a 24 heures a une température comprise entre 35 et
37°C (Murray et al., 2007).

Inoculation des plaquettes RapiD ONE

-Retirer la membrane de la plaquette recouvrant le port d’inoculation en tirant vers le haut et
vers la gauche la languette portant la mention « peel to Inoculate »

-A T’aide d’une pipette, transférer doucement 1’intégralité du contenu du tube de liquide
d’inoculation dans I’angle inferieur droit de la plaquette. Reboucher le port d’inoculation en
remettant en place la languette précédemment retirée.

-Apres avoir ajouté la suspension, tout en maintenant la plaquette en contact avec une surface
plane, écarter la plaquette des cavités réactives en plagant a un angle d’environ 45 degrés.

-Alors qu’elle est toujours penchée, agiter doucement la plaquette pour obtenir une
distribution homogene de 1’inoculum le long des déflecteurs arriéres.

-Tout en stabilisant la plaquette en position horizontale, faire basculer doucement la plaquette

vers les cavités réactiver jusqu’a ce que I’inoculum s’y écoule depuis les déflecteurs. Tout
I’inoculum doit s’évacuer de la partie arriére de la plaquette.
-Remettre la plaguette en position horizontale (Murray et al., 2007).
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Incubation des plagquettes RapiD ONE

Mettre & incuber les plaquettes inoculées entre 35 et 37°C dans un incubateur sans CO,
pendant 4 heures. Pour faciliter la manipulation, les plaquettes peuvent étre mises a incuber
dans les boites d’incubation en aggloméré fournies avec le kit (Murray et al., 2007).

Evaluation de plaquettes RapiD ONE

Les plaquettes RapiD ONE contiennent 18 cavités réactives permettant d’enregistrer 19
résultats de tests .la cavité 18 est fonctionnelle ; elle peut accueillir deux tests différents

Les tests bi-fonctionnels sont interprétés une premiére fois avant ’ajout de réactif, ce qui
donne un premier résultat, puis la méme cavité est examinée a nouveau aprés l’ajout de
réactif pour obtenir un second résultat. Un cadre dessiné autour des cavitéesl5 a 17 indique
quels sont les tests nécessitant le réactif RapiD ONE.Le test bi fictionnels 18, qui utilise le
réactif spot indol RapiD ONE, est indiqué par un cadre tracé autour du test nécessitant le
réactif.

-Tout en maintenant fermement la plaquette RapiD ONE sur la paillasse, retirer la membrane
recouvrant les cavités réactives en tirant vers le haut et vers la gauche la languette située en
bas a droite.

-Ajouter deux gouttes de réactif RapiD ONE dans la cavité 15 (PRO) a 17 (PYR).

-Lire et interpréter les résultats des cavités 1 urée (URE) a 18(ADON), de gauche a droite,
conformément au guide d’interprétation .consigner les résultats dans la case du formulaire
prévu a cet effet, en utilisant le code indiqué au-dessus de la barre pour les tests bi
fonctionnels.

- Ajouter deux gouttes de réactif spot indol RapiD ONE dans la cavité n°18(ADON/IND)

-Patienter au moins10 secondes et au plus 2 min pour permettre le développement de la
couleur

-Evaluer le résultat de la cavité n°18 (IND). Consigner les résultats dans la case prévue a cet
effet sur le formulaire de rapport.

-ldentifier le microcode obtenu sur le formulaire de rapport a I’aide ERIC (Murray et al.,
2007).

«» Lecture

\Voir annexes.
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Figure 3 : Galerie Oxouid Rapid One
2.2.2. Galerie API 20°

Dans notre étude nous avons également utilisé les galeries API 205

Préparation de la galerie API 20% selon la méthode conventionnelle. (Voir annexes)

- eesssess

TR

Figure 4 : Galerie API 20°

3. Tests complémentaire

3.1. Recherche de la Catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H20,),
produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H,O et 1/2 O,.

H202 % HzO + 1/2 02

La recherche de la catalase est un test fondamental pour l'identification des bactéries a Gram
positif
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+« Technique en tube a hémolyse

On dépose quelques colonies de la souche a tester dans un tube & hémolyse contenant 0,5 a 1
ml d'eau oxygénée, sur la paroi du tube, a la limite de I'eau oxygénée

% Résultat

-Dégagement gazeux : Production d’O, provenant de la dégradation d’H,0O,, souche
catalase positive.

-Absence de dégagement gazeux : Absence de production d’O, provenant de la
dégradation d’H,0,, souche catalase négative.

Figure 5 : Test de la catalase

3.2. Test d’oxydase

La recherche d'oxydase est une technique d'identification en bactériologie concernant les
bactéries a Gram négatif : la détection de I'enzyme oxydase permet d'orienter la recherche
vers les genres Pseudomonas et vers la famille Vibrionaceae.

« Principe

Le test consiste a mettre en évidence la capacité que possede la bactérie a oxyder un réactif
incolore (la NN-diméthyl-paraphénylene diamine) en un dérivé rose violacé.

% Technique

e Placer un morceau de papier imprégné de la NN-diméthyl-paraphénylene diamine sur une
lame a I’aide d’une pince flambée

e Avec une pipette Pasteur prélever une colonie sur milieu solide et la déposer doucement sur
le papier

«» Résultats

- Si la colonie prend une teinte rose, violette, le germe possede une oxydase : le test est
positif.

- Si la colonie reste incolore, le germe ne possede pas d’oxydase, le test est négatif.
24



Matériel et méthodes

<
R
=
=3
-]
-
=

. OXIDASE

Figure 6 : Test de ’oxydase

3.3. Test de coagulase
Ce test est réalisé pour 1’identification de Staphylococcus aureus (Guillaume, 2004).
% Technique

-Dans un tube a hémolyse stérile, introduire 0,5 ml de plasma oxalaté + 0,5 ml d’une culture
de 18 h de la souche a étudier.

-Placer le mélange a 37°C.

-Des lectures doivent étre effectuées toutes les heures au moins pendant les cing premieres
heures (Guillaume, 2004).

0,

% Lecture
- Coagulation du plasma => Coagulase positive => Staphylococcus aureus.

- Pas de coagulation du plasma => Coagulase négative => Staphylococcus a coagulase
négative (Guillaume, 2004).

Figure 7 : Test de la caogulase
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3.4. Test de I’esculine

La gélose bile-esculine est un milieu destiné a 1’isolement sélectif et a la différenciation des
Streptocoques du groupe D et des Enterococcus qui tolérent la bile et hydrolysent 1’esculine
en glucose et esculétine (esculétine + citrate de fer : coloration noire).

La bile inhibe les bactéries a Gram positif autres que les Streptocoques du groupe D et les
Enterococcus.

L’azide de sodium éventuellement présent inhibe les bactéries a Gram négatif.

HO 0 o
OH
0
& 0 HO Oc=0
HO +
OH HO Z
esculine esculétine

% Technique
Ensemencer la gélose inclinée esculine avec 2 gouttes de suspension de la culture a étudier.

Incuber 24h a 37°C.

% Lecture
Culture ou absence de culture
Culture : résistance a la bile, orientation vers les Streptocoques du groupe D et le
genre Enterococcus.
Absence de culture : sensibilité a la bile, orientation vers d’autres genres bactériens.

- coloration noire : hydrolyse de I’esculine et production d’esculétine qui réagit avec le fer

- absence de coloration noire : absence de production d’esculétine donc souche esculinase
négative.
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Figure 8 : Test de I’esculine
3.5. Le milieu TSI
% Principe

La gélose TSI est utilisée pour ’identification présomptive des entérobactéries basée sur la
fermentation du glucose, du lactose, du saccharose et sur la production de gaz et d’H,S.

+ Technique

Effectuer des subcultures a partir de colonies suspectes par pigQre centrale et stries sur la
pente de la gélose. Laisser les bouchons légérement dévisses. Incuber 24 a 48 heures a 35-
37°C.

% Lecture
Le milieu de départ est translucide et rouge.
Rouge : pas de fermentation, la bactérie est aérobie

Jaune : une fermentation s’est produite ; de 1’acide a été produit, la bactérie est anaérobie
facultative.

Gaz formé : dd a une fermentation

Couleur noire : H,S a été produit.
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Figure 9 : Test de TSI

3.6. Antibiogramme par diffusion des disques

L’antibiogramme est réalisé selon la méthode préconisée par le CLSI (Clinical Laboratory
Standarisation Institute).

+«+ Milieu pour antibiogramme
Le milieu Mueller- Hinton (MH) doit étre coulé en boite de Pétri sur une épaisseur de 4 mm.
Les géloses doivent étre séchées avant I’emploi (Rahal et al., 2014).

¢ Préparation de ’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 a 24 h 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. et d’Haemophilus spp. Utiliser un écouvillon pour prélever plus
facilement les colonies bactériennes.

Bien décharger I’anse ou 1’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5 MF ou a
une D.O de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm. L’utilisation d’un densitométre est fortement
souhaitable (Rahal et al., 2014).

% Ensemencement
-Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.

-L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube, afin de
décharger au maximum.

-Frotter 1’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées.



Matériel et méthodes

-Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

-Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’écouvillon a
chaque fois (Rahal et al., 2014).

%+ Application des disques d’antibiotiques

-1l est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotique sur une boite de Pétri de 90
mm.

-Pour les bactéries exigeantes (Streptococcus spp., Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Haemophilus spp ....), ne pas mettre plus de 4 disques par boite de 90 mm.

-Presser chaque disque d’antibiotique a 1’aide de pinces bactériologiques stériles et ne pas
déplacer les disques apres application (Rahal et al., 2014).

«* Conditions d’incubation

Respecter la température, 1’atmosphére et la durée d’incubation recommandée pour chaque
bactérie (Rahal et al., 2014).

% Lecture
-Mésurer avec précision les diametres des zones d’inhibition a 1’aide de 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.

-Pour les bactéries testées sur Mueller-Hinton au sang, les mesures de diamétre de zones
d’inhibition seront prises, boite de Pétri ouverte et bien éclairée.

-Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes.

-Classer la bactérie dans I'une des catégories Résistant (R), Sensible (S) ou Intermédiaire (I).
(Rahal et al., 2014).
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Figure 10: Antibiogramme réalisé pour Pseudomonas aeruginosa

4. Méthodes de détection de la BLSE

4.1. Définition d’une BSLE

Les BSLE désignent des enzymes « p-lactamases » produits par les entérobactéries
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter Spp. Entrainant une diminution de 1’activité des
céphalosporines de 3émé génération (C3G) (céfotaxime, céftriaxone, céftazidime ou céftiofur
pour les vétérinaires) et des monobactames (aztréonam), mais n’ayant aucune activité vis-a-
vis des céphamycines (céfoxitine, moxalactam) ni des carbapénémes (imipénéme) (Rahal et
al., 2014).

Figure 11 : Aspect en bouchon en champagne des BLSE

4.2. Test de synergie

Les BLSE dérivées des enzymes de classe A (ambler) sont inhibées par les inhibiteurs de f-
lactamases (acide clavulanique, sulbactam et tazobactam) (Rahal et al., 2014).
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4.2.1. Chez les entérobactéries
% Technique

La recherche de BLSE se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme en déposant
un disque d’amoxicilline + acide clavulanique (AMC20/10pg) @ 30mm centre a centre d’un
disque de C3G [CTX (30pg)]. Incuber 18H a 35°C.

Le teste de synergie doit étre fait selon les mémes conditions standard de I’antibiogramme en
déposant un disque d’AMC a 30mm centre a centre d’un disque de CAZ, CTX ou CRO et
ATM (Rahal et al., 2014).

«+ Lecture

La production d’enzyme peut se traduire par ’apparition d’une image de synergie entre les
disques :

-AMC et CTX (AMC et TIO)
-AMC et CAZ

-AMC et ATM.

Figure 12 : Test de synergie

4.2.2. Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter Spp.
La détection est plus difficile en raison de I’association avec d’autres mécanismes de
résistance tels : hyperproduction de céphalosporinase (Rahal et al., 2014).

+« Technique

La recherche de la BLSE se fait dans les conditions standards de I’antibiogramme en déposant
un disque de ticarcillinet+acide clavulanique (TCC 75/10pg) a 30mm (centre a centre) d’un
disque de C3G : céftazidime (CAZ 30ug), aztréonam (ATM 30ug), céfépime (FEP 30ug)
(Rahal et al., 2014).
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% Incubation
Incuber 18 H a 35°C
% Lecture
Le test est positif s’il y a apparition d’une image synergie entre les disques :
-TCC et CAZ
-TCC et ATM

-TCC et FEP (Rahal et al., 2014).
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1. Profil clinique

1.1. Répartition des patients selon les tranches d’age
L’age moyen de nos patients était de 65 ans.
La répartition des malades, représentée par la figurel3, montre une prédominance des classes

d'age de [60-70[ans et [70-80[ans. Ces classes d'age correspondent respectivement a 33.56 %
et 24.65 % de la population étudiée.
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Figure 13 : Répartition des patients selon les tranches d’Age n= 146

1.2. Répartition des patients selon le sexe

La majorité de nos patients sont de sexe masculin, soit 86% contre 14% de sexe féminin.

Le sexe ratio est 5.95.
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B Homme

Femme

Figure 14: Répartition des patients selon le sexe n= 146

1.3. Répartition selon la durée d’Hospitalisation

La moitié de nos malades étaient hospitalisés pendant une durée médiane d’un mois
avec des extrémes de 4 a 240 jours.

1.4. Répartition selon le type du diabete

Les diabétiques de type 2 représentaient par 54 patients de notre effectif, Contre 11patients de
type 1, avec manque d’information concernant le type de diabéte chez 64 patients. 17
dossiers médicaux non documentés regroupés sous manquants.
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Type de diabéte 1
Type de diabéte 2

B manquant

Figure 15 : Répartition des patients selon le type du diabete n= 146

1.5. Répartition selon I’ancienneté du diabete

Les complications dégénératives du diabéte font souvent la gravité de cette maladie et elles
révelent surtout d’une évolution prolongée de celle-ci.

Les patients dont I’ancienneté reste inconnue sont les prédominants, suivis de ceux dont
I’atteinte par le diabéte remonte a [20-25[ans ; suivis par les diabétiques de [10-15[ans.

35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00% ® Ancienneté du diabéte
10,00%

5,00%

0,00%

3
=
=
=]
[8)
=

Figure 16 : Répartition des patients selon I’ancienneté du diabéte n= 146
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1.6. Repartition selon le type du traitement médical instauré

Parmi 146 patients 86 étaient sous insuline, 28 patients étaient sous antidiabétiques oraux
(ADO), 15 patients étaient sous traitement mixte (Insuline et ADO), alors que 17 patients,
leurs dossiers médicaux sont non documentes.

M nsuline WMADO M mixte manguant

Figure 17 : Répartition des patients selon le type du traitement médical suivi n= 146

1.7. Répartition selon le pied atteint

Dans notre étude la 1ésion était localisée au niveau du pied droit chez 62 patients alors qu’elle
était localisée au niveau du pied gauche chez 46 patients. Il est a noter une atteinte bilatérale
chez 9 cas, avec manque d’information concernant le pied atteint chez 12 patients, en plus 17
dossiers médicaux sans documentation regroupés sous inconnus.

M Droit
W Gauche
Bilatérale

M inconnu

Figure 18 : Répartition selon le pied atteint n= 146

1.8. Reépartition des patients selon le type et le siége de la lésion

Le tableau suivant illustre le nombre de cas des différentes localisations des lésions chez nos
patients. La majorité des Iésions étaient localisées au niveau des orteils et 1’avant pied.
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Tableau 4 : Niveaux des lésions chez les patients

Siége de lésion Nombre de cas

1*" Orteil (gros) 25
2°™ Orteil 14
3°™ Orteil 10
4°™ Orteil 17
5°™ Orteil 15
Moignon (pied amputeé) 17
Avant pied 25
Espace inter 1
Plante du pied 7
Dos du pied 9
Mal perforant plantaire 10
Talon 10
Jambe 3
Face dorsale 2

1.9. Répartition selon la présence d’antécédent d’amputation

Sur 146 patients 52 ont eu au moins un antécédent d’amputation, contre 74 patients non
amputés ; avec manque d’information de 3 cas. 17 dossiers médicaux non documentés.
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M Qui
Non

H manquante

Figure 19 : Répartition des patients selon la présence d’antécédent d’amputation n= 146

1.10. Répartitions des patients selon le type et nature d’amputation

Parmi 146 patient 33 ont subi une amputation majeure (amputation de jambe et cuisse), alors
que 19 patients ont subi une amputation mineure.77 cas présentés un manque d’information,
en plus de 17 dossiers non documentés I’ensemble (94 cas) a été regroupés sous la nature
d’amputation manquante équivalent a 64,38%.

B Majeure
Mineure

B manquante

Figure 20 : Répartitions des patients selon le type d’amputation n= 146
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2. Profil bactériologique

2.1. Répartition des cultures

Sur 278 prélevements réalisés, 197(70,86%) sont positifs et 15(5.39%) prélévements sont
négatifs.

Prélevement positif
59 H Prélévement négatif
Culture contaminée

W BGP

Mangquant

Figure 21 : Répartition des cultures n= 278

2.2. Répartition des prélevements selon le caractere poly ou mono-bactérien
de la flore identifiée

Parmi 197 prélévements positifs ; 142 de nos prélevements (72,08%) sont mono-bactériens
contre 55 sont poly-bactériens.

B Poly-bactériénne

72% Mono-bactérienne

Figure 22: Répartition selon le caractere poly ou mono-bactérien de la flore identifiée

n=197
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2.3. Répartition des souches en fonction de la nature de la flore
bactérienne identifiée

Parmi 273 germes identifiés ; les bacilles a Gram négatif (BGN) prédominaient avec 181
(66.30%) contre 92 (33.69%) cocci a Gram Positif.

M Bacille a Gram Négatif ™ Cocci a Gram Positif

Figure 23 : Répartition selon la nature de la flore bactérienne identifiée n= 273

2.4. Répartition des prélevements du pied diabétique en fonction des
souches bactériennes identifiées

Le tableau ci-dessous montre la répartition des principales souches bactériennes par ordre
décroissant. Chez les bacilles a Gram négatif. Proteus mirabilis est en téte de liste avec
14,65%, suivi d’Escherichia coli avec 9.52%. Les cocci & Gram positif sont prédominées par
Staphylococcus aureus a 17,94%, suivi d’Enterococcus Spp avec 9,15%

Tableau 5 : Répartition des prélevements du pied diabétique en fonction des souches
bactériennes n =273
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Forme et Gram Souche bactérienne Nombre et Pourcentage
Proteus mirabilis 40 (14,65%)
Escherichia coli 26 (9,52%)
Proteus vulgaris 21 (7,69%)
Klebsiella pneumoniae 20(7,32%)
Pseudomonas aeruginosa 16 (5,86%)
Enterobacter cloacae 15 (5,49%)
Morganella morganii 9(3,29%)
Citrobacter freundii 6 (2,19%)
Serratia marcescens 4 (1,46%)
Bacilles Gram Négatif Citrobacter diversus 4 (1,46%)
Enterobacter spp. 3(1,09%)
Providencia rettgeri 3(1,09%)
Klebsiella oxytoca 2(0,73%)
Proteus spp. 2(0,73%)
Citrobacter spp. 2(0,73%)
Acinetobacter spp. 2(0,73%)
Serratia liquefaciens 2(0,73%)
Entérobactérie 2(0,73%)
Acinetobacter calcoaceticus 1(0,36%)
Providencia stuartii 1(0,36%)
Staphylococcus aureus 49 (17,94%)
Enterococcus spp. 25 (9,15%)
Cocci Gram Positif Staphylococcus Coagulase Négatif 15 (5,49%)
Streptococcus groupe B 2(0,73%)
Streptococcus Non Groupable 1(0,36%)
Total 273 (100%)

2.5. Profil de résistance des Staphylooccus aureus

PROFILSENSIBLE
31%

Figure 24 : Profil de résistance des staphylooccus aureus n= 49

Sur I’ensemble des souches de staphylococcus aureus isolées, (49) 69% présentaient le
phénotype de résistance MRSA (staphylococcus aureus résistant a la méthicilline).
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2.6. Profil de résistance des bacilles non fermentaires

m Multi-résistant

M Penicilinase
68%

Sauvage

Figure 25 : Profil de résistance des bacilles non fermentaires n=19

Sur ’ensemble des isolats des bacilles non fermentaires : 68% présentent un phénotype
sensible, les souches pénicillinases et multi résistantes sont a part égale (16%).

2.7. Profil de résistance des entérobactéries aux p —lactamines

L’analyse phénotypique des souches des entérobactéries isolées montre six phénotypes de
résistance aux [B-lactamines dont 37 % de souches sauvages sont représentées. Les BLSE
dominent dans 31% des cas, suivi de celui de PBN dans 14% ,10% du PHN ,6% de CBN,
2% de CHN.
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3.1d

>

B SAUVAGE EBISE mPBN EPHN EWCBN ®mCHN

2%

BLSE= Béta lactames a spectre élargie CHN= Céphalosporinase de haut niveau
CBN= Céphalosporinase de bas niveau PBN= Pénicillinase de bas niveau

PHN= Pénicillinase de haut niveau

Figure 26 : Profil de résistance des entérobactéries aux f —lactamines n= 162

entification macroscopique

L’aspect macroscopique des colonies observées sur milieux de culture :

Proteus mirabilis et Proteus vulgaris peuvent envahir la surface du milieu en formant
des ondes concentriques (culture en nappe) a partir du point d’inoculation, présentent
une odeur désagréable caractéristique.

Klepsiella pneuminiae et Klepsiella oxytoca : grosse colonies lactose positive,
bombées, muqueuse, lissent parfois filante a I’anse de platines d’un diametre de 3 a 4
mm en 18 &4 24H a 37C°

E coli : les colonies sont de forme circulaire de taille irréguliere de couleur blanc
opaque 1’¢élévation est bossue surface brillante la consistance est gluante.
Streptococcus : caractere de culture

e Aspect sur gélose ordinant : petit colonies translucides aux diametres variables
e Sur gélose au sang : la présence de colonies de certains streptococcus Se traduit
par un halo : c’est le caractére hémolytiqu (2 types)
Alpha : halo verdatre
Beta : halo claire.
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>

>

Staphylococcus : donne sur gelose des colonies rondes lisses blanche (staphylococcus
blanc) ou doré des colonies opaques atteignent 2 a 3 mm de diametre.

Pseudomonas aeruginosa : les colonies sont facilement distinctives grace a la
production de la pyocyanine, un pigment bleu-vert diffusible dans le milieu
extracellulaire

4. ldentification microscopique

Apres coloration, 1’observation sous microscope permet d’obtenir les résultats suivants :

>
>

Citrobacter : bacilles droits

Proteus : bacille a Gram négative de 2 a 3um de long sur 0.6 de large tres
polymorphe, ils peuvent prendre des formes longues et filamenteuses ou petits bacilles
droits dans des cultures jeunes.

Staphylococcus : pésente comme des cocci de 0.1 a 14mm isolé, en diplocoque ou en
amas (grappe de raisin) dépourvue de spore .

Klebsiella pneumoniae: dimension comparable a celle d’E coli (0.3 a 10um de
diamétre sur 0.6 & 6um de longueur) trés souvent encapsulé.

Pseudomonas aerogenosa : bacille a Gram négative de forme batonnet de 0.5 a 0.8um
de diametre sur 1 a 3um de long, dépourvue de spore.

Enterococcus : sont des cocci Gram positive se prouvent sous forme de chainettes
Streptococcus : cocci Gram positive de 0.5 a lpm de diamétre présentant un
groupement en diplocoque (2 coques) ou en chainettes de longueur variable dépourvue
de spore et rarement capsulé

Acenitobacter : bacille cocoide généralement en diplocoque ou diplobacille a Gram
négative.

E.coli : bacilles a Gram négatif droits a bout arrondi, mesurant 0.3 a 1 pm de diametre
sur 1 a 6 um de long, non sporulés, parfois capsulés, ils possedent une ciliature
péritriche pour les espéces mobiles.

Corynebacterium : bacilles a Gram positif, immobile, sans spore ni capsule. Il est
Iégerement incurvé, avec des extrémités arrondies, en masse et donne des groupements
caractéristiques en paquets d’épingles, en palissades.

Pseudomonas aeruginosa : bacille a gram négatif, non sporulant de forme droite ou
légérement courbée.ll mesure de 1 a 5 um de long et de 0.5 a 1 um de large, mobile
grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire.

5. Identification biochimique

5.1 Test de ’oxydase

En fonction de I’apparition de la coloration on a :
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Enterobactéries (oxydase négative).

Acinetobacter (oxydase négative).

Pseudomonas aerugenosa (oxydase positive).
5.2 Test de catalase

Enterobactérie (catalase positive).

Staphylococccus aureus (catalase positive).

Streptococcus Spp (catalase négative).

5.3 Test de caogulase

Sraphylococcus aureus : (coagulase positive).
Staphylococcus a coagulase négative (blanc) : (coagulase négative)

5.4 Test de I’esculine

Enterococcus (esculine positive).

5.5 Milieu T.S.1

Bacilles non fermentaires (Pseudomonas /Acinetobacter) pas de fermentation des sucres
(glucose, lactose, saccharosse)

Entérobacteries  fermentation des sucres (glucose, lactose, saccharosse) avec
production de gaz et de I’H,S chez certaines espéces.

Tableau 6 : Identification présomptive des entérobactéries basée sur la fermentation
des sucres

la souche Culot Pente Gaz Production
d’H,S
E.coli Jaune Jaune + -
P.mirabilis Jaune / + +
P.vulgaris Jaune Jaune + +
K.pneumoniae | Jaune Jaune + -
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6. Galeries biochimiques

L’étude des réactions biochimiques nous permet 1’identification de différentes especes

Tableau 7 : caractére biochimpique des entérobacteries

e | 2 ?é; % é g |3 %

ARHERRHREEIHREIEEIRE
Escherichia coli |+ |+ O ®] YV + |V
Citrobacter freundii + | V[+]|V ()| + + [ V[ +
Citrobacter diversus + | V| + + | + + | V]| +
Klebsiella pneumoniae + | + + + + 0+ 10
Klebsiella oxytoca RSN + + 1+ 10
Enterobacter cloacae t @+ ] -] ¢ + 1+ |0
Serratia marcescens + - | + | - [ - + |+ [ ()
Proteus mirabilis + 0 v . (] +
Proteus vulgaris + () . + |+ 8
Providencia retigeri @66 + RS HNG)
Providencia stuartii (+) () ) i QLV]I+]0
Providencia alcalifaciens + + o
Morganella morganii C EEIIEEEE KRR | =] o | o | #

Dans notre étude 197 antibiogrammes ont été analysés a partir d’un travail de paillasse
de deux mois et de la consultation des registres du premier février au 31 mars de I’année en
cours.

7. Profil de résistance des entérobactéries

D’une fagon générale nous assistons a des taux de résistance élevée pour les [3-
lactamines ampicilline (AMP) 88.88%, la TIC 59.87%, le cefotaxime (CTX) (marqueur de
BLSE) 30.36%, le céfazolin (CZ) 72.83%, amoxicilline+ acide clavulanique (AMC) 73.45%),
1.34% a I’'IPM. Pour les aminosides 32.09% résistent a la gentamycine (GEN). Concernant
les fluoroquinolones les entérobactéries résistent a la ciprofloxacine (CIP) dans 29.62% de
cas et 51.85% sont résistants a la colistine (CT).
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Tableau 8 : Profil de résistance des entérobactéries n= 162

ATB R + 1 S
Nombre (% ) nombre (%)
AMP 144 88,88% 18 11,11%
AMC 119 73.45% 43 26.54%
TIC 97 59.87% 65 40,12%
cZ 118 72.83% 44 27.16%
CTX 50 30,86% 112 69,13%
IPM 2 1.34% 160 98.76%
GEN 52 32.09% 110 67.90%
CIP 48 29.62% 114 70.37%
CT 84 51.85% 78 48.14%

7.1. Profil de résistance des souches isolées de Proteus mirabilis
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Figure 27 : Profil de résistance de Proteus mirabilis n= 40

Les souches de Proteus mirabilis présentent le taux d’isolement le plus important. Une
résistance naturelle totale a 100% a la CT est observée, un taux de résistance de 65% a
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I’AMP, TIC 52.5%, 37.5% AMC et CZ, 30% a la GEN, 60% a OFX, 42.50% a la CIP,
52.5% pour le C. Une faible résistance au CTX a 15%. L’IPM garde une activité totale sur les
souches de Proteus mirabilis.

7.2. Profil de résistance des souches d’E.coli
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Figure 28 : Profil de résistance d’E.coli n= 26

La figure ci-dessus indique que les souches identifiées dans notre étude présentent un taux
de résistance élevé a I’AMP 84.61%, TIC a 84.61%, un taux de résistance assez faible pour
AMC 53.84%, CTX 46.15%. Pour les fluoroquinolones 73.09% des souches isolées sont
résistantes a I’ofloxacine (OFX) et 57.09% a la CIP. Une sensibilité élevée est notée pour la
GEN 73.07%, CT 100%, le chloramphénicol(C) 84.61%, et enfin IPM 96.15%.

7.3. Profil de résistance des souches de Proteus vulgaris
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Figure 29 : Profil de résistance de Proteus vulgaris n= 21
48



Résultats

La figure ci-dessus montre que les Protus vulgaris présentent une résistance totale a
I’AMP, CZ, AMC, CT (résistance naturelle). Une sensibilité €élevée pour la CTX 95.23%,
GEN 90.47%, CIP 90.47%, C 85.71%, et une sensibilité totale a I’'IPM etTIC.

7.4. Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae
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Figure 30 : Profil de résistance de Klebsiella pneumoniae n= 20

La figure ci-dessus montre une résistance totale 100% a I’AMP et la TIC (résistance
naturelle). Un taux de résistance élevé de 85% pour ’AMC et CZ, CTX & 55%(marqueur de
BLSE). On note également une sensibilité élevée vis-a-vis de I’OFX 75%, la CIP 70%, GEN
60% et une résistance nulle pour I’'TPM, C et la CT.

7.5. Profil de résistance des souches isolées d’Enterobacter cloacae
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Figure 31 : Profil de résistance d’Enterobacter cloacae n= 15
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La figure ci-dessus indique que les souches d’enterobacter cloacae résistent a 100%
I’AMP, CZ et I’AMC, 53.33% pour Le C et la CTX (marqueur de BLSE). Sensible a 100% a
la CT, IPM. En revanche elles présentent une grande sensibilité vis-a-vis de ’OFX 93.33%
et la GEN 86.66%.

7.6. Profil de résistance des souches isolées de Morganella morganii

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

M Résistant

B Sensible

o O A C
v@qv@ <§ (')’é"\‘g®(§o<€\‘é<§ &

Figure 32 : Profil de résistance de Morganella morganii n=9

La figure ci-dessus montre que les souches isolées de Morganella morganii présentent
une résistance totale a AMP, AMC, CZ, également une résistance a la TIC, elles présentent
donc une CBN naturelle. Une grande sensibilité vis-a-vis de CTX 88.88%, CIP 77.77%, OFX
66.66% et une grande activité a 100% concernant IPM et GEN.
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7.7. Profil de résistance des souches isolées de Citrobacter freundii

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% A
20% A
10% -

0% -

AMP AMC TIC CZ CTX IPM OFX CIP GEN CT

W Résistant

M Sensible

Figure 33 : Profil de résistance de Citrobacter freundii n=6

Citrobacter freundii présente une résistance totale (100%) a AMP, AMC, TIC, CZ. Une
résistance éelevée de 65% aussi bien pour la CTX (BLSE) et la GEN 65%. Un taux de

résistance faible (16.66%) a OFX, CIP, C, et une résistance nulle a IPM et la CT.

7.8. Profil de résistance des souches isolées de Serratia marcescens
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La figure ci-dessus montre que les souches isolées de Serratia marcescens présentent une
résistance totale et naturelle 8 AMP, AMC, CZ contre une sensibilité totale vis-a-vis de la
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Figure 34 : Profil de résistance de Serratia marcescens n= 4
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TIC (CBN). Une reésistance totale a 100% est observée également pour la CT ainsi que pour
CTX, IMP, GEN, OFX et le C.

7.9. Profil de résistance des souches isolées de Citrobacter diversus
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Figure 35 : Profil de résistance de Citrobacter diversus n=4

La figure ci-dessus indique que les souches identifiées presentent une résistance totale a
100% AMP, TIC, une sensibilité élevée de 75% vis-a-vis de la CZ, CTX, AMC, GEN, OFX.
Une excellente sensibilité en ce qui concerne la CIP, CT, et IMP.

7.10. Profil de résistance des souches isolées d’Enterobacter Spp
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Figure 36 : Profil de résistance d’Enterobacter Spp n=03
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La figure ci-dessus indigue que les souches identifiées résistent a 100% a I’AMP, AMC,
CZ. Un taux de résistance de 66.66% pour la TIC, CTX et une excellente activité a 100% est
observée a I’'IPM, GEN, OFX, CIP, CT, C.

7.11. Profil de résistance des souches de Providencia rettegerii
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Figure 37 : Profil de résistance de Providencia rettegerii n=03

On assiste une résistance totale vis-a-vis de I’AMP, AMC, CZ et une sensibilité totale a la
TIC. Les souches présentent un profil de CBN naturelle. Autre que les pénicillines. Les
souches sont résistantes a 100% au GEN et C. Résistantes a 66.66% a la CIP et OFX. La
GEN, IPM restés tres actifs avec une sensibilité totale.

7.12. Profil de résistance des souches isolées de Klebsiella oxytoca

Les deux souches isolées de Klebsiella oxytoca présentent une résistance totale 100% a
AMP, TIC, CZ, CTX, AMC, CIP, OFX, GEN. Cependant I’IPM, CT, C restent tres actifs
avec une sensibilité totale.

7.13. Profil de résistance des souches isolées de Proteus spp

Les deux souches isolées de proteus Spp présentent une résistance a I’AMP, TIC, OFX, C
ainsi que la CT (résistance naturelle). L’une des deux est résistante a la CTX, CZ, AMC,
GEN. L’IPM reste tres actif avec une sensibilité totale.

7.14. Profil de résistance des souches isolées de Citrobacter Spp

Les deux souches isolées de Citrobacter Spp présentent une résistance a 100% a I’AMP,
AMC, TIC, CZ. Une souche résistante pour La GEN a été isolée. En revanche une sensibilité
totale est observée vis-a-vis de CTX, IPM, OFX, CIP, CT et le C.
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7.15. Profil de résistance des souches isolées de Serratia liquifaciens

Les deux souches isolées de Serratia liquifaciens présentent une résistance naturelle a
I’AMP, AMC, CZ, CT. Une sensibilit¢ de 100% pour la TIC (CBN), ainsi que pour la CTX,
IMP, GEN, OFX et la CIP.

7.16. Profil de résistance des souches d’Enterobacteries Spp

Les deux souches d’enterobacteries Spp isolées sont résistantes a I’AMP, AMC, CT. Par
contre elles sont sensibles a la TIC, CIP, C, OFX. Pour le reste des antibiotiques c’est-a-dire
CZ, CTX, GEN, IPM une souche sauvage contre une souche résistante.

7.17. Profil de résistance des souches de Providencia stuartii

La seule souche isolée de Providencia stuartii marque une résistance a I’AMP, AMC,

CZ, CT. Le reste des antibiotiques sont trés actifs a 100 %.

7.18. Comparaison des taux de résistance des différentes espéces

d’entérobactéries isolées

Tableau 9 : Comparaison des taux de résistance des différentes espéces
d’entérobactéries isolées n=162

AMP AMC | TIC CzZ CTX | IPM GEN | CIP |CT

Klebsiella 100% 85% | 100% | 85% | 55% 0% | 40% | 25% 0%
pmeumoniae
Klebsiella oxytoca 100% 100% | 100% | 100% | 100% 0% | 100% | 100% 0%
Proteus vulgaris 100% 100% | 14% | 100% 5% 0% | 10% | 10% | 100%

E. coli 84.61% | 54% | 85% | 54% | 46% 0% | 27% | 58% 0%
Proteus Spp 100% 50% | 100% | 50% | 50% 0% | 50% | 50% | 100%
Proteus mirabilis 65% 38% | 53% | 38% | 15% 0% | 30% | 43% | 100%
Enterobacter Spp 100% 100% | 67% | 100% | 67% 0% 0% 0% 0%
Citrobacter spp 100% 100% | 100% | 100% 0% 0% | 50% 0% 0%
Citrobacter freundii | 100% 100% | 100% | 100% | 67% 0% | 67% | 17% 0%
Citrobacter diversus | 100% 25% | 73% 0% | 53% 0% | 14% 0% 0%
Enrerobacter cloacae | 100% 100% 73% | 100% | 53% 0% | 13% 0% 0%
Serratia liquifaciens | 100% 100% | 100% | 100% 0% 0% 0% 0% | 100%
Serratia marcescens | 100% 100% 0% | 100% 0% 0% 0% 0% | 100%
Morganella morganii | 100% 100% | 22% | 100% | 11% 0% | 67% | 22% | 100%
Providencia 100% 100% 0% | 100% 0% 0% 0% | 67% | 100%
rettegerii
Providencia stuartii 100% 100% 0% | 100% 0% 0% 0% | 100% | 100%
Enterobacterie Spp 100% 100% 0% | 100% | 50% | 50% | 50% 0% | 100%
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La comparaison des taux de résistance au niveau des différentes especes d’entérobactéries
nous permet d’émettre les remarques suivantes :

Les fréquences de résistance les plus élevées sont observées chez les différentes espéces
d’entérobactéries vis-a-vis de I’ampicilline, ’ampicilline + acide clavulanique, ticarcilline et
le céfotaxime.

Le profil de résistance des Klebsiella oxytoca, Citrobacter Spp, Citrobacter freundii,
Serratia liquificiens montre une résistance totale a I’AMP, AMC, TIC, CZ.

L’imipénéme reste la molécule qui présente la sensibilité la plus importante de I’ordre de
100% pour la majorité des souches identifiées excepté 1’Enterobacteries Spp a 50%.
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Figure 38 : Comparaison des taux de résistance des différentes espéces d’entérobactéries
isolées n=162

8. Profil de résistance des bacilles non fermentaires isolés :

D’une fagon générale pour les BNF on assiste a des taux de sensibilité tres élevés aussi
bien pour les B-lactamines (TIC 68.42%, TCC 73.68%, pipéracilline PIP 68.42%
piperacilline + acide clavulanique PRL 73.68 %), les céphalosporines : céftazidime (CAZ
84.21%) ainsi que pour les aminosides (GEN 73.68%), et également pour les
fluoroquinolones (CIP 84.21%), carbapéneme (IPM 68.49%), monobactam : azteonam
(84.21% ATM), en revanche les souches restent sensibles a la CT avec un taux de 100%.
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Tableau 10 : Profil de résistance des bacilles non fermentaires isolés n=19

ATB R + 1 S
Nombre (% ) | nombre (%)
TIC 6 3157% | 13 68,42%
TCC 5 26,31% |14 73,68%
PIP 6 31,57% 13 68,42%
PRL 5 26,31% |14 73,68%
CAZ 3 15,78% 16 84,21%
GEN 5 26,31% |14 73,68%
CT 0 0% 19 100%
CIP 3 15,78% 16 84,21%
ATM 3 15,78% 16 84,21%
IPM 6 31,57% 13 68,42%

8.1 Profil de résistance des souches isolées de Pseudomonas aeruginosa
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Figure 39 : Profil de résistance de Pseudomonas aeruginosa n=16
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La fréquence des souches sauvages isolées de Pseudomonas aeruginosa est élevée,
présentant un profil sensible total a CAZ, CIP, CT, ATM. Une sensibilité élevee a TIC
81.25%, TCC 87.50%, PIP 81.25%, PRL 87.50%, IPM 81.25%, GEN 87.5%.

8.2. Profil de résistance des souches isolées d’Acinetobacter calcoceticus

Les deux souches isolées d’Acinetobacter calcoceticus sont multi résistantes vis-a-vis de
la plus part des antibiotiques testés (TIC, TCC, PIP, PRL, IPM, CAZ, GEN, CIP,

(triméthoprime+ sulfaméthoxazol(SXT), ATM). La CT et la rifampicine (RD) restent les
molécules les plus actives.
8.3. Profil de résistance d’Acinetobacter Spp

La seule souche appartenant au genre d’Acinetobacter Spp est une souche multi résistante.
On note une résistance a la majorité des antibiotiques TIC, TCC, PIP, PRL, IPM, CAZ, GEN,
CIP, SXT, ATM. Seules la CT et RD gardent une activité totale.

8.4. Comparaison des taux de resistance des différentes especes des bacilles

non fermentaires

La comparaison des taux de résistance au niveau des différentes espéces des bacilles non
fermentaires (BNF) nous permet d’émettre les remarques suivantes :

La fréquence des résistances les plus élevées sont observées chez les différentes espéces de
BNF vis-a-vis de la piperacilline, la ticarcilline et la gentamycines. En revanche les souches
appartenant au genre Acinetobacter sont les germes les plus résistants, ils acquiérent une
résistance aux différents antibiotiques, par contre Pseudomonas aeruginosa présente une
résistance faible vis-a-vis de la majorité des antibiotiques testés (TIC, TCC, PIP, PRL, IPM,
GEN) excepté (CAZ, ATT, CIP, CT).

Tableau 11 : Comparaison des taux de résistance des différentes espéces des bacilles
non fermentaires n=19

TIC | TCC% PIP% PRL% | CAZ% IPM%  CT%  CIP%  ATM%
%

Acinetobacter 100 | 100 100 | 100 100 100 0 100 | 100
Spp

Acinetobacter 100 100 100 100 100 100 0 100 100
calcoceticus

P 18,75 | 12,50 | 18,75 | 12,50 0 18.75 | 0 0 0

.aeruginosa
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Figure 40 : Comparaison des taux de résistance des différentes espéces des bacilles non
fermentaires n=19

Le tableau ci-dessous indique que parmi les souches identifiées 72.72% résistent a la
pénicilline G (P), 45.45% a Dl’erytromycine (ERY). En ce qui concerne les aminosides,
46.75% résistent a la clindamycine (CLI), 25.97% a la pristinamycine (PS). Les souches sont
sensibles aux glycopéptides, 100% sensible a la vancomycine (VA), 61.03% résistent a la
tétracycline (TET) et 3.89% sont résistants au chloramphénicol (C).

9. Profil de résistance des cocci a Gram positif
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Tableau 12 : Profil de résistance des cocci a Gram positif n=77

ATB R + 1 S
Nombre (%) Nombre (%)

p 56 72,72% 21 27,21%
ERY 35 45,45% 42 54,54%
CLlI 36 46,75% 41 53,24%
Va 0 0% 77 100%
TET 47 61,03% 30 38,96%
PS 20 25,97% 57 74,02%
C 3 3,89% 74 96,10%

9.1. Profil de résistance des souches isolées de Staphylococccus aureus
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Figure 41 : Profil de résistance de Staphylococccus aureus n= 49
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Les souches de Staphylococcus aureus acquiérent le profil de résistance SARM, une
résistance élevée vis-a-vis des B-lactamines: P 95.91%, OXA 69.38%, FOX 69.38%. Un
taux de resistance a ERY a 73.76%, amikacine (AK) a 48.97%, tétracycline TET a 51.02%.
Les souches sont sensibles & la spirammycine (SP) 83.67%, CLI 79.59%, pristinamycine (PS)
93.87%, C 93.81%, OFX 57.14%. En revanche les glycopéptides restent trés actifs avec
une sensibilité totale des souches (TEC, VA)

9.2. Profil de résistance des souches isolées d’Enterococcus Spp
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Figure 42 : Profil de résistance d’Enterococcus Spp n=25

L’Enterococcus Spp présente une sensibilité vis-a-vis de la P a 68%, AMP 84%, CTX 92%,
RD 95%. Une sensibilité totale a VA et C. Un taux élevé de résistance vis-a-vis de TET 80%,
PS 64%, CLI 95%.

9.3 Profil de résistance des souches isolées de Streptococccus du groupe B

Sur les deux souches isolées de Steptococcus B, I’une des souches présente une résistance
vis-a-vis de ERY, CLI, SP, TET, et une résistance nulle est notée pour P, AMP, CTX, C,
RD, VA.

9.4. Profil de résistance de la souche isolée de Streptococccus non

groupable

La seule souche identifiée de Streptococccus non groupable est sensible au C, VA,
TET, et resistante au P, AMP, CTX, ERY, CLI, PS, SP, RD.
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9.5. Comparaison des taux de resistances des différentes especes de a cocci a
Gram positif

La comparaison des taux de résistance au niveau des différentes espéces de cocci a Gram
positif nous permet d’émettre les remarques suivantes :

Les fréquences de résistances les plus élevees sont observées chez les différentes especes
de cocci a Gram positif vis-a-vis de la pénicilline G, I’erytromycine et la clindamycine,
contre une résistance nulle a la vancomycine chez toutes les souches identifiées. Une
résistance moyenne a la pristinamycine, tetracycline et une résistance faible vis-a-vis du
chloramphénicol.

Tableau : 13 Comparaison des taux de résistances des différentes espéces de cocci a
Gram positif n= 77

P ERY CLI PS TET C VA

Staphylococcus 95,91% | 73,46% | 20,40% | 6,12% | 51,02% | 6,12% 0%

aureus

Enterococcus Spp 32% 80% 95% 75% 80% 0% 0%

Streptococcus B 0% 50% 50% 0% 50% 0% 0%

Sreptococcus non 100% | 100% | 100% | 100% 0% 0% 0%
groupable
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Figure 43 : Comparaison des taux de résistances des différentes espéces de cocci @ Gram

positif n= 77

10. Répartition globale des BLSE selon les espéces

Le tableau ci-dessous montre la répartition des BLSE selon les especes, qui sont par ordre

décroissant :

E.coli (24%), K.p (22%), Enterobacter cloacae (16%), Proteus mirabilis (12%), Citrobacter
freundii (8%), K.oxytoca (4%), Enterobacter spp (4%), Citrobacter diversus (2%), Proteus
spp (2%), Proteus vulgaris (2%), Morganella morganii (2%), Enterobacterie Spp (2%), donc

E.coli enregistre le taux le plus élevé de BLSE suivie par K.pneumoniae.
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Tableau 14 : Répartition globale des BLSE selon les especes n= 50

Espéce Nombre de BLSE BLSE(%)
E.coli 12 24%
K.p 11 22%
Enterobacter cloacae | 8 16%
Proteus mirabilis 6 12%
Citrobacter freundii 4 8%
K.oxytoca 2 4%
Enterobacter Spp 2 4%
Citrobacter diversus 1 2%
Proteus Spp 1 2%
Proteus vulgaris 1 2%
Morganella morganii | 1 2%
Enterobacteries Spp 1 2%
totale 50 100%
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10.1. Profil de résistance des souches BLSE
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Figure 44 : Profil de résistance des souches BLSE n= 50

La figure ci-dessus montre un taux de résistance total des BLSE au TIC, AMP, AMC,
CZ, CTX. Le taux de résistance est de 60% a GEN, 50% CIP, 26% CT. L’imipéneme garde

une activité élevée a 96%.

10.2. Profil de résistance des souches BLSE d’E.coli
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Figure 45 : Profil de résistance des souches BLSE d’E.coli n= 12
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La figure ci-dessus montre que les souches d’ E.coli BLSE présentent une résistance totale
a I’AMP, AMC, TIC, CZ, CTX, une résistance moyenne a la GEN 50%, une résistance
importante de 83.33% a la CIP, cette résistance ¢levée est une indication de I’utilisation
abusive de cet antibiotique dans les infections & E.coli, et une forte sensibilité vis-a-vis de
I’IPM et CT.

10.3. Profil de résistance des souches de Klebsiella pneumoniae BLSE
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Figure 46 : Profil de résistance des souches Klebsiella pneumoniae BLSE n= 11

La figure ci-dessus indique que les isolats de Klebsiella pneumoniae expriment une
résistance totale a ’AMP, AMC, TIC, CZ, CTX. Une résistance associée de 73% a la GEN,
18% a la CIP et une sensibilité totale est notée pour I’IPM.
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10.4. Profil de résistance des souches d’Enterobacter cloacae BLSE
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Figure 47 : Profil de résistance des souches d’Enterobacter cloacae BLSE n= 8

La figure ci-dessus montre que les souches d’Enterobacter cloacae présentent une
résistance totale a I’AMP, AMC, TIC, CZ, CTX. 75% sont résistant a la CIP, 88% a la CT,
38% a la GEN et sensible a 100% seulement a I’IPM.

10.5. Profil de résistance des souches de Proteus mirabilis BLSE
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Figure 48 : Profil de résistance des souches de Proteus mirabilis BLSE n=6
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La figure ci-dessous indique que les isolats expriment une forte résistance a I’AMP, AMC,
TIC, CZ, CTX, CT. 83% résistent a la CIP. L’ensemble des isolats présentent une sensibilité
totale vis-a-vis de I’imipen¢me.

10.6. Profil de résistance des souches Citrobacter freundii BLSE
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Figure 49 : Profil de résistance des souches Citrobacter freundii BLSE n=4

La figure ci-dessus indique que les isolats de Citrobacter freundii BLSE présentent une
résistance totale a I’AMP, AMC, TIC, CZ, CTX. 75% résistant a la CIP et la GEN. Une
sensibilité totale a la CT et I’IPM.

10.7. Profil de résistance des souches de Klepsiella oxytoca BLSE

Les deux souches isolées de Klebsiella oxytoca présentent une résistance totale a
I’AMP, AMC, TIC, CZ, CTX et une sensibilité totale vis-a-vis de la CT et I’IPM.
10.8 Profil de résistance des souches d’Enterobacter Spp BLSE

Les deux isolats BLSE d’Enterobacter Spp expriment une résistance totale a I’AMP,
AMC, TIC, CZ, CTX. Une sensibilité totale a vis-a-vis de I’'IPM, GEN, CIP et CT.

10.9. Profil de résistance des souches de Citrobacter diversus BLSE

Une seule souche de Citrobacter diversus BLSE a été identifiée présente une résistance a
I’AMP, AMC, TIC, CZ, CTX. Une sensibilité vis-a-vis de la CT, GEN, CIP ainsi qu’a
I’IPM.
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10.10. Profil de résistance des souches de Morganella morganii, Proteus
Spp, Proteus vulgaris BLSE

Une seule souche BLSE a été identifiee pour chaque espéce de (Morganella morganii,
Proteus spp, Proteus vulgaris), Ces souches expriment une résistance a I’AMP, AMC, TIC,
CZ, CTX, GEN, CIP et CT. Une sensibilité et unique vis-a-vis de I'IPM.

10.11. Profil de resistance des souches d’Enterobacterie spp BLSE

Une seule souche d’Enterobacteris Spp BLSE a été identifieé et présente une résistance a
I’AMP, AMC, TIC, CZ, CTX, GEN, CT, ainsi que I’IPM .Seule la CIP reste active a 100%
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Discussion

Les infections du pied diabétique constituent un probleme majeur et croissant dans le monde
entier (Diane, 2006). Ces infections sont fréquentes, graves et variées. Les stratégies de
diagnostic et de traitement sont par conséquent diverses (Finche et al., 2010). Les ulcéres du
PD nécessitent donc un bilan étiologique précis puisque c’est la cause de 85% de

I’amputation de membre inférieur (Ha Van, 2008).

Dans notre ¢tude la tranche d’age qui occupe le nombre des patients le plus important est
celle de [60-70[ avec 33,56%. Ce résultat est identique a celui réalisé au niveau de CHU de
Tlemcen 2008 avec une dominance de la tranche d’age > 60 ans avec 57,54% des cas (Yahia-

Berouiquet, 2008).

A T’échelle Maghrébine ; ce résultat est similaire & celui obtenu au service de Chirurgie
Traumatologie-Orthopédie 1 de I’Hopital Militaire d’instruction Mohamed V de Rabat 2014
dont I’age moyen était de 62,04 ans (£8,36) (Amarir, 2014).

Dans notre étude sur un total de 146 patients, le sexe masculin a été majoritaire avec un
pourcentage de 86% contre 14% de femmes. En comparant avec 1’étude réalisée au niveau du
CHU d’Oran le sexe masculin reste toujours prédominant avec 57.60% (Faraoun et al.,2013).
Ce taux reste confirmé par I’étude réalisée au service de médecine interne au CHU de
Tlemcen avec 56.55%. Notre pourcentage est plus élevé par rapport a ces deux études, ceci
s’explique par le fait que la structure est militaire et que le recrutement est presque

exclusivement masculin (Yahia-Berouiquet, 2008).

Le sexe ratio est de 5,95 ; ceci s’explique par le fait que le centre hospitalier est militaire et
que le recrutement majoritaire est masculin. Ce résultat est plus grand par rapport a I’étude
réalisée par Ben Moussa et al en Tunis qui montrent que le sexe ratio est de 2,4 (Ben Moussa
etal., 2016).

Ce résultat reste tres éloigné de celui enregistré par Guira et al a Ouagadougou qui
indiquent que le sexe ratio calculé est de 1,37 (Guira et al., 2015). Par contre le sexe ratio
montré par Qassimi au Maroc en 2015 est de 4,44 ; il est tres proche de notre resultat
(Qassimi, 2015).
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Dans notre étude la durée moyenne de séjour est de trois mois ; cette période
d’hospitalisation est supérieure a celle enregistrée par Yahia-Berouiquet a Tlemcen qui

montre que la durée moyenne est de 30 jours (Yahia-Berouiquet, 2008). D’aprés Matthew et

al en 2003, le séjour hospitalier moyen est de plus d’un mois et 44% de ces patients sont

hospitalisés pendant plus de trois mois (Matthew et al., 2003).

Dans notre étude le type de traitement instauré est prédominé par 1’insulinothérapie avec

59%, suivi par les ADO avec 20%, 10% correspond a un traitement mixte entre les deux.

Ces résultats concernent les deux sexes. En comparant avec les résultats obtenus par
I’étude réalisée au niveau du CHU d’Oran, les résultats sont trés proches avec un traitement
antérieur : insulinothérapie 57, 69% des femmes contre 54,71%, ADO 28,20% contre 31,
60%, mixte 10,89% contre 9,43% (Faraoun et al.,2013).

Ces résultats sont éloignés de ceux enregistrés durant 1’étude réalisée au service de
dermatologie a I’Hopital Militaire Moulay Ismail de Meknes 2015 ; ou la fréquence du
traitement par les ADO est de 61,22%, suivi par I’insulinothérapie avec 26,53% et 8,17%

pour le traitement mixte (Qassimi, 2015).

Dans notre série en ce qui concerne le pied atteint, la fréquence d’atteinte du pied droit
¢tait importante avec 42% contre 32% du pied gauche, une minorité de 6% pour ’atteinte

bilatérale et 20% de cas non documentés.

Ces résultats sont comparables a ceux du service de Chirurgie Traumatologie-Orthopédie 1
de ’Hopital Militaire d’instruction Mohamed V de Rabat 2014 qui enregistre un pourcentage
de 52% de Datteinte du pied droit, 44,20% pour le pied gauche et 3,80% pour I’atteinte
bilatérale (Amarir, 2014). Ces résultats restent différents de ceux rapportés par Yahia -
Berouiquet, 2008 en 2007 qui a indiqué une atteinte ischémique bilatérale a prédominance
distale de 64,65% (Yahia-Berouiquet, 2008).

Dans notre étude le taux du diabéte de type 1 et de 8% contre 37% pour le diabéte de
type2, les résultats correspondent aux 2 sexes. Ces résultats sont confirmés par 1’étude réalisée
au niveau de service d’endocrinologic CHU d’Oran en 2013 et le service de dermatologie a
I’hdpital militaire Moulay Ismail de Meknes 2015 respectivement ou le diabete de type2
prédominant chez les deux sexes, 93.58% contre 91.03%, ainsi que 87.76% de diabete 2

contre 6% de diabéte 1 (Faraoun et al., 2013 ; Quassimi, 2015).
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Dans notre étude la durée d’évolution du diabéte est comprise entre [20-25[ans. Ce
résultat est éloigné de celui trouvé dans une étude rétrospective au CHU d’Oran, une durée

moyenne d’ancienneté du diabéte de 14,48 ans (Faraoun et al.,2013).

Dans notre étude I’amputation antérieure pour les 1ésions du pied diabétique était retrouvée
chez 35% de nos patients. 51% n’ayant pas subi une amputation. Ces résultats sont
comparables a ceux du CHU de Tizi Ouzou qui indique 41% des patients ont subi une
amputation (Sadi et al., 2012).

Dans notre étude I’amputation majeure est la plus fréquente avec un pourcentage de 23%
chez nos patients, 13% d’amputations mineures sont enregistrées. En comparant avec le
service de chirurgie traumatologie orthopédie 1 de I’Hopital Militaire d’Instruction Med V de
Rabat 2014 un pourcentage ¢loigné est notée de 61.5% pour I’amputation mineure contre

28.8% pour I’amputation majeure (Amarir, 2014).

Parmi 273 germes identifiés les bacilles a Gram négatif prédominent avec 66.30% contre
33.69% de cocci a Gram positif. Selon 1’étude de Hatpoglu et al 2014 en Turquie le
pourcentage total de bactéries a Gram négatif et a Gram positif étaient similaire dans chacune
des périodes évaluées de 1’étude (les 5 derniéres années « 2007-2011 » avec ceux des 20
derniéres années « 1989-2004 ») (Hatpoglu et al., 2014).

Selon I’étude du Tiwari et al en Inde du nord en 2012 les bactéries & Gram négatif étaient
les plus répondues dans I’infection du pied diabétique. Ce résultat est comparable a celui de
notre série (Tiwari et al., 2012). Par contre Sharma et al en 2006 indiquent que les bactéries
a Gram positif ont été isolées plus souvent que les bactéries a Gram négatif chez les patients
dépistés (Sharma et al., 2006).

Dans notre étude sur 278 prélévements réalisés 71% sont positifs, 5% sont négatifs ,8% de
cultures contaminées et 3% pour les BGP. Ces résultats sont éloignés de ceux rapportés par
Oztem 2006 en Turquie ou le pourcentage des prélévements positifs et négatifs est de 35.2%
et 28.2% respectivement (Oztem, 2006).

Dans notre étude parmi 197 prélévements positifs 72,08% sont mono-bactériens contre
28% poly-bactériens. Ce résultat est confirmé par Hannat et al en 2010 ou les prélevements
sont souvent poly-bactériens (Hannat et al., 2010). Par contre d’aprés Diam et al en 2007,

Ramkant et al en 2010 les cultures poly-microbiennes sont prépondérantes avec un
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pourcentage de 83.3% et 66% respectivement pour chacune. Cette divergence pourrait étre
due a des différences dans les organismes pathogenes se produisant au fil du temps aux
variations géographiques, ou au type de la gravité de I’infection inclue dans I’étude. En outre
certaines études ont utilisé un nombre relativement faible de spécimens ne permettait pas de

s’assurer que les techniques de prélevement des échantillons exclurait les organismes

superficiels ou colonisateurs, ni méme de préciser si la plaie était cliniguement infectée ou
non (Diam et al., 2007 ; Ramkant et al., 2010).

Dans notre étude les prélevements positifs sont prédominés par Staphylococcus aureus
avec 17,94% des germes isolés, suivi par Proteus mirabilis avec 14,65% ; 9,52% d’E. coli ;
enfin Enterococcus Spp. avec 9.15%. Cette étude est confirmée par 1’étude réalisée par Akhi

et al en 2015 en Iran qui indique que la bactérie aérobie prédominante isolée était S.aureus a

28% ; suivie de la famille des enterobacteriaceae a 24%, y compris E. coli a 15% (Akhi et al.,
2015).

Selon I’étude réalisée par Saseedharan et al en 2018 en Inde, la bactérie la plus fréqguemment
isolée était S.aureus ; ce résultat est également identique a celui de notre étude (Saseedharn
etal., 2018).

Contrairement a nos résultats ; 1’étude réalisée par Al Benwan et al en 2012 montre que les
organismes prédominants isolés étaient les membres de la famille des enterrobacteriaceae a

28,5%, Pseudomonas aeruginosa, suivi par S.aureus a 11,8% (Al Benwan et al., 2012).

Du fait de leur diversité, faible toxicité, activité bactéricide et large spectre d’action, les -
lactamines font patrie des antibiotiques les plus utilisés dans le traitement des infections

causées par les enterobacteriaceae (Courvalin, 2006).

Les isolats d’enterobactéries ont présenté un taux de résistance élevé vis-a-vis de I’AMP
(88.88%), TIC (59.87%), AMC (73.45%), ces résultats sont similaires a d’autres travaux de
Youness au Maroc et Badri et al a Tébessa en 2016 (Badri, 2016 ; Youness, 2016).

L’imipeneme était I’antibiotique le plus efficace sur les isolats des entérobactéries oU oOn
note une faible résistance de 1.34%. Ce résultat est confirmé par une étude Américaine ou le

profil de sensibilité a I’'imipenéme avant et aprés 1999 était 77% et 85% respectivement
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(Diane et al., 2007). Une autre étude en Iran 2015 confirme que toutes les entérobactéries

présentaient une sensibilité a I’imipenéme (AKhi et al., 2015).

On distingue un phénotype sauvage de résistance aux P-lactamines et un phénotype de
résistance acquise cette derniére s’explique par I’apparition des mutations ou a 1’acquisition
du matériel génétique tel que les plasmides, les transposons ou les intégrons. Les

entérobactéries produisent naturellement divers -lactamases (Courvalin, 2006

A la résistance naturelle aux B-lactamines peuvent s’ajouter un ou plusieurs mécanismes
de résistance acquise. La résistance acquise par production de B-lactamase est le mécanisme

prépondérant.

Le phénotype « B-lactamese a spectre étendu » (BLSE Comprend une résistance aux

pénicillines et aux céphalosporines a I’exception de la « céfoxitine » (Courvalin, 2006).

Les B-lactamases sont généralement spécifiées par des plasmides conjugatifs ce qui facilite
leur diffusion, et sont observées chez toutes les entérobactéries d’intérét clinique (Bertrand et

al., 2003).

Dans notre étude la production de BLSE a été notée et domine dans 31% des isolats
bacteriens, ce résultat est proche de celui de Zubair et al en 2010 qui présente un pourcentage
de 43.2% (Zubair et al., 2010).

Dans notre étude les souches d’E.coli présentant le phénotype BLSE occupent la premiére
place parmi les enterobacteries BLSE avec un pourcentage de 24%. Ce résultat est proche de
celui de Ramkant et al en 2010 ou E.coli étant BLSE est présente dans 25% des isolats
(Ramkant et al., 2010). Par contre d’aprés Guira en 2015 a Burkina-Faso aucune BLSE n’a
été isolée (Guira, 2015).

Dans notre éetude on note la présence des Pseudomonas aeruginosa résistants aux
carbapénémes avec un faible pourcentage 18,75%. Ce résultat est proche de celui de

Sassedharn et al en Inde qui rapporte une résistance de 18.6% (Sassedharn et al., 2018).

La pipéracilline et I'imipénéme conservent des niveaux ¢levés d’activité anti-
Pseudomonale dans les infections a pied diabétique, selon 1’étude de Muthu et al en 2006 en
Inde, ce résultat est confirmé par notre étude ou un taux de sensibilité élevé est enregistré vis-
a-vis la Pip 81,25% et 81.25% a I’'imipénéme (Muthu et al., 2006).
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Selon I’étude de Rahim et al en 2016 P.aeruginosa présente une sensibilité variable a la
ceftazidime, en comparant avec notre étude le taux de sensibilité enregistré est de 100%
(Rahim, 2016).

P.aeruginosa produit naturellement une céphalosporinase synthétisée a un niveau
relativement faible, mais qui participe fortement a la résistance naturelle de cette espece et
exprime naturellement plusieurs systémes d’efflux. Il est résistant a de nombreuse -
lactamines hydrophobes (imperméabilité), comme I’oxacilline, aux aminopénicillines, aux

cephalosporines de ler et 2eme génération (Hocquet et al.,2004).

P.aeruginosa est naturellement sensible aux carbapénicillines, comme la ticarcilline, aux

uréidopénicillines comme la pipéracilline , a certains céphalosporines comme céftazidime,

aux monobactames comme [’aztréonam et aux carbapénémes comme |’imipénéme

(Courvalin, 2006).

En plus de la résistance naturelle ; P.aeruginosa a développé une résistance acquise soit
enzymatique par hyperproduction des B-lactamases suite a des mutations chromosomiques,
soit non enzymatique par une modification qualitative ou une diminution de la production de
la porine qui joue un réle important dans la pénétration transmembranaire des B-lactamines,
cette modification entraine une résistance sélective a I’imipénéme ou par un systéme d’efflux

associée a d’autres mécanismes de résistance (Courvalin, 2006).

Dans notre étude les souches isolées d’Acinetobacter sont multi-résistantes a 100% vis-a-
vis de la TIC, TCC, PIP, PRL, IMP, CAZ, GEN, CIP, SXT et ATM. Par contre ces souches
sont sensibles a 100% aux CT et RD. Les résultats pour la PIP et la CAZ sont proches de ceux

rapportés par Jones et al en 2004 et Jones et al en 2003. Par contre notre résultat en ce qui

concerne I’IMP est trés ¢loigné avec un faible taux de résistance enregistré aux USA, Canada,

Italie, Allemagne et la France (Jones et al., 2004 ; Jones et al., 2003).

Les souches d’Acinetobacter isolées avant les années 70 étaient sensibles a toutes les B-
lactamines a I’exception de la pénicilline G, ce phénotype sauvage est encore fréquemment

observé chez les especes « non baumanii » (Courvalin, 2006).

La résistance acquise aux [-lactamines peut étre egalement due & la production de

pénicillinase plasmidiques (Poriel et al., 2005).
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L’imipéneme est le traitement de référence des infections a Acinetobacter. Il s’agit de
résistance acquise, relativement récente, qui est exprimée par 1’intermédiaire de deux types

d’enzymes :Oxacillinases et les Métalloenzymes (Vila et al., 1997).

Les enzymes inactivent de fagon variable les carbapénémes, les pénicillines et les
céphalosporines, donnant parfois des souches dites « pan-résistantes » aboutissant a une

impasse thérapeutique (Dasilva et al., 2002).

La résistance aux aminosides est due a I’acquisition de plasmides ou de transposons
porteurs de génes de structure d’enzymes modificatrices (Seward et al., 1998). Acinetobacter
produit freqguemment des acétylases, des adénylylases et des phosphotransférases (Courvalin,
2006).

Dans notre étude le germe prépondéront est S.aureus avec un pourcentage 17,94% de nos
prélevements dont 31% ayant un profil sensible (SAMS) contre 69% qui sont méticilline
résistants (SARM).

Ce résultat constitue un probleme de premiére importance et cette répartition est trés
¢loignée par rapport a d’autres études réalisées au Maroc qui présentent un profil sensible

majoritaire avec 91% de SAMS (Zemmouri et al., 2015).

Ce résultat reste différent de celui rapporté dans I’étude réalisée a Ouagadougou Burkina

Faso ou aucune souche résistante a la méticilline n’a été isolée (Guira et al., 2015).

Dans notre étude le S.aureus ayant un profil de résistance important SARM vis-a-vis les -

lactamines avec un pourcentage de résistance de ’OXA 69%.
Ce résultat est proche de celui mentionné par une étude enregistrée au CHU de Sétif avec
67,44% de résistance (Hannat et al., 2010).

La souche sauvage Staphylococcus aureus sensible vis-a-vis les B-lactamines actuellement

est rare (Courvalin, 2006). Elle est tres sensible a la pénicilline G.

Cette sensibilité reste de courte durée a cause de 1’apparition des souches pénicillinase

suivie par des souches qui résistent a la méticilline (Lowy, 2003).

Dans le monde, jusqu’a 30% des patients souffrant d’infection du pied diabétique(IFD)

sont colonisés par S.aureus résistant a la méticilline(SARM) (Omar et al.,2008).
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Ce phénomene est expliqué par la production de B-lactamase et la modification de la cible,
cette dernicre est expliquée par deux mécanismes : 1’acquisition d’une PLP exogene (Protéine

Liant a la Pénicilline) et/ou la modification des PLP endogénes (Courvalin, 2006).

Les Enterococcus sont responsables d’infection graves communautaires et hospitalieres.
Les souches sauvages apprécient d’une multi-résistance naturelle aux antibiotiques dont les

aminosides, les céphalosporines a haut niveau et les fluoroquinolones.

A coté de la résistance naturelle, I’apparition de résistance acquise aux trois grandes
classes d’antibiotiques (utilisés en association avec les pénicillines et les glycopeptides) pose
de réels problémes en thérapeutique et a nécessité la recherche d’alternative thérapeutiques.
La sensibilité aux B-lactamines des Enterocoques est liée a la capacité qu’ont les PLP a fixer

ces antibiotiques (Courvalin, 2006).

Selon Hannat et al de 1’unité de microbiologie de laboratoire central CHU de Sétif la
résistance des Enterococcus Spp. sont de 18.86% a I’AMP, 50% PS, 0% VAN, 52% RD
(Hannat et al., 2010). Ces résultats sont proches de ceux de notre étude a I’exception de la
RD ou les Enterococcus présentent une résistance de 16 % a AMP, 64% PS ,5%RD et 0% A

la Van.

Le streptocogue non groupable étant naturellement un peu moins sensible que les
pneumocoques. La résistance acquise chez les Streptocoques est également liée a des
modifications des PLP (Courvalin, 2006).

Il est noté dans notre étude que la seule souche identifiée présente une résistance totale vis-

a-vis des p-lactamines.

La souche Streptocoque du groupe B appartient au Streptocoque P-hemolytique ; cette
souche représente une sensibilité moindre vis-a-vis de la pénicilline G (Courvalin, 2006).

Dans notre série les deux souches isolées donnent un profil sensible aux P-lactamines

testés y compris la pénicilline G.

Nos résultats sont proches de ceux indiqués par Youness en 2016 ou les isolats de
Streptococcus Spp. représentent un faible taux de résistance vis-a-vis de la pénicilline G
(Youness, 2016).
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La vancomycine est le traitement le plus efficace pour les bactéries @ Gram positif y
compris le S.aureus, ce résultat est confirmé par 1’étude réalisée a Sétif et une autre rapportée

par Al Bewan et al en 2012 (Hannat et al., 2010 ; Al Benwan et al., 2012).

L’identification de la flore bactérienne infectieuse est I’'une des principales régles a suivre
pour assurer le succes de 1’antibiothérapie dans le traitement du pied diabétique infecté (Ben

Moussa et al., 2016).

Les infections du pied diabétique sont une cause non négligeable d’antibiothérapie non
justifiée et participent a ce titre a 1’aggravation de la résistance bactérienne et a son extension

au travers des soins (Senneville, 2008).
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En raison de I’allure épidémique que prend le diabéte sucré dans le monde entier, la
prévalence de ses complications est amenée a s’accroitre significativement. Le pied
diabétique responsable d’une grande morbidité et de graves incapacités, peése lourdement sur
la société, devenant un véritable probléme de santé publique, 1’enjeu majeur de ce probleme

est la perte d’'un membre inferieur.

Il est donc primordial de connaitre I’écologie bactérienne des infections du pied diabétique
dans les institutions de santé pour permettre une prise en charge adéquate et un usage
optimale des antibiotiques, a I’aide de prélevements bactériologiques de qualité, avec 1’espoir

de réduire le risque d’amputation et d’émergence de bactéries multi-résistantes.

Dans notre étude, les infections du pied diabétique étaient dominées par les bacilles a
Gram négatif et I’espéce la plus fréquemment isolée était Staphylococcus aureus. Les
bactéries isolées avaient exprimé un taux élevé de résistance aux antibiotiques. En outre, une

prévalence élevée de bactéries multi- résistantes était constatée.

L’émergence de bactéries multi-résistantes est un probleme mondial de santé publique. En
absence de nouveaux agents antibactériens, ceci risque de conduire a des impasses
thérapeutiques. La lutte contre ce phénomeéne nécessite une approche multidisciplinaire qui

devrait intégrer la rationalisation de la prescription des antibiotiques.

L’éducation spécifique revét une importance fondamentale il faut tout d’abord apprendre a
¢liminer les facteurs déclenchant ainsi que le dépistage précoce des Iésions d’une part et

promouvoir des programmes d’éducation sanitaires d’une autre part.
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Les infections du pied diabétique peuvent €tre 1’événement pivot menant a une amputation
mineure ou majeure du membre inférieur.

Le traitement des infections du pied diabétique en particulier celles qui sont profondes,
reste difficile, en partie parce qu’une altération de la perfusion sanguine et la présence de
biofilms peuvent nuire a I’efficacit¢ des antibiotiques systémiques. L’application locale
d’antibiotiques est un domaine émergent dans le traitement des infections du pied diabétique,
avec des avantages démontrables. Celles-ci comprennent

L’administration de fortes concentrations d’antibiotiques dans la zone affectée, une
absorption systémique limitée et donc des effets secondaires négligeables.

Les vehicules biodégradables, tels que les billes de sulfate de calcium, sont le systéme
prototypique, fournir un bon profil d’¢élution et la capacité d’étre imprégné d’une variété
d’antibiotiques. Ceux-ci ont largement remplacé les véhicules non biodégradables, mais les
preuves les plus solides disponibles sont pour 1’implantation de billes de calcium pour la
gestion de 1’ostéomyélite.

Les polymeres naturels, tels que 1’éponge de collagene, constituent une classe émergente de
systémes d’administration, bien que, jusqu’a présent, les données sur les infections du pied
diabétique soient limitées.

Il 'y a un intérét récent pour le nouveau peptide antimicrobien pexiganan sous la forme de
créme, qui est active contre la plupart des microorganismes isolés dans les infections du pied
diabétique. Ce sont des développements prometteurs, mais des essais randomisés sont
nécessaires pour vérifier 1’efficacité de ces systémes et définir les indications pour leur
utilisation.
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Annexes

Annexes 1 : Milieux de cultures

Gélose Nutritive g/l

EXtrait de VIANAe .......oouiiii i 3g
(€ E 1811 (S 157 01107 1 [ P S5¢g
N . 15¢g

Gélose Chapman g/l

Poudre de [aboratOIre-18meCo ...........iuiini i e lg
PP N ..o e 10g
1A 03V N 10g
Chlorure de SOAIUM .......oouii e 75¢g
Rouge de phénol....... ..o 0.025¢g
N 15¢

pH = 7.5 +/-0.2 4 25C°

Bouillon Nutritive g/l

Solides d'INfusion de CErVEaU .........oouiuiiniit i 125g
Solides d’infusion de cceurde boeuf ...... ..o, Sg
Prot€ase PEPIONE .....outiiit e 10g
GIUCOSE. . ettt e e e e 2g
ChIorure de SOQIUIML. . ...ttt e e 5¢g
Phosphate diSOdIQUE .......oueinei e 2.5¢g

pH =6 .8 +/- 2 4 25C°

Gélose Hecktoen g/l

PrOtase PEPIONE. .. .u ettt ettt e 129
EXtrait de IOVUIE ... e 3g
LaCtOSE ot 12¢
SUCTOSE - .ttt e e e e 12g

SAIICING .t 2g



Meélange de Sel DIAITe. .......ooeie e e 9g

Chlorure de SOAIUM ...ttt et e e et et e e e eeeeenaeennans 5S¢
Thiosulfate de SOAIUM ...t e e e e e e 5S¢
Citrate d'amminium FEITIQUE .........otiieiiti et e e 1.59
FUChSING ACIA@ ...\ 0.1g
Bleu de bromothymol ... 0.065¢g
N . | P 15¢g

pH =7.5+/-0.24 25 C°

Gélose Colombia g/l

Peptones SPECIALES ... ....uii i e 23g
AMIAON A€ MATS. ...ttt e et et e e lg
Chlorure de SOQIUML. ... ..uitt e et ettt et e ee e aneaas 5¢g
N 12¢g

pH=7.3+/-0.2a 25C°

Milieu Muller-Hinton g/l

ANIAON. .. 1.5g
INFUSTON e VIANAE ... .o 2g
Hydrolysat de peptone de Cas€ine ............oeviiiiiiiiiiiiii i 17.5g
AT e 17g

Milieu T.S.1

Extrait de bosut. ... ..o e 3g
EXtrait de LIeVUIe. .. ..o e 3g
PO PtONE. .. 20g
Chlorure de SOIUML. . .....unt et e 5¢g
7 107 101 10g

SACCATOSE. . .ottt 10g



2 101070 ] PPN lg

1121 I S w s 0|1 (T RO PEPR 3g

Thiosulfate de SOdIUML. ... ..o e e 3g

Rouge de phénol....... ..o 0.025¢g

) 0T PP 12¢g
pH=7.4

Gélose Bile Esculine g/l

Peptone de VIANdE..........ouiii i 5¢g
EXtrait de VIANAe. ... ...ouiieii i e 3g
Bile de DouUL .. ... e 40¢g
ESCUIING. ..o lg
CRrate de for. ...t 0.5g
N S 14.5g

pH final = 6.6

NB : le milieu contient éventuellement de 1’azide de sodium qui augmente la sélectivité pour
les streptocoques.

Annexes 2 : La galerie API20E
Préparation de la galerie

e Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée ou déminéralisée(ou toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz [Ex : CI2, CO2...]) dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

e Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite. (Ne pas inscrire
la référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la manipulation).

e Sortir la galerie de son emballage.

e Placer la galerie dans la boite d’incubation.

Préparation de I’inoculum

e Ouvrir une ampoule d’API Na Cl 0,85% Medium (5 ml) ou une ampoule d’API
Suspension Medium (5 ml) comme indiqué au paragraphe « Précautions » de la notice
du produit, ou utiliser un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ou d’eau
distillée sterile, sans additif.

e A I’aide d’une pipette, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé. Utiliser
préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures).



Réaliser une suspension bactérienne en homogeénéisant soigneusement les bactéries
dans le milieu. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

Incubation de la galerie

Introduire la suspension dans les tubes de la galerie a 1’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 1’avant)

Pour les tests CIT, VP, GEL, remplir tube et cupule.

Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes (et non les cupules).

Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant
leur cupule d’huile de paraffine.

Refermer la boite d’incubation.

Incuber a36 °C £ 2°C pendant 18-24 heures.



Annexes 3 : la fiche des résultats standards de la galerie API20E.

yopi'20E

G

07223 C

REE :

P

Origine / Source / Herkunft /
Origen / Origem / MpoéAeuan /

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

BIOME|RIEUX

B B 88 B 8 B

ONPG ADH LDC

ooc LCT| HS | URE TDA IND

LVP] [GELI GLU

MAN INO  SOR

RHA SAC MEL | AMY ARA

=
Nt

7=y
5 Nt

)
N

Imprimé en France / Printed in France

Autres tests / Other tests / Andere Tests /
Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMNeg €EeTdOEIG / Andra tester /

Andre tests / Inne testy :

Annexes 4 : le tableau de la lecture de la galerie biochimique API20E.

Ident. / Tautomroinon :

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE APl 20E
, ‘. . Lecture drecte ou indirecte Resuftat
Microtube Substrad: Caractérerecherche: | Révsates: Test (sl s o) Resutal ¢
ONPG = Ortho
OXIG Nio-Paéne Bets Lecture directe ﬂ E’]
Galactoside galactosdase &)
ADH Arginine LArgnine Odwydrolase Rouge
oo Lysine Lysina Décarboxylase | deo Locture directe
one Oreitiing Omnthine Decarboxylasey Phénal
‘l‘._l” Ciate Utilisation du carate 85T Leclure directe 8 .
Thiosus i ij
3 5:2;;‘ 4% | productiond M8 Lecturo dracto [" J
e
, Rouge de
v Urezse : Lectare drecte
LaE e Phénol ﬂ
Teystophens TOCIITY e '
TDA Thyplophane AJ0utar una gontta de réactl H
Césaminaie chiorure de for 1
X _ Loctare indirecsa
IND Trelophane 'M"?::l";:: d::’o Mm:; une goctin de réactf j 3
Lecture indirecte
: Preveats 96 production d acetoine "~
ey ], Yhvd "on0 Ajoutor 1 goutte de VP1 ot
S00Wm (3-hydroxybutan VB2 A 10 moudes
. e
(GEY | Gélatee gusinsse Lecture drecte [;J
GLU 3 > g
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. e carbonds (glucides) a1 Locture drecte
PO— (glunde)
ectire indirecse
NOS TN, | kates (NO;) | Ntrate réductase outer 1 Quutto de NITY ot
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Annexes 5 : la fiche des résultats standards de la galerie Oxoiud RapiD ONE :

remel RaplID“ONE Report Form

Reference # No. o séfésence. Refersnz Ne

Oane, Dace, Datumn

Tech, Tech, Techn
Souren, Scusce. Cuelie

None { Auoun | D
W:M“' None, Aucun, Keve. e So::'.p‘hth
Positive Reacnons Rt or Bright Puple or Yesow Red | Viokt perple. red ot Vesdow of very Beswn thack
Réacscns sosawes | viciot / Rouge biue | Viokaos Joure Rowge | daors Vot volace | igte crange | Jaune o purpie
Postres Reakiones ©u vicket | bedant ou blou Ged Rot  Jeouge ou rose sostenuy o Crange trés Merron. Pos O
Rot oder Leucraenades Putpur, Vickett clar! Gelty odier serr woksce | B
Vioko PLpeper oder B ot ager Dunseiross Nesrs Orange Schwiars ader Purpa
b oot uie 1 2 3 . S L3 T & @ 0 " ” 13 14 L3 16 7 18 13
MmN
Test Code /
Code du st e e fOOC) DG | TEY W kS|SB | GR | OGI BGU) B NG MR RO | GGT | PR L ) ~o Cu.
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Ve | Vasour [ Wert [ 2 L 1 2 [ 1 2 & t 2 4 2 .
Resot [ Rasutat
]
Vs Tota
Totsd des vabeuss -
Gesarmbwert
DENTEICATION 7 OENTEWCATION ¢ I

Annexes 6 : le tableau de la lecture de la galerie biochimique Oxoiud RapiD ONE :

Note: RaplD” Color Guides intended
RapID™ ONE Color Guide eccations! sid 10 be weed it conjoncion with the
Test Cavity  Positive Reactions Negative Reactions Instructions For Use for the product. The reaction
Test Cavité  Reéactions positives  Réactions négarives SIS e 10 08 CHan MMt 50 Smioet
;est Kumm-h N :::uzm Reaktionen  Negative en T A ’
est zetto ioni positive Reazioni negative Bomarque: les guides de coloration RaptD™ sont

Prueba Pocillo Reacciones positivas  Reacciones negativas cangus ;m ag: utilisés mmm“:"uppwfs :n
kvnmmonmmmawchﬂﬂodad‘ww
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Gevivauchsanweisung for das Produkt ru
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KSF 7 O ' O Reaktionen dar,

SBL 8
Nota: le guide ai colori RaplD”™ sono un supporto

GUR 9 formativo da utiizzare in abbinamento alle

. Istruzioni per I'uso del prodotto. | eolor delle

ONPG 10 reaziione prasenti nelle tavole rapprosentanc le

BGLU 1 O O O O ;flumarwo tipiche ded colfori positivi (+) e negativi

BXYL 12 ;

NAG 13 Nota: Las Guiss de colores ReplD”™ han sido
concebidas como una ayuda de formacion para
su utilizacion con les Instrucciones de uso del

MAL 14 . . O producto. Los cok oo dos en
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12076 Santa Fe Drive

Lenexa, KS 86215

800-255-6730

www.remel.com Part of Therma Fiaher Sclantific



Annexes 7 : Aspect des colonies de certaines souches isolées sur les différents milieux
gélosés

Staphylococcus aureus sur milieu Staphylocoque blanc sur milieu Chapman

Chapman



Annexes 8 : Des exemplaires des fiches d’antibiogramme.

Attt ] i) o) Ot ) Y] A ) Gzl

MINISTERE DE LA DEFENSE NATIONALE
5° REGION MILITAIRE
CHAHID ZIGHOUT YOUCEF
HOPITAL MILITAIRE REGIONAL UNIVERSITAIRE
BENBAATOUCHE ABDELALI DE CONSTANTINE

LABORATOIRE CENTRAL - UNITE DE MICROBIOLOGIE

Poste :50-551

Nature du Prélévement: Service : Ne:
EXAMEN DIRECT :
DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE :
‘ ANTIBIOGRAMME POUR STAPHYLOCOQUE

f LACTAMINES : AMINOSIDES
Pénicilline G Kanamycine
Oxacilline Amikacine
Céfoxitine Tobramycine
M.L.S Gentamicine

Erythromycine

(Interprétation valable pour azithromycine, clarithromycine, FLUOROQUINOLONES
dirithromycine et roxithromycine)
Spiramycine Ofloxacine

(Interprétation valable pour josamycine et midécamycine) (Interprétation valable pour péfloxacine,

Ciprofloxacine et lévofloxacine)
Lincomycine DIVERS
Clindamycine Acide fusidique
Pristinamycine Chloramphénicol
GLYCOPEPTIDES Rifampicine
Vancomycine Fosfomycine
Teicoplanine Nitrofuranes
CYCLINES Triméthoprime- Sulfaméthoxazole

[‘étracycline Linézolide
doxycycline

S:Sensible, 1:Intermédiaire, R :Résistant Constantine le :

LE MEDECIN
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MINISTERE DE LA DEFENSE NATIONALE
5° REGION MILITAIRE
CHAHID ZIGHOUT YOUCEF
HOPITAL MILITAIRE REGIONAL UNIVERSITAIRE
BENBAATOUCHE ABDELALI DE CONSTANTINE

LABORATOIRE CENTRAL - UNITE DE MICROBIOLOGIE

Poste :50-649

Nom : Prénom : Age:/

Nature du Prélévement: Service : N°:

EXAMEN DIRECT :

DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE :
ANTIBIOGRAMME POUR ENTEROCOQUE

p LACTAMINES AMINOSIDES
Pénicilline G
Ampicilline Streptomycine HN
Amoxicilline Gentamicine HN
Céfotaxime FLUOROQUINOLONES
M.L.S Ciprofloxacine

Erythromycine Lévofloxacine
Lincomycine / Clindamycine DIVERS
Pristinamycine Chloramphénicol

GLYCOPEPTIDES Rifampicine
Vancomycine Fosfomycine
Teicoplanine Nitrofuranes

CYCLINES Triméthoprime- Sulfaméthoxazole
Tétracycline Linézolide
(Interprétation valable pour doxycycline)

S:Sensible, I:Intermédiaire, R :Résistant

Coanctaontine I -
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MINISTERE DE LA DEFENSE NATIONALE
5° REGION MILITAIRE
CHAHID ZIGHOUT YOUCEF

HOPITAL MILITAIRE REGIONAL UNIVERSITAIRE
BENBAATOUCHE ABDELALI DE CONSTANTINE

LABORATOIRE CENTRAL - UNITE DE MICROBIOLOGIE

Poste :50-649

Nom : X Prénom : Age:
Nature du Prélévement: Service : N°:

EXAMEN DIRECT :

)IAGNOSTIC ]IBACTERIOLOGIQUE:
ANTIBIOGRAMME POUR STREPTOCOQUE

p LACTAMINES AMINOSIDES
Pénicilline G Gentamicine HN ‘ ,
Ampicilline FLUOROQUINOLONES
Céfotaxime Norfloxacine
M.L.S Lévofloxacine
Erythromycine : :
(Interprétation valable pour azithromycine, clarithromycine, Moxifloxacine
dirithromycine et roxithromycine)
Spiramycine DIVERS
Lincomycine Chloramphénicol
Clindamycine Rifampicine
Pristinamycine Nitrofuranes
GLYCOPEPTIDES Oxacilline 1
Vancomycine I | Oxacilline 5
CYCLINES Triméthoprime- Sulfaméthoxazole
Tétracycline Fosfomycine
(Interprétation valable pour Doxycycline et Minocycline)
Télithromycine

S : Sensible, 1: Intermédiaire, R :Résistant
Constantine le :

LE MEDECIN
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MINISTERE DE LA DEFENSE NATIONALE
5° REGION MILITAIRE
CHAHID ZIGHOUT YOUCEF
HOPITAL MILITAIRE REGIONAL UNIVERSITAIRE
BENBAATOUCHE ABDELALI DE CONSTANTINE

LABORATOIRE CENTRAL - UNITE DE MICROBIOLOGIE

Poste :50-551

Nom : Prénom :
Nature du Prélévement: Service :
EXAMEN DIRECT :

DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE :

Age:/

N°:

ANTIBIOGRAMME POUR BACILLES A GRAM NEGATIF

NON FERMENTAIRES
PENICILLINES AMINOSIDES
Ticarcilline Amikacine
Ticarcilline-ac. clavulanique Gentamicine
Pipéracilline Tobramycine
Pipéracilline-ac. clavulanique Nétilmicine
CEPHALOSPORINES QUINOLONES / FLUOROQUINOLONES

Ceftazidime Ciprofloxacine
Céfépime Lévofloxacine
Cefpirome DIVERS

MONOBACTAME Colistine
Aztréonam I Rifampicine

CARBAPENEMES Fosfomycine
Imipénéme Doxycycline
Méropénéme Triméthoprime- Sulfaméthoxazole
Doripénéme

S :Sensible, 1:Intermédiaire, R :Résistant

LE MEDECIN

Constantine le :
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MINISTERE DE LA DEFENSE NATIONALE
5° REGION MILITAIRE
CHAHID ZIGHOUT YOUCEF
HOPITAL MILITAIRE REGIONAL UNIVERSITAIRE
BENBAATOUCHE ABDELALI DE CONSTANTINE

LABORATOIRE CENTRAL - UNITE DE MICROBIOLOGIE

Poste :50-551

Nom : Prénom : Age:/.
Nature du Prélévement: Service : N°:
EXAMEN DIRECT :
DIAGNOSTIq BACTERIOLOGIQUE :
* ANTIBIOGRAMME POUR ENTEROBACTERIES

i PENICILLINES AMINOSIDES
' Ampicilline Amikacine
Amoxicilline Gentamicine
' Amoxicilline - ac. clavulanique Tobramycine
Ticarcilline QUINOLONES / FLUOROQUINOLONES
Pipéracilline Acide nalidixique
CEPHALOSPORINES Norfloxacine
Céfazoline Ofloxacine
Céfalotine/Céfalexine Ciprofloxacine
Cefoxitine DIVERS
Céfotaxime Colistine
Ceftriaxone Triméthoprime- Sulfaméthoxazole
Céfixime Furanes
Céfépime Fosfomycine
Cefpirome Chloramphénicol
CARBAPENEMES
Imipénéme
Ertapénéme

S :Sensible, 1:Intermédiaire, R :Résistant

Constantine le ILLE MEDECIN



Annexe 9: Classification UT (University of Texas)

Emﬂ Exposriion of
L é&slon Plalp

()

Gpithialisée | superficelle | o, capse | articutzbion
State A A% |1AR%)  [2A@%  |[AD%)

Infection = 0

ficharmte = 0

Stae B MLE%) |IR@S%) [2B(ERa%) |36 %)

Infection

P tschiéemie

Stae MC@S%  (1000%) |205%)  [30(100%)
P crection

fic hérie

Stae ) MWE0%)  (1DG0%) (20D(000%) |30000%)
Infection et chirmie

L poarcesiLages indiquont le risque o amputation,

Annexe 10 : Classification de I’infection des plaies du pied selon le Consensus International
sur le Pied Diabétique

Grade 1
Pas de signe Pas de symptame ni de signe dlinfection
d’infection
(figure 11.1)
Grade 2
Infection de Atteinte cutanée uniguement (sans atteinte des tissus sous-
grade & cutanés, ni systémique) avec au moins deux des signes suivants :
(Figure 11.2) - grythéme < 2 cm autour de la plaie
- sensibilite locale ou douleur
- tuméfaction locale ou induration
- scoulement purulent (sécrétion éGpaisse opaque a blanchatre
ou sanguinolenta)
Les autres causes de réaction inflammatoire de la peau doivent
&tre éliminées (traumatisme, goutte, pled de Charcot aigu,
fracture, thrombose, stase veineuse)
Grade 3
Infection de Erythéme > 2om et des constatations éorites cl-dessus ou
grade 3 Infection attelgnant les structures au-dela de la peau et du tissu
(figure 11.3) sous-cutans (abods profond, lymphangite, ostéite, arthrite
saptique ou fasciite)
Sans signes systémigques
Gradae 4
Infection de Quelgque soit I'infection locale, sl présence de signes systémiques
grade 4 avec au moins deux des caractéristigues suivantes :
(Flgure 11.4) - température > 38 ® ou < 36 °C
= fréquence cardiague > SYmn
- rythme respiratoire > 20/min
- PaCO; < 32 mm Hg
- leucocytes = 12 000 ouw < 4 DOOmMmm?
=10 % de formes leucocytaires immatures




Annexe 11 : Break-points des antibiotiques selon le CLSI

Antibiotiques Break-point
Amx/Amp 14-16
Amx+ac.clav 15-20
Ticarcilline 15-19
Tic+ac-clav 15-19
Pipéracilline 18-20
Pip/tazobactam 18-20
Imipéneéme 14-15
Céfazoline 15-17
Céfoxitine 15-17
Céfotaxime 15-22
Ceftazidime 15-17
Céfotétan 15-17
Aztréonam 16-21
Cefépime 15-17
Tobramycine 13-14
Amikacine 15-17
Gentamicine 13-14
Kanamicyne 14-17
Isépamycine 15-17
Triméthoprime- Sulfaméthaxazole 11-15
Ac-nalidixique 14-18
Pefloxacine 13-15
Ciprofloxacine 16-20
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B UTIMEISIENTE - AULAZONE KHALFALLAH Narimene

Profil de résistance des bactéries associées a I’infection du pied diabétique au niveau de I’Hopital
Militaire Régional Universitaire de Constantine (HMRUC)

Mémoire de fin de cycle pour 1’obtention du diplome de Master en microbiologie

Parmi les complications du diabete les infections du pied diabétique, constituent un probléme majeur et croissant
dans le monde entrainant des conséquences médicales, sociales et économiques. Les objectifs de cette étude sont
I’isolement et I’identification des germes en cause et la détermination de leur profil de résistance. Il s’agit d’une étude
rétrospective des deux années (2016 / 2017) et d’un travail de paillasse de deux mois (Février / Mars 2018) au niveau de
I’Hopital Militaire régional universitaire Constantine basé sur 1’interprétation des résultats des antibiogrammes et des
dossiers médicaux des archives de I’unité microbiologie — parasitologie et du service de médecine interne respectivement.

Sur un total de 278 prélevements réalisés a partir de 146 patients hospitalisés 70.86 % ont été considérés comme
positifs dont 72.08 % sont poly-microbiens, le sexe masculin est le plus exposé a I’infection du pied diabétique. 273
souches bactériennes ont été identifiées, avec prévalence des bacilles & Gram négatif avec 66.30% suivi par les cocci a
Gram positif avec 33.69%. La répartition par espece montre une prédominance de Staphylococcus aureus, dont 69% sont
résistants a la méticilline. Les entérobactéries présentent un taux de résistance ¢levé a I’ampicilline, ampicilline + acide
clavulanique et la céfazoline ; une activité ¢élevée pour I’'IMP a été notée. Pour toutes les cocci & Gram positif aucune
souche résistante a la vancomycine n’a été isolée. Sur les 50 souches BLSE identifiées, les plus isolées sont E.coli par 12
isolats et Klebsiella pneumoniae par 11 isolats. Les résistances aux antimicrobiens sont considérées comme une menace
majeure pour la santé publique. La principale cause de résistance aux antimicrobiens est I'utilisation abusive des
antibiotiques. Le respect des mesures de lutte contre la diffusion de la résistance bactérienne s’avére primordiale. Donc la
connaissance des résultats relatifs a la culture et a la sensibilité aide a adapter le choix de traitement antimicrobien. A c6té
des moyens thérapeutiques et de surveillance qui figurent dans tous les programmes d’éducation diabétique, il y a lieu
d’accorder une place privilégiée aux mesures hygiéniques, parallélement adopter une alimentation saine et équilibrée et
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