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Introduction



Introduction

Le diabete est une maladie tres fréquente, en Algérie comme ailleurs, qui représente un
véritable fléau social dont les conséquences, en terme de morbidité et de mortalité, sont
séveres. Sa prévalence est en augmentation rapide dans toutes les parties du monde, au point
qu’il a maintenant des proportions épidémiques. Malgré l'envergure de cette maladie et les

risques ¢€levés qui en découlent, il est encore difficile d’estimer précisément sa prévalence

(Invs, s.d.).

Nombreuses sont les complications qui atteignent les patients diabétiques, comme les
maladies cardiovasculaires, l'insuffisance rénale et les problémes oculaires, mais les
complications au niveau des plaies y compris les infections chronique sont parmi les plus

fréquentes et redoutées (International working group on the diabetic foot, 2007).

Les plaies constituent un grave probléme de santé et s’accompagnent de profondes
répercussions personnelles, cliniques et économiques. Elles peuvent étre horriblement
douloureuses et debilitantes, en plus de miner le fonctionnement, la mobilité et la qualité de

vie (Les plaies difficiles au Canada, 2013).

Les infections des plaies cutanées sont multifactorielles variant en fonction de la profondeur
de I’atteinte et des bactéries causales. Les patients diabétiques sont plus exposés que la
population générale aux infections des plaies et en particulier a celles localisées au niveau du
pied. Cette derniére est considérée comme la complication la plus onéreuse, et principale
cause d’hospitalisation de long séjour de ces patients (Chidiac et al., 2007). Parfois,
I’infection des plaies conduit au développement de la gangréne et de 1’amputation des

membres inférieurs (Raja, 2007).

D’autre part, l'infection retarde la cicatrisation ; elle empéche la prolifération du tissu
conjonctif et ralentit I'épithélialisation, aussi elle peut détruire le nouvel épiderme et/ou les
Tlots de la couche basale. Elle provoque l'insuffisance de la circulation sanguine dans la plaie,
qui prive les cellules d'apport d'oxygéne, de nutriments et d’antibiotiques a la zone infectée et

favorise 1’extension du processus infectieux (Stahl, 2006).

Le but de notre travail est d’établir le profil bactériologique de I’infection, les germes
pathogénes qui existent dans les plaies infectées chez les diabétiques. Pour cela, nous avons
isolé des souches bactériennes a partir des plaies de dix (10) malades. Ensuite, une

identification par méthodes microbiologiques de ses souches a eté realisee.


http://campus.cerimes.fr/medecine-vasculaire/enseignement/vasculaire_133/site/html/cours.pdf
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-oxygene-798/
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I.  Notions générales sur le diabete
I.1. Prévalence du diabéte selon I’organisation mondiale de la santé (I’OMS)
1.1.1. Données mondiales

Quand on évoque la prévalence du diabéte a 1’échelle planétaire on peut parler d’épidémie
mondiale voire de pandémie.

e Selon ’OMS le nombre de personnes atteints de diabéte est passé de 108 millions en
1980 a 422 millions en 2014. La prévalence de cette maladie dans le monde, chez les
adultes, est passée de 4,7 a 8,5% entre 1980 et 2014(OMS , 2016).

e Les Etats-Unis et la France observent de facon similaire un ralentissement de la
progression de cette pandémie depuis I’année 2008. Cependant, de trés fortes
disparités s’observent dans les différentes régions du monde. Les pays a revenu faible
ou intermédiaire voient leur prévalence augmenter plus rapidement que les pays a
revenu élevé (Geiss et al.,2014).

e Le diabéte est une cause majeur de cécité ; d’insuffisance rénale ; d’IDM, d’AVC et
des amputations des membres inferieurs. En 2012 on a estimé que 1,5 million de déceés
étaient directement dus au diabéte et que 2,2 millions de déces supplémentaires
devaient étre attribués a I'nyperglycémie (Centre des médias, 2016).

e Selon I’International Diabetes Fédération (IDF) le nombre de déces imputables au
diabéte est de 3,2 millions par an et pourrait augmenter de 50 % dans les 10
prochaines années (Fédération international de diabéte, 2005).

e L'OMS prévoit qu'en 2030, le diabéte sera la 7eme cause de décés dans le monde
(Centre des medias, 2016).

1.1.2. Données nationales

Les chiffres sur la prévalence du diabéte en Algérie sont approximatifs. Le nombre des
diabétiques a voisine les 4 millions de personnes souffrant de cette maladie. Les spécialistes
divergent sur la quantification du diabéte, quatrieme cause de mortalité chez nous.

En Algérie, L'étude nationale des indications multiples menée par le ministére de la santé, de
la population et reforme hospitaliere en collaboration avec l'office national des statistiques et
des représentations des nations unies a Alger, classe quand elle, la pathologie du diabete en

2°™Me nosition derriére I'nypertension artérielle.
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Elle est de 0,3% chez les sujets agés moins de 35 ans, 41% chez les patients entre 35et 59
ans, et a 12,5% chez les plus de 60 ans.
Pour ce qui est des complications entrainées par cette maladie le ministre de la Santé, de la
Population et de la Réforme hospitaliere a révélé en 2010 que:

- 14% des dialysés sont des diabétiques.

- 21,8% des rétinopathies sont d’origine diabétique.

- 33% des neuropathies sont diabétiques.

- 25% des artériopathies oblitérantes des membres inferieures.

- 50% des amputés diabétiques meurent dans les 5 ans qui suivent I'amputation. (Chakib,

2011)

1.2. Définition du diabéte

Le diabete est défini comme une affection métabolique, caractérisée par une hyperglycémie
(taux de sucre dans le sang trop élevé) liée a une carence de la sécrétion ou de I’action de

I’insuline, ou des deux (Jean-Pierre, 2009).

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).

1.3. Classification du diabéte

Selon I’ American Diabétes Association (ADA), I’OMS et I’International Diabétes Fédération

(IDF), le diabéte a été classé en :
1.3.1. Diabéte gestationnel

Le diabéte gestationnel ou diabéte de grossesse est une diabéte transitoire qui apparait durant
la 3 ™ trimestre de la grossesse (Jean-Pierre, 2009). Il se caractérisé par une hyperglycémie
modére, sans gravité pour la mére mais pouvant avoir des répercussions sur I’enfant. La plus
importante est la macrosomie (croissance intra-utérine excessive), qui peut rendre
I’accouchement difficile. L’enfant peut également présenter une hypoglycémie néonatale, ou

un défaut de maturation pulmonaire (Blickle, 2014).
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1.3.2. Diabéte insipide

Diabetes insipide est un trouble fonctionnel caractérisée par une incapacité des reins a
concentrer les urines, se traduisant par une polyurie (émission d’une quantité d’urines trés
importantes dilué) et par une polydipsie (soif intense) (Jean-Pierre, 2009). Il est nommé

insipide car il n’y a pas de sucre dans les urines (Saborio et al.,2000).
1.3.3. Diabéte de type 1

Le diabéte de type 1, ou diabete insulinodépendant (DID), est une maladie auto-immune
chronique caractérisée par la destruction sélective des cellules du pancréas la produisant.
Conduisant & un déficit majeur de la sécrétion d’insuline. 1l représente 5 a 10% des diabétes
(Monnier & Fumat, 2010).

Le DID se traduit a la fois par une soif trés intense, une émission abondante d’urines, un
amaigrissement brutal et une fatigue importante. Il peut aussi se déclarer par 1’apparition
d’une complication aigue telle que 1’acidocétose (accumulation excessive de corps cétonique

dans I’organisme). Mais il peut aussi survenir insidieusement (Jean-Pierre, 2009).
1.34. Diabete de type 2

Le diabéte de type 2, encore appelé diabete non-insulino-dépendant (DNID) ou diabéte de la
maturité, est une maladie hétérogéne, non auto-immune, caractérisé par une résistance a
I’insuline et une carence relative de la sécrétion d’insuline. Il représente 90 a 95% des
diabétes, mais on estime qu'environ 50% des diabétes de type 2 sont méconnus car peu
symptomatiques (Monnier & Fumat, 2010).

Le DNID est découvert de fagon fortuite lors d’un exam ou d’une complication le plus
souvent neuropathie (Iésion des nerfs périphérique) et infection cutaneomuqueuse ; 1’affection
est alors suspectée lorsque des antécédents familiaux de diabéte de type 2 existent (Jean-
Pierre, 2009).

I.4. Les complications du diabéte
La chronicite de I’hyperglycémie est liée a l'apparition et au développement multiples
complications dégénératives ou chroniques, qui touchent de nombreux organes (les yeux, les

reins, les nerfs, le coeur et les vaisseaux) (Jean-Pierre, 2009).
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Les complications a long terme du diabéte sont classiquement divisées en deux catégories :
1.4.1. La micro-angiopathie diabétique

C’est I’altération des petits vaisseaux sanguins : artérioles, veinules et capillaires. Trois tissus
sont particulierement le siége de cette micro angiopathie : la rétine (la rétinopathie), le
glomérule rénal (la néphropathie) et le nerf périphérique (les neuropathies) (Noubel, 2009).

1.4.2. La macro-angiopathie diabétique

Le terme de macro-angiopathie diabétique a été introduit par opposition a la microangiopathie
qui touche la microcirculation, on désigne sous le terme de macroangiopathie, l'atteinte des
gros vaisseaux (des arteres de gros et moyens calibres) responsable de cardiopathies

ischémiques, vasculaires cérébrale, atteinte des membre inferieurs (Schlienger, 2013).
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Il. Les plaies
I1.1. Définition

Une plaie est une rupture de la cohérence anatomique et fonctionnelle du tissu vivant,
généralement associée a une perte de substance.

Prise au sens large, la plaie peut également étre un défaut ou une dégradation de la barriére
cutanée suite a un dégat physique, mécanique, thermique, ou qui se développe suite a la

présence d’un trouble sous-jacent (Plaies et pansements, 2018).
11.2. Les grands types de plaies

Elles se classent en deux grandes catégories : les plaies aigues et les plaies chroniques.

D’origines différentes, elles sont comparables dans les soins qu’elles nécessitent. (Téot et
al.,2004).

11.2.1. Les plaies aigués

Les plaies aigués s’apparaissent sous 1’action de facteurs extérieurs ponctuels et traumatismes
— souvent impreévisibles - qu’on peut considérer comme des accidents de la vie.

Les plaies qui sont produites sont de nature différente de celles produites par les maladies,
mais elles n’en demandent pas moins de précaution.

Elles touchent principalement la téte (49%), le membre supérieur (36%), et le membre
inférieur (13%) (Téot, 2007).

Les étiologies incluent notamment les : Morsures, greffes, plaies chirurgicales, brilures,

abces, gelures, dermabrasions profondes... (Battu & Brischoux, 2012).
11.2.1.1. Les morsures

Les morsures sont des plaies a la fois contuses et fortement souillées. Leur principale
complication est 1’infection. Le risque infectieux est déterminé par 1’animal en cause, la
localisation de la morsure, les antécédents de la victime et la qualité des soins locaux de la
plaie. Le traitement repose avant tout sur une desinfection par irrigation sous pression et un

parage drastique avec débridement des tissus (Battu & Brischoux, 2012).
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11.2.1.2. Engelures et gelures

Les gelures sont des lésions cutanées de type inflammatoire causées par le froid. Elles se
traduisent par une coloration violacée, d’cedémes, de démangeaisons ou encore d’érythémes
localisés principalement au niveau des extrémités (nez, doigts, orteils).

Elles guérissent heureusement la plupart du temps en une a deux semaines (Limoges, 2013).
11.2.1.3. Les bralures

Une brdlure est une destruction de la peau apres exposition a un agent thermique, chimique,
électrique ou une radiation. Sa cicatrisation est fortement dépendante d'un certain nombre de
facteurs (surface atteinte, profondeur, age du patient, qualité du traitement local).

Plusieurs degrés de bralure sont distingués selon la profondeur :

v Labralure du premier degré
Affecte uniquement les couches superficielles de 1’épiderme, laissant la couche basale intacte.
v' Labrdlure du deuxiéme degré
Se caractérise par la présence de phlycténes :
— superficiels : caractérisés par une atteinte superficielle de 1’épiderme, avec un aspect rouge
vif, tres douloureux au contact.
— profonds : présentant un aspect moins rouge, moins douloureux.
v' Labrdlure du troisieme degré
Se caractérise par une zone blanche, dure, cartonnée et insensible, voire carbonisée (Echinard
et Latarjet, 1993).

11.2.2. Les plaies chroniques

Une plaie chronique se définit par une absence de cicatrisation a 4-6 semaines (Schultz et
al.,2004), perturbée dans une phase de processus méthodique normal de guérison ou qui
n’arrive pas a reproduire I’intégralité anatomique et fonctionnelle normale de la peau (Vézina
et Saint Pierre, 2006).

Les étiologies les plus fréquentes sont: ulcéres de jambe, escarres, moignons d’amputation,

plaies de pieds diabétiques, brilures (Battu et Brischoux, 2012).
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11.2.2.1. Les escarres

Les escarres représentent une pathologie fréquente chez les personnes ageées, les patients
neurologiques ou les patients en milieu de réanimation. Résultent d’une immobilisation

prolongée voire définitive (Téot et Dealey, 1997).

Figure 01: Escarre sacrée (Desmouliere et al., 2013).

11.2.2.2. Les ulcéres de jambe

L’ulcére est une affection tres fréquente, touchent généralement des sujets agés. Siégeant le
plus souvent au niveau de la jambe, il ne guérit pas de lui-méme.

Les ulceres de jambe sont principalement dus a une altération de la circulation sanguine dans
le réseau artério-veineux. La cause principale est ’insuffisance veineuse ou artérielle
chronique, mais également le diabete (micro- et macroangiopathies).

Il existe trois principaux types d’ulcéres de jambe : veineux, artériel, mixte (artério-veineux)

(Battu et Brischoux, 2012).

11.2.2.3. Le pied diabétique

Le pied diabétique souvent due a une combinaison des troubles circulatoires périphériques, la
neuropathie et de 1’angiopathie. Caractérisé par la perte de la sensibilité normale et la mal
vascularité abouti a des ulcérations, diminution de I’hydratation (sécheresse), fissures, et par
conséquent I’augmentation du risque d’infection (Abdelkbir, 2014). Et toute blessure méme
minime doit étre immédiatement traitée, car elle peut donner lieu a des complications

gravissimes, qui nécessitent encore trop souvent son amputation (Jean-Pierre, 2009).
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Figure 02 : Mal perforant plantaire chez un patient diabétique
(Desmouliere et al., 2013).

11.3. Infections des plaies chez les diabétiques

L'infection est définie par un envahissement des tissus par des bactéries, accompagnée d’une
multiplication avec ou sans réponse inflammatoire de I'h6te (Stahl, 2006).

L'infection doit étre distinguée de la colonisation bactérienne. La colonisation est un
phénomene physiologique impliquant des bactéries commensales de la peau, qui suppose a

I’infection incluant des bactéries virulentes (Lipsky et al.,2004).

Plusieurs facteurs déterminent le passage de la colonisation a 1’infection, notamment la charge
microbienne, la virulence des micro-organismes, 1’action synergique des espéces bactériennes
différentes et la capacité de 1’hote a se défendre.
Les infections de plaies ont deux causes essentielles :
» Cause endogéne : la contamination se fait par la flore endogéne du patient.
» Cause exogeéne: la contamination peut s'effectuer dans ce cas par la flore de
I'environnement, du personnel de soins, mais aussi par du matériel de soin contaminé
(Ewma, 2006).

Les infections cutanées sont fréquentes chez le diabétique, essentiellement bactériennes et
fungiques et s’averent plus séveres que chez le non diabétique. L’infection est souvent
superficielle, mais dans certains cas, elle peut s’étendre en profondeur plus profonde qui peut

engager le pronostic vital.
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La fréquence et la gravité des infections sont favorisées d’une part par des facteurs locaux
(portes d’entrée a I’infection que sont les fissures, les crevasses, les dermatophytoses
interdigitales, les plaies par frottement, 1’ischémie chez 1’artéritique) et d’autre part par des

facteurs généraux (I’hyperglycémie et les perturbations des fonctions leucocytaires) (Jean et
al., 2007).

11.3.1. Caractéristiques des plaies diabétiques infectées

- Absence de sensation douloureuse (neuropathie sensitive).
- Sécheresse des pieds (neuropathie autonome).

- Déformations d’orteils et des pieds (neuropathie motrice).
- Risque infectieux important (ostéite, septicemie).

- Cicatrisation retardee (Rachel, 2014).

11.3.2. Diagnestic d’infection chez les diabétiques

Les signes habituels d’infection sont: augmentation du volume de I’exsudat, induration,
érythéme péri lésionnel, 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).
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I11.  Lacicatrisation
I11.1. Définition
La cicatrisation est un phénomene biologique naturel de réparation faisant intervenir une
multitude de cellules, de composants inflammatoires et de médiateurs solubles qui
communiquent et interagissent entre eux pour aboutir & la reconstitution et la régénération
d’un tissu 1ésé (Sarah, 2015).

I11.2. Les types de la cicatrisation

La cicatrisation classée en deux types selon la nature de la plaie.

I11.2.1. La cicatrisation primaire

La cicatrisation primaire est la mise au contact de I’épiderme et du derme des 2 berges de la
plaie. Celle-ci se produit lorsque les bords de la plaie sont nets, bien accolés et qu’il n’y a pas
de perte significative de substances, ni d’infection. La guérison survient en une a deux

semaines (Hienne et al.,2008).

I11.2.2. La cicatrisation secondaire

Les bords libres de la plaie sont trop éloignes pour permettre une suture directe, en raison
d’une perte de substance ou d’une infection purulente : ce type de plaie demande la formation
d’un nouveaux tissus appelés tissus de granulation pour obtenir la fermeture de la plaie
(Barthelemy, 2005 ; Hienne et al.,2008).

I111.3. Les acteurs de la cicatrisation

Trois grands type d’acteurs sont impliques dans la cicatrisation

- Les cellules (les kératinocytes, les fibroblastes, les endothéliocytes et les cellules
inflammatoires).

- Les composants de la matrice extracellulaire (MEC) notamment la fibronectine, laminine et
les proteoglycanes.

- Les facteurs de croissance (I’EGF, le PDGF, le TGF a, le KGF et les FGF) (Thomas, 2011).

11
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I11.4. Physiologie de la cicatrisation

La cicatrisation d'une plaie se déroule sous forme d’événements successifs organisés en
cascade. Chacune de ces phases est caractérisée par des activités cellulaires (La cicatrisation
l,s.d).

111.4.1. La phase de détersion ou inflammatoire

Elle se produit au cours des 24 premieres heures. Une blessure cutanée se traduit par la
rupture de vaisseaux sanguins, ce qui déclenche le systéme d’hémostase primaire (Meaume,
2005).

Cette réaction est débutée par I’activation de I’agrégation des plaquettes pour former le clou
plaquettaire qui est le premier pansement biologique sur lequel va se construire le caillot
sanguin. Ce dernier est formé par la libération de substances vasoconstrictrices qui obliterent
les vaisseaux sanguins (Singer et Clarck, 1999).

Cette vasoconstriction est suivie d’une vasodilatation afin de fournir une augmentation du
flux sanguin vers le site lése, permet 1’afflux de diverses molécules et cellules au niveau de
tissu lése, c’est la production d’exsudat (Meaume, 2005).

Il s’agit d’une réaction inflammatoire & pour but de stopper le saignement, d’éliminer les
divers débris tissulaires et d’assurer une défense locale contre les infections. Elle dure en
général entre 2 et 4 jours (Sarah, 2015).

Du point de vue clinique, cette phase comporte tous les signes caractéristiques de
I’inflammation : une rougeur (érythéme), un gonflement (cedéme), une douleur et une

augmentation de la température locale (Cardenas, 2015).

111.4.2. La phase de réparation tissulaire ou de granulation

Encore appelée phase de bourgeonnement, elle correspond a la cicatrisation dermique.

Cette étape est orchestrée par des médiateurs chimiques libérés, aboutit a ’activation des
fibroblastes présents a 1’état quiescent au niveau des berges et du lit de la plaie. Ces
fibroblastes activés migrent vers le foyer inflammatoire afin de reconstituer la nouvelle
matrice extra-cellulaire (Allas, 1997 ; Hatz, 1994 ; Vandenbussche, 1983).

C’est au cours de cette phase que s’effectue 1’angiogenese. Un nouveau réseau vasculaire
indifférencie va étre forme. Cette phase commence en moyenne au quatriéme jour et peut

durer de quelques jours a trois semaines (Teot et al., 2001).
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111.4.3. La phase d’épidémisation

Cette phase correspond a la cicatrisation épidermique.

Les myofibroblastes, conduire & la fermeture de la plaie. La cicatrisation d’une plaie suturée
(cicatrisation primaire) débute a cette phase.

Celle-ci peut durer des mois dans le cas de plaies largement ouvertes et trés étendues (Hienne
et al.,2008).

I11.4.4. La phase de remodelage

La matrice extracellulaire va progressivement étre remodelée dans les deux mois qui suivent
la fermeture de la plaie. La maturation secondaire peut ensuite se poursuivre jusqu’a deux ans
en fonction de I’étendue de la plaie, avec une diminution progressive du tissu de granulation.
A partir du 21°™ jour, la contraction de la plaie est terminée. Cependant & ce stade, la
résistance de la cicatrice n’égale que 15% de celle d’une peau normale. Ce remodelage va
permettre d’accroitre cette résistance jusqu’a 80 voir 90% a la sixieme semaine (La

cicatrisation, s.d.).

I11.5. Retard de la cicatrisation
La plaie devient chronique et de nombreux facteurs locaux ou liés a 1’état général du patient

peuvent entraver le bon déroulement du processus de cicatrisation.

I11.5.1. La surinfection

Une colonisation bactérienne excessive peut retarder la cicatrisation en entrainant une lyse
cellulaire, et donc une destruction progressive de la MEC. Il est important de distinguer la
surinfection d’une plaie et I’infection naturelle qu’il s’y produit des 1’effraction épidermique
(taux inferieur a 10° germes par gramme de tissu) (Hienne et al.,2008 ; Rotthan-Tondeur et
al.,2001).

111.5.2. Un défaut d’oxygénation et/ou de perfusion

L’oxygene est en effet essentiel a la synthese de collagéne de bonne qualité.
Une hypoxie tissulaire peut étre la conséquence d’une plaie présentant de nombreux débris

nécrotiques ou fibrineux ou encore d’un hématome (Charlotte, s.d. ; Hienne et al.,2008).

13
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111.5.3. Les carences nutritionnelles

Les carences proteinocaloriques sont les plus importantes en termes de conséquences. Elles
retardent toutes les phases de la cicatrisation et accroissent le risque de surinfection en altérant

la phagocytose.
111.5.4. Les déficits immunitaires

On observe une altération de la qualité de la phase inflammatoire, une mauvaise détersion de

la plaie et un risque accru a la surinfection.

111.5.5. Les traitements médicamenteux

Les principales classes impliquées dans les retards de cicatrisation sont les corticoides, les

anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les immunosuppresseurs.

111.5.6. Les troubles de la coagulation et pathologies hématologiques

Les déficits en facteurs de la coagulation et les thrombopénies entrainent des perturbations de
la phase d’hémostase de la cicatrisation en compromettant la formation du caillot initial (La

cicatrisation, s.d.).

111.5.7. L’insuffisance rénale chronique

L’urémie provoquée par le mauvais fonctionnement rénal altére la synthése de collagene et

retarde la formation du tissu de granulation (Hienne et al.,2008 ; Meaume, 2005).

111.5.8. L’age du sujet

La cicatrisation d’une plaie chez un sujet agé est plus longue en raison d’une diminution
physiologique de la synthése de collagéne, de I’angiogenese et de I’épithélialisation

(Charlotte, s.d.).

111.5.9. Diabéte

Les patients diabétiques présentent frequemment des retards de cicatrisation, qui peut aboutir
a un cas courant, a savoir, les blessures non-curatives. Le maintien d’une glycémie normale

parait essentiel pour une cicatrisation normale.
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En effet, L hyperglycémie altére les fonctions leucocytaires (diminution de la phagocytose et
du chimiotactisme) et accroit le risque infectieux.

Par ailleurs, L’altération des fibres du systéme neurovégétatif chez le diabétique entraine des
troubles de la microcirculation responsables d’une hypoxie cutanée.

Ces différents facteurs font du patient diabétique un sujet a risque concernant les plaies
chroniques, extrémement difficiles a cicatriser, se compliquant souvent de phénomenes
infectieux qui peuvent entrainer secondairement des amputations (mal perforant plantaire

diabétique) (La cicatrisation, s.d.).
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Matériels et méthodes

I. Matériels et méthodes
I.1. Objectif

Notre étude vise a établir le profil bactériologique de I’infection des plaies chez les

diabétiques par isolement et identification biochimique des bactéries pathogenes.
I.2. Lieu et période d’étude

L’intégralité¢ de ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie du centre
universitaire Belhadj Bouchaib d’Ain-Témouchent, durant une période d’un mois et demi

allant de 20 mars jusqu’a le 5 mai 2019.

1.3. Plan d’étude

Prélevement

!

Enrichissement dans le Bouillon nutritif

!

Ensemencement des géloses

Mac Conkey, Chapman, Gelose nutritive

)

Examen de I’aspect macroscopique des colonies

)

Purification
Réalisation de la coloration de Gram

Identification biochimique par la galerie API 20 E

Figure 03: Schéma de la demarche suivi au cours de notre I’étude.
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1.4. Méthodes

1.4.1. Phase de prélévement

1.4.1.1. Lieux de prélevement

Dix (10) préléevements, ont été réalisés sur des plaies infectées des pieds diabétiques (la

pathologie rencontrée) des malades admis pour hospitalisation au service de médecine interne

et chirurgie général du Centre Hospitalier Dr Bendzergeb et Ahmed madaghri d’Ain

Temouchent.

Tableau 01: présentation des cas étudiés.

Patient Sexe Age Type de pathologie
P1 H 49 ans Pied diabétique
P2 H 74 ans Pied diabétique
P3 H 53 ans Pied diabétique
P4 H 60 ans Pied diabétique
P5 H 66 ans Pied diabétique
P6 H 50 ans Pied diabétique
P7 F 68 ans Pied diabétique
P8 H 70 ans Pied diabétique
P9 H 60 ans Pied diabétique
P10 H 62 ans Pied diabétique

1.4.1.2. Méthodes de prélevement
v’ préparation de la plaie

Avant tout prélévement, la plaie doit étre préparée :

- Un débridement au moyen d’une curette ou d’un scalpel stériles afin d’éliminer

les parties molles nécrosées, les tissus dévitalisés et contaminés et les tissus

fibreux.

- un nettoyage avec une compresse stérile imbibé de sérum physiologique stérile

afin d’éliminer la flore bactérienne colonisante (Lipsky, 2004).
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v' L’écouvillonnage de la plaie

L’écouvillonnage consiste a passer 1’écouvillon stérile sur une surface de 1 cm? de la plaie,
dans un mouvement en Z combiné a une rotation. Ce prélévement doit étre pratiqué lors de
plaies superficielles (Calhoun et al., 2002 ; Dow G,2003).

Replacer délicatement 1’écouvillon dans un tube a vis stériles prée-remplies par un bouillon
nutritif d’enrichissement (BN) pour enrichir immédiatement les prélévements réalisés et
assurer un transport adéquat des échantillons (Denis, 2011). Les préléevements sont ensuite
aussitot acheminés au laboratoire de microbiologie et incubés a 37°c pendant 24h.

1.4.2. Ensemencement et isolement

La méthode d’ensemencement utilisée est la méthode d’ensemencement en quadrant. Ce
mode d’ensemencement permet d’isoler les différentes bactéries contenues dans un mélange.
Chaque culture fraiche, obtenue sur BN a été ensemencé sur deux milieux sélectifs Chapman
et Mac Conkey.
- Le milieu de Mac Conkey: permet d'isoler les bactéries a Gram négatif, grace a
I'action des deux inhibiteurs le cristal violet et les sels biliaires (Biokar, 2009).
- Le milieu de Chapman : est un milieu sélectif, surtout, permettant la croissance des
germes halophiles, La forte concentration en chlorure de sodium inhibe la croissance
de la plupart des bactéries autres que les staphylocoques (Bio-Rad ,2007).
Aprés I’incubation des milieux ensemencés pendant 24h a48h a 37°C, nous procédons a la
purification bactérienne par repiquage successif sur le méme milieu afin d’obtenir des souches
pure a identifier. La composition et le mode de préparation des milieux qui ont servi a notre

étude sont rapportés en détail dans I’Annexe 02.
1.4.3. Identification
1.4.3.1. Aspect macroscopique

L'observation des colonies est une description directe faite sur boites d'isolement, permettant

au moins une distinction des souches les unes des autres a fin de les purifier. Annexe 03
1.4.3.2. Aspect microscopique

C’est une étape clé dans la démarche diagnostique des infections bactériennes.
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a) Examen a I’état frais

Une méthode rapide consiste a observer entre lame et lamelle une suspension bactérienne a
I'objectif 40 (Denis et al., 2007).

L’observation microscopique des bactéries a I'état frais permet de déterminer leur mobilité. La
taille, la forme et le type de regroupement des cellules bactériennes (Bousseboua, 2002).

b) Coloration de Gram

La coloration de Gram pour vérifier la pureté des isolats et s'orienter dans le diagnostic.

On commence par préparer des suspensions bactériennes dans de 1’eau stérile, puis on réalise
un étalement (réaliser un frottis) sur une lame porte objet en verre qu’il faut sécher d’abord a
I’air ensuite a la chaleur du bec bunsen. Sur le frottis fixé on applique la coloration de gram
(violet de gentiane, Ethanol, fuchsine) Annexe 04, ce frottis une fois séché, est lu en

microscope optique, objectif x100 a I’immersion (Soukaina, 2013)
1.4.3.3. Tests physiologique

a) Test catalase

Le test catalase est une enzyme catalysant la dismutation de I’eau oxygénée (peroxyde

d’hydrogéne) selon la réaction suivante :

HOp ——ld@ise | wo.%0,

La recherche de catalase est utilisée systématiqguement pour la différenciation des
staphylocoques dotés d’un catalase positif et les entérobactéries dotés d’un catalase négatif.

e Technique

Pour chaque souche, une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame stérile, sur laquelle
quelques colonies sont réparties. Les réactions positives se manifestent par une effervescence
traduit la décomposition de I’eau oxygénée sous 1’action de la catalase (Joffin & Layeral,

2005).
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b) Recherche de la coagulase

La coagulase ou staphylocoagulase est une enzyme capable de faire coaguler le plasma
sanguin.La mise en évidence de la coagulase libre permet la différenciation des espéces du

genre Staphylococcus.
e Technique

Mélanger dans un tube a hémolyse stérile 1 mL de plasma humain frais et 1 mL de la
culturefraiche en bouillon nutritif des souches a étudiés. Porter le mélange a I’étuve a 37°C et
incuber pendant 24h (Joffin & Layeral, 2005).

1.4.3.4. Identification biochimique par la galerie API 20 E

Le systeme API (Appareillage et Procédes d’Identification) 20 E (Entérobactéries) est une
version miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles pour
I’identification des bactéries.

La galerie APl 20 E comporte 20 microtube contenant des substances déshydratées.
Lorsqu’une suspension bactérienne de densité convenable est repartie dans ces différents
micros tubes, les métabolites produits durant la période d’incubation se traduisent par des

virages des couleurs spontanés ou révélés par addition de réactifs.

e Techniques

v' Préparation de I’inoculum :

Ouvrir un tube a vise stérile contenant 5 ml d’eau distillé stérile. A l'aide d'une pipette
prélever 1 a 4 colonies de morphologie identique de la gélose Mac conkey. Utiliser
préférentiellement des cultures jeunes (18-24 heures). L’inoculum servira au remplissage des

microtubes de la galerie API 20E.
v Inoculation de la galerie :

Les alvéoles du support de la galerie doivent étre remplis d'eau pour former une chambre
humide, dans laquelle notre galerie est déposée. Le remplissage des microtubes suit des regles

bien précises. Annexe 05
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Cupule
Tube
Inoculation de la galerie Détail d’'un tube
Reéférence
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Figure 04 : Remplissage de la galerie AP1 20E (DOLISI, 2001).

v Incubation de la galerie
La galerie est incubée a une température de 37°C pendant 24 a 48 heures.
v Lecture de la galerie :

Apres addition des réactifs nécessaires a la révelation de différents tests (TDA, VP et
Kovacs). La lecture de ces réactions se fait a l'aide du Tableau de Lecture. Les tableaux

d’interprétation de la galerie API 20E sont illustrés dans I’annexe 06.
v' Détermination du profil numérique :

Sur la fiche des résultats annexes 07, les tests sont séparés par groupe de trois et une valeur 1,
2 ou 4 est indiquée pour chacun. En additionnant a I’intérieur de chaque groupe les valeurs
correspondant a des réactions positives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil
numérique et I’identification est réalisée & l'aide du Catalogue Analytique ou du logiciel
d'identification (Bio Merieux, 2002).
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I1. Résultat et discussion

I1.1. Résultats des prélevements

Nous avons réalisé une étude bactériologique sur les dix (10) échantillons prélevés a partir des
plaies infectée chez des patients diabétiques au niveau des hdpitaux Dr. Benzerdjeb et Ahmed
Medaghri. La pathologie la plus rencontrée dans les services de chirurgie générale et
médecine interne des deux hopitaux était le pied diabétique. La majorité de nos patients était
de sexe masculin, soit 90% contre 10% de sexe féminin avec un sexe ratio de 9. L’4ge moyen

de nos patients était de 61 ans (de 49 a 74 ans).

Tableau 02: Répartition des souches bactériennes sur les milieux de culture selon les

prélévements.

Numéro  de Souches sur Souches sur
prélévement (Mac conkey) (Chapman)

01 2 1

02 2 1

03 1 0

04 1 1

05 1 1

06 1 1

07 1 1

08 1 1

09 1 1

10 1 1

Total 12 9
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Le tableau ci-dessus représente les résultats de la mise en culture des dix (10) prélevements

dans une température de 37°C sur :

= Milieux Mac conkey pendant une durée de 24 h : la totalité des cultures était positives

ce qui représente 10/10 (nombre des échantillons), avec deux types de colonies
enregistrés sur deux boites de culture (01et 02).

= Milieux Chapman pendant 48 h d’incubation : nous avons obtenu 9 résultats positifs

sur dix cultures (9/10).

- D’apres les résultats obtenus sur les deux milieux on peut constater que neuf de nos

prélevements (90 %) sont poly-bactériens contre un seul prélevement (prélevement

numero 03) mono-bactérien. la flore des plaies s’est avérée majoritairement poly-

microbienne.
11.2. Identification morphologique des souches isolée
11.2.1. Etude macroscopique

La premiére étape du diagnostic bactérien et du biotypage d’une souche est la description
macroscopique des colonies isolées (parfois cette seule étude permet de connaitre le germe

isolé car les colonies sont typiques).
v" Sur milieux Mac conkey

L’observation macroscopique a révelé plusieurs types de colonies:
= Des petites colonies mates ou bien opaques, lisses, Bombés ou légérement bombées
avec un bord régulier et parfois irrégulier (Figure 05).
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Figure 05: Aspect morphologique des colonies d’entérobactéries sur le milieu Mac-conkey.
v Sur milieu Chapman

Les colonies sont arrondies, lisses, a bords régulier atteignant 1 & 2 mm de diametre et
présentant 1’aspect macroscopique caractéristiques du genre Staphylococcus.
Les colonies de Staphylococcus sont apparues :
o Jaunes sur fond jaune ou entourées d'un halo jaune dans le cas ou le mannitol est
fermenté (Staphylocoque doré ou Staphylococcus aureus). (Figure 07)
o Blanches sur fond rouge (Staphylocoque blanc). (Figure 06)
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Figure 07: Aspect macroscopique des souches de Staphylocoque doré.

11.2.2. Etude microscopique
11.2.2.1. Examen a I’état frais
L’examen a 1’état frais a montré la présence :
o De nombreux bacilles immobiles.
o Des bacilles mobiles avec un mouvement rapide.

o Des coques mobiles avec un mouvement lent.
11.2.2.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram des colonies isolées a partir des milieux Chapman et Mac conkey,

nous a fournis des résultats suivants :
e Des cocci a Gram positif 42, 85%.

e Des fins bacilles & Gram négatif 57,14%.
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M Bacille a Gram Neégatif M Cocci a Gram Positif

42,85%

57,14%

Figure 08: Répartition des bactéries selon la coloration de Gram.
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Figure 09: Observation microscopique apres coloration de Gram (Grossissement x100).
11.3. Identification biochimique
11.3.1. Identification des Gram négatifs

Les résultats des tests biochimique de la galerie API 20 E ont réveéle la présence de 9 souches,
sont présentés dans le tableau.
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Tableau 03: Résultats d’identification des Gram négatifs.

Numéro de
prélevements Les souches Gram-
01 Klebsiella oxycota
Serratia fonticola
02 Serratia odorifera
Klebsiella pneumonia
03 Aeromonas hydrophila grl
04 Providencia alcalifaciens rustigiani
05 Proteus mirabilis
06 Pseudomonas aeruginosa
07 Acinetobacter baumannii
08 Klebsiella pneumonia
09 Klebsiella pneumonia
10 Klebsiella pneumonia

Selon le tableau 03, les résultats bactériologiques obtenus a partir de ces prélevements

montrent que Klebsiella pneumonia a été le germe le plus abondant (dans 4prélévements),

suivi d’une faible présence de Serratia fonticola, Klebsiella oxycota, Serratia odorifera,

Aeromona shydrophila grl.,

Providencia alcalifaciens rustigiani,

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa.
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Aeromonas hydrophila grl

Proteus mirabilis

Serratia odorifera

Figure 10: résultats de I’identification biochimique par la galerie API120E.

11.3.2. Identification des Gram positif
11.3.2.1. Test de Catalase

Toutes les bactéries testées étaient catalase positif, le résultat se traduit par le dégagement des
bulles de gaz (production d’O2 provenant de la dégradation d’H20>).
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Figure 11: Résultats positif du test de catalase (effervescence).
11.3.2.1. Test de coagulase

Parmi les 9 souches isolées de staphylocoques nous comptons 7réactions de coagulations
positives issues des prélevements (01, 04, 05, 07, 08,09 et10). Le résultat positif se traduit par

la formation d’un caillot qui est le plasma coagulé (Figure 12).

Le test de la coagulase en tube est un moyen valable pour différencier entre les
Staphylocoques a coagulase positive principalement S. aureus, et le Sstaphylocoques a
coagulase négative (Sperber & Tatini, 1975).

Coagulase (+) Coagulase (-)

Figure 12: résultats du test de coagulase.
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Les résultats de I’identification des Gram positif ont révélé qu’au total de 9 souches isolés
appartenant au genre Staphylococcus, 7 souches étaient coagulase positif ce qui représentent
les Staphylococcus aureus et 2 souches étaient coagulase négatif appartenant aux groupes

des SCN (Staphylocoque a coagulase négatif).

I1.4. Répartition des souches bactériennes identifiées en fonction des prélevements du
pied diabétique

Le tableau ci-dessous montre les souches bactériennes dans chaque prélévement. L’infection
du pied chez le diabétique est souvent poly-microbienne inclut les bacilles Gram+ et les cocci
Gram+. Les germes les plus observés eétaient les Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumonia, Staphylocoque blanc. Serratia fonticola, Klebsiella oxycota, Serratia odorifera,
Aeromonas hydrophila grl. Providencia alcalifaciens rustigiani, Proteus mirabilis,

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa.

Tableau 04: Répartition des souches bactériennes dans chaque prélevement.

Numéro de Les souches identifiées

prélevements

01 - Klebsiella oxycota
- Serratia fonticola

- Staphylococcus aureus

02 - Serratia odorifera
- Klebsiella pneumonia

- Staphylocoque blanc

03 - Aeromonas hydrophila grl

04 - Providencia alcalifaciens rustigiani

- Staphylococcus aureus

05 - Proteus mirabilis

- Staphylococcus aureus

06 - Pseudomonas aeruginosa

- Staphylocoque blanc

07 - Acinetobacter baumannii

- Staphylococcus aureus
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08 - Klebsiella pneumonia

- Staphylococcus aureus

09 - Klebsiella pneumonia

- Staphylococcus aureus

10 - Klebsiella pneumonia

- Staphylococcus aureus

B Staphylococcus aureus

M Klebsiella pneumonia

W Staphylocoque blanc

B Klebsiella oxycota

H Serratia fonticola

M Serratia odorifera

= Aeromonas hydrophila grl

1 Providencia alcalifaciens rustigiani
Proteus mirabilis

1 Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumannii

Figure 13: Répartition en pourcentage des souches identifiées selon les préleévements.

La répartition des souches pathogenes prélevées a partir des plaies infectées du pied
diabétique était comme suit : Staphylococcus aureus a un pourcentage de 33,33% des germes
isolés, suivie des souches de klebsiella pneumonia a 19,04% ; 9,52% de staphulocoque a
coagulase négative ; et enfin 4,76% de chaque espéce :Serratia fonticola,Klebsiella oxycota,
Serratia odorifera, Aeromonas hydrophila grl., Providencia alcalifaciens rustigiani, Proteus

mirabilis, Acinetobacte rbaumannii, Pseudomonas aeruginosa.
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I11. Discussion

Les plaies infectées rencontrées dans notre étude étaient le pied diabétique, cette pathologie
fréquente et plurifactorielle (Darbellay et al., 2011), constitue un probléme majeur de santé
publique par son poids économique et sa conséquence grave sur les patients diabétiques qui
en sont atteints (Ashford et al., 2000).

I11.1. les patients atteints

Dans notre étude I'age moyen des dix (10) patients était de 61 ans avec un sex-ratio de 9, cette
catégorie d’age était dominante chez 57,54% des cas d’une étude faite par Yahia-Berouiquet
en 2008 sur les plaies du pied chez les diabétiques au niveau de CHU de Tlemcen et selon
Mezhoud et Khalfallah, au niveau de 1’hopital militaire régional universitaire de Constantine
(HMRUC) en 2018, I’age moyen de 146 patients hospitalisé¢ ¢était de 65 ans (Yahia-
Berouiquet, 2008 ; Mezhoud et Khalfallah, 2018).

Sur le total des 10 patients, I’infection du pied diabétique était plus fréquente chez le sexe
masculin avec un pourcentage de 90%, par rapport au sexe féminin 10%. Ce qui concorde
avec 1’étude réalisée par Faraoun et al.,2013 au niveau du CHU d’Oran ou le sexe masculin
était prédominant de I’atteinte du pied diabétique avec 57.60% et 56.55% de I’étude de
Yahia-Berouiquet (2008) réalisée au niveau du service de médecine interne au CHU de
Tlemcen.

Cette prédominance masculine dans la population étudiée est confirmee par plusieurs auteurs.
Le sex-ratio était de 4,3 dans 1’étude de Zemmouri et al au maroc en 2015 et de 6,8 dans une
étude faite par Mendes et al au Portugal en 2012 (Zemmouri et al.,2015; Mendes et
al.,2012).

Le pied diabétique peut s'expliquer par une mauvaise observance thérapeutique par nos
patients. La mauvaise observance thérapeutique généralement reconnue chez les hommes
expliquerait cette prédominance masculine. Les raisons de cette mauvaise observance sont
multiples : la non acceptation du diabeéte, la tradithérapie, les croyances et surtout la pauvreté
(Quassimi, 2015).

Le tabagisme masculin prédominant est aussi un facteur de risque de développer des
complications chez les personnes diabétiques telles que le pied diabétique, Diminution de

I'oxygenation de la plaie et anomalies de la coagulation dans les petits vaisseaux sanguins
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111.2. L’étude bactériologique

Dans Notre étude réservé d’établir le profil bactériologique de I’infection des plaies chez les
diabétiques, nous avons opté pour la technique de prélévement par écouvillonnage adapté aux
infections superficielles et moyennement profondes des plaies des malades inclus dans notre
étude (Jean et al., 2007).

Sur les 10 prélevements realisés 90% étaient poly-bactériens contre 10% mono-bactériens. Ce
résultat est confirme par des études similaires effectuées par Diam et al en 2007, Ramkant et
al en 2010 dont les cultures poly-microbiennes étaient prépondérantes avec un pourcentage de
83.3% et 66% respectivement (Ramkant et al.,2010 ; Diane et al.,2007).

Le microbiote des plaies chroniques se constitue a partir de la flore cutanée, de
I’environnement et des flores commensales des cavités avoisinant la Iésion. Cette flore est

donc mixte cela peut expliquer les plais poly-microbiennes.

Parmi les 21 germes identifiés dans notre étude, les bacilles & Gram négatif prédominent avec
57,14% contre 42,85% de cocci a Gram positif. Ces résultat sont été comparés avec ceux de
plusieurs études faites sur I’infection de pied diabétique; c’est le cas des études effectuées par
Tiwari et al en Inde du nord (2012) et Shankar EM au sud de 1I’'Inde (2005) dont la répartition
en pourcentage étaient de 57.6% de bactérie Gram négatif et 42.3% de bactérie Gram positif,
ce qui reflétent une approximation aux résultats de notre étude (Tiwari et al.,2012 ;Shankar
et al .,2005). Par contre La littérature médicale et 1’étude de Sharma et al et en 2006 sur
I’infection du pied diabétiques rapporte que les bactéries a Gram positif ont été isolées plus
couramment que les bactéries a Gram négatif chez les diabétiques (Richard et
al.,2011 ;Sharma et al.,2006).

Les résultats de 1’identification biochimique des bactéries ont révélé une diversité des especes
isolées a partir des pieds diabétiques. Nous avons consigné une prédominance des souches
Staphylococcus aureus avec un pourcentage de 33,33%, suivie de 19,04% de klebsiella
pneumonia, 9,52% des staphylocoque & coagulase négative et 4,76% pour chaqu’une des
especes suivantes : Serratia fonticola, Klebsiella oxycota, Serratia odorifera, Aeromona
shydrophila grl., Providencia alcalifaciens rustigiani, Proteus mirabilis, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa. Cela est confirmé par 1’étude effectuée par Akhi et al

en 2015 en Iran qui montre que la bactérie aérobie prédominante isolée des pieds diabétiques
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était Staphylococcus aureus a 28% ; suivie de la famille des enterobacteriaceae a 24% (Akhi
et al., 2015).

Notre résultat est également identique a celui de Saseedharan et al (2018) en Inde qui indique
que la bactérie la plus freguemment isolée était Staphylococcus aureus (Saseedharn et al.,
2018).

Nous avons constaté une absence totale des anaérobies et des mycoses dans notre étude, ceci
est peut étre justifié par la nature des lésions superficielles des atteintes de pied diabétique
inclus dans notre étude, ces germes ont été souvent isolés lors des infections profondes avec

aspiration a ’aiguille fine ou par biopsie tissulaire (Gerding, 1995).
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Conclusion

Les plaies infectées présentent un probléme clinique important et souvent difficile chez les
personnes diabétiques en raison de leurs évolutions vers de nombreuses complications
séveres. Les lésions du pied chez les diabétiques, restent une complication tres fréquente et

grave par sa mortalité, sa morbidité et le handicap qu’elles occasionnent.

Dans I’objectif d’étudier les différentes bactéries pathogénes responsables d’infecter les plaies
chez les diabétiques, nous avons réalisé cette étude qui s’est déroulée dans une période de un
mois et demi au laboratoire de microbiologie du centre universitaire Belhadj Bouchaib d’Ain-
Témouchent sur dix prélévements a partir des plaies infectées chez des personnes pressentant
la symptomatologie du pied diabétique au niveau de I’Etablissement Hospitalier Dr

Bendzergeb et I’hopital Ahmed madaghri d’Ain Temouchent.

Les résultats de 1’étude bactériologique sont comme suit :

Staphylococcus aureus a présenté 33,33% des germes isolés, suivie des souches de Kklebsiella
pneumonia qui a présenté 19,04% ; 9,52% de staphylocoque a coagulase négative ; et enfin
4,76% pour chaque espéce : Serratia fonticola, Klebsiella oxycota, Serratia odorifera,
Aeromonas hydrophila grl, Providencia alcalifaciens rustigiani, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii.

A la lumiere de nos résultats nous pouvons conclure que I’atteinte infectieuse du pied
diabétique est polybactérienne dans la majorité des cas. Cette infection est prédominée par les

staphylococus suivie par les entérobactéries.
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Recommandations

Notre étude évidemment reste préliminaire et elle doit étre élargie sur plusieurs axes. A
’avenir, il serait intéressant d’approfondir nos recherches par 1’introduction d’un nombre plus
¢largie de malades, et mettre en place d’autres procédés de prélévement, d’enrichissement
sélective et de mise en culture pour la recherche de bactéries anaérobies strictes a fin de
comprendre la circulation des souches.

Aussi étudier I’antibiothérapie des infections etréaliser I’antibiogramme puis déterminer

I’antibiorésistance des bactéries pathogeénes en cas d’échec thérapeutique.

Ces recommandations ont comme buts essentiels de :

e Prévenir et réduire la survenue des lésions et particulierement des amputations.
e Optimiser le temps de cicatrisation

e Réduire la récidive des lésions

» Aux patients diabétiques
La lutte contre ce fardeau repose sur 1’éducation des patients:

o Controle et surveillance visuels réguliers (par soi-méme, un proche ou un spécialiste)
de I'état des pieds, et consulter le plus tot possible un médecin deés 1’apparition d’une
Iésion au niveau du pied.

o Hygiéne des pieds, des orteils et des ongles.

o Soins et traitement adaptés a la moindre blessure ou anomalie.

o En cas de pied infecté, il faut retrouver un diabéte équilibre, arréter de fumer (car le
tabac a des effets sur la circulation sanguine), éviter les facteurs de risque, etc.

o Eviter de marcher pieds nus et faire une attention particuliére au choix des chaussures.

o Exercer des activités physiques afin de promouvoir un mode de vie sain.

» Au public
Faire la glycémie au moins une fois par an afin d’éviter un diagnostic tardif du diabéte et ses

complications.
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Annexes

Annexes 01 : Matériel utilisé.

- Ecouvillons stériles

- Anse de platine

- Pipette pasteur

- Boites de pétri

- Tubes a essais

- Tubes a hemolyse

- Lames et lamelles

- Etuve

- Bec bunsen

- Vortex

- Eau oxygénée

- Eaudistillee

- Violet de gentiane

- Lugol

- Fuchsine

- Ethanol

- Tests biochimiques

- Galerie API120 NE

- Réactifs

- Huile de paraffine

- Kovax

- TDA

- Les milieux de culture

% Milieux de culture liquides
- Bouillon nutritive

% Milieux de culture solides
- Le milieu de Mac Conkey

- Le milieu de Chapman
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Annexe 02 : la composition et le mode de préparation des milieux de culture.

1. Gélose Mac conkey

PePLONE. .. e 20g

 5F2 T 1017 P 10g

SIS DIIAITES . ..ttt ettt ettt et 05¢g

Chlorure de SOdiUML. ......oiuiie e e e 05¢g

ROUGE NEULIE. ...t e 0,075mg

N PP 12¢g
PH=7,4

Stériliser a 120 °C pendant 15 min.

2. Gélose Chapman

La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est :

Extrait de viande (DOVIN OU POTCIN)......iuuiiriitit it eiee et eeeee e e lg

Peptone de caséine et de viande (bovin €t porcin)...........cceevveviiiniiiiinniinnenn.n. 10g

Chlorure de SOdIUML. ........ouiiii e 75¢g

Mannitol. . ... e 10g

N 15¢g

Rouge de phénol....... ..o 0,025¢
pH=7,6

Préparation : 111g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave : 15 minutes a 120°C.

3. Gélose nutritive pour la conservation

PeplOne. ... 10.0g

Extrait de viande...........c.oiiniinii e Sg

Chlorure de SOAIUM. ...ttt et eer e e et e e e eenaas S5¢g

N PP 10.0g
pH=7.3

Préparation : prét a ’emploi en petits tubes fins.
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Annexe 03 : La description des colonies.
1. Laforme : ronde, irréguliére, étoile, envahissante.
2. Le relief : Tres fréquemment observé : Bombée et plate, Couramment observé : en
vague concentrique.

3. Le contour : Les colonies a bords réguliers (= nets) et celles a bords irréguliers

&

La taille :

<

Colonies ponctiformes : Colonies a peine visibles, dont la taille est inférieure au
millimétre

Petites colonies : Colonies dont le diamétre est compris entre 1 et 2 mm

Colonies moyennes : Colonies dont le diamétre est compris entre 3 et 5 mm

Grosses colonies : Colonies dont le diametre est supérieur 8 5 mm

La surface : On distingue les colonies lisses et les colonies rugueuses.

© o L X X

La couleur : du a un colorant ou un indicateur de pH présent dans le milieu.
Annexe 04 : Protocole de coloration de Gram.

e Etaler une goutte de suspension microbienne sur une lame.

e Laisser bien sécher a I’air.

e Recouvrir la lame avec du violet de Gentiane ou Crystal violet ; laisser agir 30s. puis
ajouter le lugol 30s.

e Eliminer les colorants et décolorer rapidement a 1’alcool 30sec.

e Rincer a I’eau pour arréter la décoloration.

e Recouvrir la lame de Fuchsine ou safranine 1 min.

e Observation a I’objectif X 100 avec I’huile a immersion.
Annexe 05 : Les régles précises de I’inoculation de la galerie API 20F.

Pour les tests CIP, VP, GEL remplir les tubes et les cupules.
Pour les autres tests, remplir uniqguement les tubes.
Recouvrir les tests ODC, ADH, LDC, H2S, URE avec 2 goutes d’huile de paraffine.
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Annexe 06 : Tableau de lecture de la galerie API20E.

Tests Substrat Caractére Résultat
recherché Négatif Positif
ONPG Ortho-nitro- Beta- Incolore Jaune
Beta- galactosidase
galactosidase
ADH Arginine Arginine Jaune
dihydrolase
LDC Lysine Lysine Jaune Orangé
décarboxylase
oDC Ornithine Ornithine Jaune Rouge orangé
décarboxylase
CIT Citrate desodium | Utilisation de Vert pale/ jaune | Bleu-vert /vert
citrate
H2S Thiosulfate de Production Incolore/grisatre | Dépdt noir/fin
sodium d'H2S liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge orangé
TDA Tryptophane Tryptophane TDA | Immédiat
désaminase Jaune Marron foncé
IND Tryptophane Production IND / 2min, maxi
d'indole Jaune Anneau rouge
VP Pyruvatede Production VP1 + VP2 /10 min
sodium d'acétone incolore Rosé /rouge
GEL Gelatine de kohn | Gélatine Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU Glucose Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune
/oxydation
MAN Manitol Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune
/oxydation
INO Inositol Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune

/oxydation
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SOR Sorbitol Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune
/oxydation

RHA Rhamnose Fermentation/ Bleu /bleu-vert | Jaune
oxydation

SAC Saccharose Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune
/oxydation

MEL Melibiose Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune
/oxydation

AMY Amygdaline Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune
/oxydation

ARA Arabinose Fermentation Bleu /bleu-vert | Jaune
/oxydation

Annexe 07 : Fiche de lecture des résultats de galerie API 20E.
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Résumé
L’objectif de ce travail est basé sur I’isolement et I’identification des germes responsable
d’infecter les plaies chez les diabétiques. Notre étude bactériologique a été realisée sur une
durée de un mois et demi, allant de 20 Mars a 5 Mais 2019, chez 10 patients diabétique admis
pour une infection au niveau de pied et hospitalisés au EH Dr benzarjeb et Ahmed Madaghri.
Les prélevements effectués étaient superficielles par écouvillonnage. Un total de 10
¢chantillons a été analysé. L’identification des souches a été basée sur 1’étude des caractéres
morphologiques, culturaux et biochimiques grace a des galeries Api 20F. Les résultats des
prélevements étaient poly-microbiens (90%). Parmi les germes identifiés, entérobactéries
(Gram-) étaient les plus représentés avec un taux 57,85%, et les cocci & Gram positif étaient
de 42,85% des isolats. Au total de 21 souches identifiees avec une prédominance des souches
staph aurus (33,33%) suivis des souches de klabsiella pneumonia 19,04%, 9,52% des
staphylocoque a coagulase négative et 4,76% pour chaqu’une des espéces suivantes : Serratia
fonticola, Klebsiella oxycota, Serratia odorifera, Aeromona shydrophila grl., Providencia
alcalifaciens rustigiani, Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii.
Mots clés : Infection, Plaies, patients diabétiques, staphylocoques, entérobactéries.
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oxycota <Serratia odorifera <Aeromona shydrophila grl. ‘Providencia alkalifaciens
rustigiani <Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosa <Acinetobacter baumannii.

:\_U’_Aj\ Q\J}S‘J\c fx_m}s.ud\ Q\J}SAM ¢ QQM‘G&A‘)A‘ C}JA.“ cd‘jjaj\ Z\*M\QLASM
Abstract

The purpose of this work is based on the isolation and identification of germs responsible for
wound infection in diabetics. Our bacteriological study was carried out over a period of one
and a half months, ranging from March 20 to May 5, 2019. In 10 diabetic patients diabetic
foot infection and hospitalized at EH Dr benzarjeb and Ahmed Madaghri. The samples taken
were superficial by swabbing. A total of 10 samples were analyzed. The identification of
bacterial strains was based on the study of morphological, cultural and biochemical
characteristics through Api galleries. The results of the samples were taken, 90% of the
cultures were polymicrobial. Of the identified organisms, enterobacteria (Gram-) were the
most represented at 57.85%, and Gram-positive cocci were 42.85% of the isolates. A total of
21 strains identified with a predominance of staph aurus (33.33%) followed by strains of
klabsiella pneumonia 19.04%, 9.52% coagulase negative staphylococcus and 4.76% for each
of the species following: Serratia fonticola, Klebsiella oxycota, Serratia odorifera, Aeromona
shydrophila grl., Providencia alkalifaciens rustigiani, Proteus mirabilis Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii.

Key words: Infection, Wounds, diabetic patients, staphylococci, enterobacteria.



