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RESUME

Le diabete est un probléme majeur de santé publique a I’échelle mondiale. C’est une
maladie qui laisse cours a de nombreuses complications dont I’une des plus courantes est la
plaie du pied diabétique, dont le traitement (antibiothérapie) reste trés difficile et peut aboutir
a des amputations. L’objectif de cette étude était d’étudier le profil de résistance et les
caractéristiques phénotypiques des bactéries productrices de béta-lactamases isolées des plaies
du pied diabétique a I’'HCY. Elle a porté sur 106 participants dont 64 hommes et 44 femmes
recrutés au Centre National de d’Obésité (CNO) de I’HCY, des informations relatives aux
participants ont été relevées sur une fiche de collecte préalablement établie. La période
d’étude allait de Juillet & Décembre 2023. Les analyses bactériologiques ont été effectuées au
laboratoire Sion de Yaoundé. L’identification des isolats s’est faite grace aux techniques
usuelles et aux galeries biochimiques (Api 20F), le profil de résistance a été réalisé par la
méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé selon le protocole décrit par le CLSI et les
phénotypes de béta-lactamases (BLSE, AmpC et MBL) ont été obtenus suite a des test
spécifiques. 106 échantillons ont été collectés par écouvillonnage aprés débridement de la
plaie et nettoyage au sérum physiologique stérile. Sur les 106 échantillons, 88 étaient positifs
ce qui nous a permis d’obtenir une prévalence de 83,02%. La plupart de nos patients avaient
un diabéte de type 2 (95,5%). Plusieurs micro-organismes ont été isolés. L’espece
fréqguemment isolée était Staphylococcus aureus (27,70%), suivit de Klebsiella sp (24,32%).
L analyse statistique a montré une corrélation entre le diabéte de type 2 et la survenue de
I’IPD. L’analyse du profil de résistance a montré que les isolats bactériens présentaient des
taux de résistance élevés aux antibiotiques de la famille des béta-lactamines (Augmentin,
Ceftazidime, Cefuroxime...), des cyclines et des macrolides. La recherche des différents
phénotypes de résistance a permis de situer la prévalence des bactéries productrices de béta-
lactamases a 44%. Le phénotype majoritaire était le phénotype AmpC (22%), rencontré chez
Staphylococcus aureus, suivit de phénotype MBL (17%). Ces résultats reflétent la difficulté
du traitement des infections des plaies du pied diabétique et suggerent la nécessité d’une mise
en ceuvre de procédures rigoureuses de traitement des infections des plaies diabétiques

assurant un respect de bonnes pratiques et limitant ainsi le phénoméne d’antibiorésistance.

Mots Clés : Résistance, béta-lactamases, IPD, antibiotiques
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ABSTRACT

Diabetes is a major public health problem worldwide. One of the most common complications
is diabetic foot, the treatment of which (antibiotic therapy) remains very difficult and can lead
to amputations. The aim of this study was to investigate the resistance profile and phenotypic
characteristics of béta-lactamase-producing bacteria isolated from diabetic wounds at HCY. A
total of 106 participants, including 64 men and 44 women, were recruited from the National
Obesity Center (CNO) at the HCY, and information on the participants was recorded on a pre-
established collection form. The study period was from July to December 2023.
Bacteriological analyses were carried out at the Sion laboratory in Yaoundé. Isolates were
identified using standard techniques and biochemical galleries (Api 20E), resistance was
profiled using the agar disk diffusion method in accordance with the CLSI protocol, and béta-
lactamase phenotypes (ESBL, AmpC and MBL) were obtained using specific tests. 106
samples were collected by swabbing after wound debridement and cleaning with sterile saline.
Of the 106 samples, 88 were positive, giving a prevalence of 83.02%. Most of our patients
had type 2 diabetes (95.5%). Several micro-organisms were isolated, the majority of which
were BGN, the most frequently isolated species being Staphylococcus aureus (27.70%),
followed by Klebsiella sp (24.32%) ; we obtained 7 yeasts of the Candida genus, representing
a frequency of 4.73%. Statistical analysis showed a correlation between type 2 diabetes and
the occurrence of PDI. Analysis of the resistance profile showed that bacterial isolates had
high rates of resistance to béta-lactam antibiotics (Augmentin, Ceftazidime, Cefuroxime...),
cyclins and macrolides. The prevalence of béta-lactamase-producing bacteria was found to be
44%. The predominant phenotype was AmpC (22%), found in Staphylococcus aureus,
followed by MBL (17%). These results reflect the difficulty of treating PDI, and suggest the
need to implementation of rigorous procedures for the treatment of diabetic wound infections,
ensuring compliance with best practices and thus limiting the phenomenon of antibiotic

resistance.

Key words: Resistance, beta-lactamases, IPD, antibiotics
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Le diabéte est une maladie chronique grave qui se déclare lorsque le pancréas ne produit
pas suffisamment I’insuline ou lorsque I’organisme n’est pas capable d’utiliser correctement
I’insuline qu’il produit (OMS, 2022). C’est un probleme de santé publique a I’échelle
mondiale (Jaacks et al., 2016), et représente I’une des maladies non transmissibles
prioritaires ciblées pour une intervention par les dirigeants du monde (OMS, 2016). Sa
prévalence ainsi que son incidence n’ont cessé d’augmenter durant les 20 dernieres années,
faisant de cette maladie chronique, une véritable épidémie du 21eme siecle (Jaacks et al.,
2016). De nos jours, prés de 537 millions de personnes dans le monde sont affectées par le
diabéte, soit une augmentation de 16% par rapport aux données de 2019 (IDF, 2021). Les
statistiques disponibles sur le diabete en Afrique témoignent de I’ampleur du défi a relever ici
car environ 24 millions d’adultes vivent actuellement avec le diabéte et I’on estime que ce
nombre devrait atteindre environ 55 millions d’ici 2045 (OMS, 2022). Selon les données de
I’IDF (International Diabetes Federation), la prévalence du diabéte au Cameroun est de 5,5%
avec un total de 620800 personnes atteintes et 12614 décés attribuables (IDF, 2021).

C’est une maladie d’évolution silencieuse et insidieuse dont la méconnaissance et le
retard du diagnostic aboutissent a des complications chroniques dramatiques telles que les
maladies cardiovasculaires, rénales, les problemes oculaires et les problémes de neuropathies
périphériques a I’origine du pied diabétique, qui fait partie des principales causes
d’hospitalisation des patients diabétique. (Yefou et al., 2010) ; (Amoussou et al., 2006). Le
pied diabétique regroupe I’ensemble des manifestations pathologiques qui atteignent le
membre inférieur chez le patient diabétique. Il constitue un carrefour des complications
neurologiques, vasculaires et infectieuses. C’est donc une complication redoutable de la
maladie et entraine un important taux de morbidité et d’incapacité. 12 a 25% des patients
diabétiques présenteront au cours de leur vie un ulcére du pied pouvant aboutir a une
amputation (Richard & Schuldiner, 2008).

L’infection du pied diabétique est définie par une invasion avec multiplication de micro-
organismes dans la majorité des cas constitués par des bactéries entrainant des dégats
tissulaires. Le diagnostic est clinique et I’infection peut revétir plusieurs formes cliniques
allant de I’infection superficielle d’une plaie jusqu’a la fasciite nécrosante (pouvant conduire
a une amputation) et une septicémie pouvant entrainer un décés. (Mendes & Neves, 2012).
Les plaies de pied diabétiques peuvent étre infectées par un ou plusieurs microbes a la fois :
on parle d’infection mono ou polymicrobienne. Trés souvent on a & faire aux infections

polymicrobiennes. Les bactéries responsables sont généralement les cocci a Gram positif

Mémoire rédigé par MAHLEU NDE Nikelle Cecile 2
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(staphylocoques dorés, staphylocoques a coagulase négatif, streptocoques, entérocoques) et
les bacilles a Gram négatif (Proteus, Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter,
Pseudomonas) (Zemmouri et al., 2015)

Considéré comme un probleme de santé publique, I’estimation de la prévalence du pied
diabétique dans le monde est de 463 millions de personnes. Le pied diabétique représente
ainsi une part importante des dépenses consacrées au diabéte.

L’Afrique supporte malheureusement le plus lourd fardeau avec 19 millions de
personnes. Face a cette situation, plusieurs études en Afrique ont été initiées afin d’élucider le
probléme du pied diabétique mais la difficulté est toujours présente.

Au Cameroun, trés peu d’études ont été menées sur le pied diabétique et la résistance
antimicrobienne, la plus récente remonte a une dizaine d’années a I’HCY, cette derniére a
montré d’important taux de résistance soit plus de 50% (Yefou et al.,2014). Par ailleurs,
I’étude de Tchakonté réalisée en 2004 a situé la prévalence du pied diabétique au Cameroun a
13% (Tchakonte, 2004).

Le traitement des infections des plaies diabétiques peut s’avérer long et difficile du fait
de plusieurs facteurs tels que la formation des biofilms par les bactéries (ce qui retardent la
pénétration des antibiotiques), et la présence des bactéries résistantes (Appapalam et al.,
2019). En effet, I’antibiorésistance est un challenge important dans le traitement des
infections du pied diabétique. L’un de principaux facteurs qui favorise la survenue de ces
résistances est I’utilisation abusive des antibiotiques de la famille des B-lactamines pour
I’antibiothérapie probabiliste qui parfois est non spécifique aux bactéries en cause, ou méme
non justifiée (colonisation bactérienne). Ceci favorise I’émergence des bactéries multi-
résistantes productrices de béta-lactamases qui compliquent le traitement et constituent une
menace importante a la vie des patients (Hammami et al., 2015 ; Shi et al., 2023).

Notre étude a pour but d’étudier le profil de résistance ainsi que les caractéristiques
phénotypiques des bactéries productrices de béta-lactamases isolées des plaies diabétiques a
I’HCY.
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Problématique : Les travaux antérieurs sur le probleme du pied diabétique montrent que ces
plaies présentent des difficultés de traitement mais également, il se pose le probléme de
résistance antimicrobienne. En effet I’ utilisation des antibiotiques de maniere non contrélée et
I’antibiothérapie probabiliste aggravent le probléeme de résistance. L’antibiothérapie
probabiliste est tres souvent marquée par I’utilisation des béta-lactamines pourrait favoriser
des résistances vis-a-vis de ces antibiotiques entre autres par la production de béta-
lactamases ; la production de ces enzymes pourrait étre I’un des problemes rencontrés dans le
traitement des infections du pied diabétique. Au Cameroun, il n’existe pas de données propres
au phénotypage des béta-lactamases en rapport avec les bactéries des plaies diabétiques, mais
aussi, I’'une des études les plus récentes menée a I’hopital central de Yaoundé (HCY), a
montré un taux de résistance élevé des bactéries, soit de 50% C’est pourquoi il apparait
important et pertinent de caractériser les bactéries isolées des plaies du pied diabétique afin
d’élucider et de comprendre I’échec thérapeutique parfois rencontré chez ces patients. Notre
étude avait ainsi pour but d’étudier le profil de résistance ainsi que les caractéristiques
phénotypiques des bactéries productrices de béta-lactamases isolées des plaies diabétiques a
I’'THCY

Question de recherche : Quelle est la prévalence des bactéries productrices de béta-

lactamases isolées des plaies diabétiques et leur profil de résistance aux antibiotiques ?

Hypothese : Les bactéries isolées des plaies diabétiques auraient un taux de résistance

élevé aux béta-lactamines et seraient productrices de béta-lactamase.

Objectif général : Etudier le profil de résistance et les caractéristiques phénotypiques

des bactéries productrices de béta-lactamases isolées des plaies diabétiques a I’HCY

Objectifs spécifiques :
> Identifier les bactéries responsables des infections des plaies diabétiques
> Etablir le profil de résistance aux antibiotiques des bactéries isolées des plaies
diabétiques
> Caractériser les différents phénotypes de béta-lactamases
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1.1-GENERALITES SUR LE DIABETE
1.1.1-Définition

Le diabéte est une maladie chronique grave qui se déclare lorsque le pancréas ne produit
pas suffisamment d’insuline (hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang, ou
glycémie), ou lorsque I’organisme n’est pas capable d’utiliser correctement I’insuline qu’il
produit (OMS 2016).

1.1.2-Types de diabéte
On distingue 4 principaux types de diabéete regroupés comme suit :
I.1.2.1-Diabeétes primitifs

Dans cette catégorie, nous retrouvons les trois types de diabéte ci-dessous :

> Le diabéte de type 1: appelé diabéte insulino-dépendant ou diabete juvénile il se
caractérise par une production insuffisante d’insuline dans I’organisme. Une administration
quotidienne d’insuline aux personnes présentant ce type est nécessaire afin de réguler leur
glycémie. Il n’est actuellement pas possible de le prévenir. Les symptdmes sont notamment
les suivants : émission d’urine et soif excessive, faim constante, perte de poids, altération de
la vision et fatigue (OMS 2016).

> Le diabete de type 2 : appelé diabete non insulino-dépendant ou diabéte de I’adulte il
résulte de I’utilisation inefficace de I’insuline par I’organisme. Le diabéte de type 2 touche
I’immense majorité des personnes vivant avec le diabéte dans le monde. Les symptomes
peuvent étre similaires a ceux du diabete de type 1, mais ils sont souvent moins marqués ou
absents. Aussi la maladie peut rester non diagnostiquée pendant plusieurs années, jusqu’a ce
que des complications soient constatées. Pendant de nombreuses années, le diabéte de type 2
n’était observé que chez I’adulte mais touche de plus en plus les enfants (OMS 2016).

> Le diabete gestationnel : c’est une affection provisoire qui survient pendant la
grossesse et il est associé a un risque a long terme de diabéte de type 2 (OMS 2016).
L’affection est présente lorsque la glycémie est supérieure a la normale mais néanmoins
inférieure aux seuils fixés pour le diagnostic du diabete. Les femmes présentant un diabéte
gestationnel sont plus exposées au risque de complications pendant la grossesse ainsi que leur
bébé. Le dépistage du diabete gestationnel s’effectue lors des examens prénataux, et non par
la déclaration de symptémes (OMS 2016).
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1.1.2.2-Diabétetes secondaires

Ce sont des diabétes peu fréquents, comprenant: les affections génétiques, les infections,
les affections du pancréas exocrine, endocrinopathies (Grimaldi, 2001). Ces types de diabéte
peuvent avoir pour origine une destruction des ilots pancréatiques et donc une insulinopénie,
une insulinorésistance ou d’une association des deux (Klein 2009).

I.1.3-Physiopathologie des diabetes de types 1 et 2
I.1.3.1-Physiopathologie du diabéte de type 1

La physiopathologie du diabéte de type 1 résulte d’une destruction auto-immune des
cellules béta productrices d’insuline situées dans le pancréas. Cette destruction entraine une
carence en insuline qui conduit a une hyperglycémie (Antidopage, 2015). Les symptomes
sont les suivants : une excrétion excessive d’urine (polyurie), une sensation de soif
(polydipsie), une faim constante, une perte de poids, une altération de la vision et fatigue. Ces
symptomes peuvent apparaitre brutalement (figure 1).

LESTOMAC CONVERTIT ae

DIABETE ™ =v*rs=a=
TYPE 1 p—

LE GLUCOSE NE PEUT
& PAS EFFICACEMENT
SE REPARTIR DANS LE

Figure 1 : Physiopathologie du diabete de type 1 (Tenenbaum et al., 2018)

1.1.3.2-Physiopathologie du diabéte de type 2

Il apparait lorsque coexistent deux anomalies : une réduction des effets de I’insuline sur
les tissus cibles et une diminution quantitative et qualitative de la sécrétion d’insuline
(Weekers & Krzesinski, 2005). Le diabéte de type 2 se définit par une sécrétion anormale
d’insuline causée par une résistance périphérique. Il est en grande partie le résultat d’une
surcharge pondérale et de la sédentarite. Récemment encore, ce type de diabéte n’était
observé que chez I’adulte, mais on le trouve de plus en plus chez I’enfant (figure 2). Le
tableau 1 ci-dessous présente la différence entre le diabéte de types 1 et 2
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Figure 2 : Physiopathologie du diabéte de type 2 (Tenenbaum et al., 2018)

Tableau 1 : Comparaison entre le diabéte de type 1 et le diabéte de type 2 (Gariani et al.,

Type 1 Type 2
Age du dlagnostic Enfance et adoloescence Adulte
Population diabétique
it Tl < 10% > 90%
Mode d'apparition Rapide (semaines) Variable, souwvent insidisux (mois voir annéas)
Auto-immuniteé Présente Absente
Obésite Absente Frégquente
Geénétique 2 a 4% de parents avec un diabéte. 80% de parents avec un diabste.
Sensibilité a lMinsuline Nomale Diminuée
Sécrétion de I"insuline Absente varlable
Injection d'insuline Indispensable Dans 20% des cas.
Dans 30% des cas, elles sont déja présentes
au moment du diagnostic.
Loty le L2 L TR R LU TV P as avant 5 ans et surtout les petits v 1%
sanguins (rétine, rains, atc.)
Les complications concement suricut les
grands vaisssaux sanguins
{coaur, cerveau, etc.).

I.1.4- Complications liées au diabéte

La méconnaissance et le retard du diagnostic du diabéte peuvent aboutir a des

complications chroniques et dramatiques suivantes :
1.1.4.1- Néphropathie

Elle est I’'une des complications les plus fréquentes du diabéte sucré qui fait craindre
I'évolution vers une insuffisance rénale chronique. Elle concerne le diabéte de type 1 et de
type 2, mais I'évolution de la maladie est sensiblement différente dans les deux cas : le diabete
de type 1 fait redouter l'insuffisance rénale en premier lieu, alors que la néphropathie
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diabétique de type 2 a surtout un mauvais pronostic cardiovasculaire (Weekers &
Krzesinski, 2005).

1.1.4.2- Rétinopathie

Elle est une grave complication du diabéte qui touche 50 % des diabétiques de type 2.
Elle est caractérisée par I’augmentation de la perméabilité des capillaires rétiniens a I’origine
de I’extravasation du contenu vasculaire, par rupture de la barriere hémato rétinienne ; par
conséquent, I’apparition des hémorragies et des cedéemes (Gabriel & Nelly, 2002) Elle se
développe silencieusement jusqu’a provoquer une baisse de I’acuité visuelle, ce qui témoigne
un état trés avancé de la maladie (Fougere, 2020). Elle ne devient symptomatique qu'au stade
des complications ; seul un examen régulier et systématique permet de la diagnostiquer

précocement et de la traiter.
1.1.4.3- Neuropathie

Lorsque le taux de sucre dans le sang demeure trop élevé sur une longue période, cela
peut endommager les nerfs, surtout ceux des membres inférieurs (Attali, 2005). Les
dommages causés aux nerfs dans ces régions sont appelés neuropathie périphérique et peuvent
provoquer des douleurs, des fourmillements ou une perte de sensations. Etant donné que le
malade n’a plus de sensations, les blessures passent inapercues et peuvent donner lieu a des
infections graves et a une ulcération «un pied diabétique», voir méme une amputation (IDF,
2013).

I.1.4.4- Artériopathie des membres inférieurs

Elle se définit par des lésions sténosantes ou occlusives dues a un athérome et touchant
les arteres des membres inférieurs. L’incidence de I’artériopathie périphérique chez le
diabétique est 4 fois plus élevée que celle du sujet non diabétique, ceci augmente
progressivement avec I’age et la durée d’évolution du diabéte (Fisher et al., 2010).

1.1.4.5- Coronaropathie

Elle est I’'une des causes majeures de déces chez les diabétiques par la survenue
d’ischémie myocardique. Elle est particuliérement grave chez ces derniers car I’atteinte est le
plus souvent poly-tronculaire et peut étre indolore a cause de la neuropathie sensitive qui y est
associée (ADAD, 2016).
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1.1.4.6-Le pied diabétique

Le pied peut étre le siege de nombreuses complications chez le patient diabétique pour
différentes raisons, notamment son role mécanique de sustentation du reste du corps. Le pied
subit des pressions €levées pouvant étre majorées par un surpoids du patient, ce qui favorise
les ruptures tissulaires (Lecaque, 2011). Le pied diabétique est un «pied a risque» car il
présente des plaies fréquentes et chroniques, multi-traités et hospitalisés et donc a risque de
contamination, de colonisation et d’infections (Lachgard, 2016). Le pied diabétique se
manifeste a la suite d’une hyperglycémie chronique qui peut affecter non seulement le
systeme nerveux périphérique, mais également les systéemes vasculaires et locomoteurs. Le
retard dans la cicatrisation des plaies expose le pied diabétique a I’infection, augmentant ainsi
les risques d’amputation. La figure 3 ci-dessous présente les complications liées au diabete

oI:[.l\lI'II[ZJ\II[ZNH
CEREBRALES

o NEUROPATHIES == . . ° o RETINOPATHIE

‘ o“JFPHI-.MA'II ES
ol,lll-IPII\ZMIUNH

CARDIOVASCULAIRES
oﬂ.IiILF‘.IUI’;‘\I HIE
OBLITERANTE
MEMBRES

INFERIEURS
°]I"\[!l.Hl ES DANS LES MAINS

ET DANS LES PIEDS

MACROANGIOPATHIES MICROANGIOPATHIES NEUROPATHIES

Figure 3 : Complications liées au diabete (CEED, 2021)

I.1.5-Epidemiologie

En raison de I’ampleur du diabéte dans le monde, la prévalence des complications y
afférant est appelée a croitre. Le pied diabétique qui est une de ces complications est
responsable d’une morbidité élevée et d’incapacités a I’origine d’un lourd fardeau sur la
société (Richard & Schuldiner, 2008).
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> A [I’échelle mondiale, le nombre de patients diabétiques est en perpétuelle
augmentation passant de 108 millions d’adultes vivant avec le diabéte en 1980 contre 422
millions d’adultes en 2014 (OMS 2016). Selon les données de I’IDF, en 2021, 537 millions
d’adultes vivaient avec le diabéte ; nombre qui devrait atteindre 643 millions d’ici 2030 et 783
millions d’ici 2045 (IDF, 2021).

» En Europe : 1 adulte sur 11 vit avec le diabete. Le nombre de diabétiques devrait
atteindre 67 millions d’ici 2030 et 69 millions d’ici 2045 avec 1,1 million de déces dus au
diabéte en 2021. En France la population diabétique passait de 2,1 millions a 2,8 millions en
2016 ce qui n’était qu’une hypothese intermédiaire. L’IDF situe la prévalence du diabete a
5,3% en 2021 et prévoit une augmentation de 0,7% pour 2030 (IDF, 2021).

» En Afrique : Selon les données de I’IDF 1 adulte sur 22 est atteint de diabete et le
nombre total de diabétique devrait augmenter de 129% pour atteindre 155milions en 2045
avec un total de 416000 déces en 2021 (IDF, 2021). Par ailleurs, I’étude menée par Diop et
collaborateurs situait les prévalences et les nombres de cas respectivement a 4,8% et
19,1millions qui passeront a 5,7% et 41,4millions, soit une progression de 109% (Diop &
Diédhiou, 2015).

» Au Cameroun : Selon les données de I’IDF, la prévalence du diabéte au Cameroun
est de 5,5% avec un total de 620.800 personnes atteintes et 12.614 déces attribuables ; on note
un nombre insuffisant de contréle (53,3%) et un faible taux d’acceés au traitement en milieu
communautaire. Cette prévalence augmenterait avec I’age, I’indice de masse corporelle,

I’obésité abdominale et I’hypertension artérielle (IDF, 2021 ; Mbouemboue et al., 2018).
L.2-L’INFECTION DU PIED DIABETIQUE

L’infection est considérée comme I’invasion des tissus par des micro-organismes et leur
multiplication s’accompagnant d’une destruction tissulaire ou d’une réponse inflammatoire de
I’h6te. Chez le diabétique ,elle est souvent superficielle, mais dans certains cas, elle peut
s’eétendre en profondeur dans les tendons, les muscles, les os et les articulations (Labani,
2016). Les infections du pied sont une complication majeure du diabéte et conduisent

finalement au développement de la gangréne et de I’amputation dudit membre.
1.2.1-Signes et symptdmes de I’infection du pied diabétique

Les signes et symptémes peuvent différer d’un patient a un autre, dépendamment du
terrain sous-jacent, mais ils peuvent étre majorés chez le patient diabétique. De maniére

générale, les signes de I’infection sont les suivants (Di Benedetto et al., 2013) :
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-Rougeur

-Suintement de la plaie (pus/liquide verdatre)

-Chaleur autour de la zone affectée

-Stries rouges autour de la zone infectée

-Signes de douleur ou de sensibilité

- Enflure

Si ces signes cliniques ne sont pas pris en charge, ceux-ci pourraient engendrer
I’apparition des ganglions lymphatiques enflés au cou, sous les aisselles ou a I’aine,

accompagneés d’une fiévre.
1.2.2-Facteurs favorisants I’infection du pied diabétique

L artériopathie et la neuropathie périphérique sont les facteurs de risques majeurs pour
I’apparition des plaies chez les diabétiques. Les facteurs sociaux divers jouent également un
role important dans I’évolution des plaies du pied diabétique (Amarir, 2014) :

> Facteurs intrinséques : morphologie du pied, hyperkératose plantaire, déformations
séveres du pied (pied de Charcot).

> Facteurs extrinseques : chaussage inadapté (trop étroit, coutures proéminentes),
Corps étranger (caillou, clou).

» Facteurs comportementaux : marche pieds nus, non-surveillance quotidienne des
pieds, impossibilité d’autosoins, manque d’hygiéne (hyperkératose non-traitée)

> Facteurs iatrogeénes : soins inadaptés des ongles, amputations mal réalisées.

1.2.3-Aspects de I’infection du pied diabétique

v" Infections superficielles des tissus : Il s’agit des atteintes cutanées uniquement sans
toucher des tissus sous-cutanés avec des signes tels que: la chaleur et douleur locales,
I’érytheme < 2 cm de large autour de la plaie, la tuméfaction, I’écoulement purulent.

v' Infections profondes des tissus: Ce sont des infections qui peuvent toucher les
structures sous-cutanées; elles se manifestent par: des collections purulentes, des

abcédassions et peuvent toucher jusqu’a I’os (ostéite) (Joel, 2012).
1.2.4-Classification des infections du pied diabétique

La classification de Wagner permet de définir 6 niveaux de gravité de la Iésion du pied
diabétique allant de 0 a 5 basée sur la profondeur de I’ulcére, la présence ou non d’infection
ou d’une gangréne (Tableau 2).
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Tableau 2 : Stades de gravité des Iésions du pied diabétique (Wagner, 1987)

Pas de lésion ouverte, mais présence possible d’'une déformation

Grade o " .
asseuse ou d’hyperkératose
Grade x Ulcére superficiel sans pénétration dans les tissus profonds
Ulcére profond vers les tendons ou l'os, les articulations sans
Grade 2 L. .
abcés ni ostéite
Grade 3 Ulcére profond avec abceés, ostéite ou arthrite septique
srade Gangréne d’un orteil ou de Pavant-pied le plus souvent associée a
4 une infection plantaire

(Gangréne massive du pied associée a des lésions nécrotiques et 4

Grade 5 g . .
une infection des tissus mous

1.2.5-Ecologie bactérienne du pied diabétique

L’infection du pied diabétique peut étre mono, bi ou poly microbienne associant les
Cocci Gram positifs tel que Staphylococcus aureus ou les streptocoques, les bactéries Gram
négatifs et les anaérobies (Guira et al., 2015). On peut noter que le Staphylocoque, les
Streptocoques A et B, Pseudomonas, Escherichia, Klebsiella sont les genres les plus
fréqguemment isolés. Ils peuvent entrainer une vaste et rapide destruction tissulaire. Une
prédominance a Gram+ entraine des complications de type nécrose ou ostéite; les
bactériémies bien que rares sont le plus souvent le fait d’infections du pied sévere avec un

haut risque d’amputation (Tableau 3).
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Tableau 3. Corrélation clinico-bactériologique entre les types de plaies et les germes

impliqués et identifiés (Stahl, 2007)

Types de plaie

Plaie superficielle récente sans antibiothérapie
récente.

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

Plaie traitée par céphalosporines d’évolution
défavorable.

Plaie avec macération

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

Odeur nauséabonde, nécrose, gangréne

Germes pathogénes

Staphylococcus aureus, Streptococcus
béta hémolytique.

Staphylococcus aureus, Streptococcus
béta hémolytique, entérobactéries

Entérocoques

Pseudomonas spp. (Avec d’autres
microorganismes).

Poly microbienne : Cocci a Gram
positif aérobie Staphylococcus aureus,
Streptococcus béta hémolytique,
Staphylococcus a coagulase,
Corynebactéries,  entérobactéries,
Pseudomonas spp.

Bacilles a Gram négatifs non
fermentatifs

#agents fongiques.

Cocci a Gram positif aérobie,
Pseudomonas spp. Bacilles a Gram
négatifs non fermentatifs, anaérobie

stricts.

1.2.6- Description de quelques bactéries en cause de I’infection du pied diabétique

Le diagnostic microbiologique des Iésions du pied chez le diabétique est caractérisé par
la présence de plusieurs agents pathogénes. Plusieurs études montrent que le profil
bactériologique des patients est le plus souvent poly-microbien et que les cocci a Gram
positifs sont plus présents que les bacilles a Gram négatifs (Akwabh et al., 2015).
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1.2.6.1-Bactéries & Gram positif

v" Les staphylocoques
Les staphylocoques font partie des bactéries les plus importantes dans la pratique
clinique. Ce sont des cocci a Gram positif généralement disposés en amas. L’espece
Staphylococcus aureus se distingue généralement des autres staphylocoques appelés
staphylocoques a coagulase négative (SCN) par la présence d’une coagulase (Verdier, 2015).
S. aureus, comme toute bactérie pyogene, est a I’origine d’infections suppuratives surtout
chez les personnes atteintes du diabéte. Ces infections peuvent impliquer une prolifération
bactérienne, une invasion, une destruction des tissus de I’héte et une réponse inflammatoire
locale ou systémique (Denis, 2011). S. aureus est a I’origine des infections cutanées, sous-
cutanées muqueuses (superficielles ou profondes), viscérales a partir de bactériémies avec des
localisations osseuses, pulmonaires, urogénitales, neuroméningée, cardiaques ou une
septicémie.
v' Les streptocoques
Ce sont des cocci a Gram positif dépourvus de catalase et de cytochrome oxydase. Ils
produisent de I’acide lactique par fermentation de glucose et sont anaérobies-aérotolérants
(Denis, 2011). Les Streptocoques sont avec les staphylocoques, les bactéries pyogenes. Le
plus pathogéne d'entre eux est le Streptocoque béta-hémolytique (Streptococcus pyogenes) qui
est responsable de la majorité des affections. Les réactions immunologiques de I'h6te infecté
par S. pyogenes sont beaucoup plus complexes que celles observées lors d’une infection par S.
aureus (MSU, 2003).
v' Les entérocoques
Les entérocoques sont des bactéries a Gram positif qui se présentent sous forme de
diplocoques ou de coques en chainettes. Ils sont anaérobies facultatifs, immobiles et
dépourvus de capsule. Les deux principales espéces importantes en clinique sont
Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium ; le premier étant plus fréqguemment rencontré
que le second (Stucki, 2014). lls font partie des pathogenes nosocomiaux les plus communs,
et sont responsables d’infections urinaires ou intra-abdominales, d’abcés viscéraux, de

pneumonies, de septicémies, d’endocardites et de méningites (Hébert, 2008).
1.6.2.2- Bactéries a Gram négatif

v' Les entérobactéries
Les entérobactéries sont des bacilles Gram négatif droits, mobiles par flagelles

péritriches, ou immobiles, non sporulés, aérobies facultatifs, produisant de I’acide a partir du
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glucose, catalase positive, oxydase negative, réduisent habituellement les nitrates en nitrite
(Madigan, 2007). Les entérobactéries sont une famille treés hétérogene pour ce qui est de leur
pathogénie et leur écologie. Les especes qui composent cette famille sont en effet soit
pathogenes (Shigella spp. Yersinia pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella spp.), ou alors saprophytes (Serratia spp. Enterobacter spp.) (Sougakoff
& Trystram, 2003). On distingue :

e Escherichia coli

Escherichia coli est un hote commensal du tube digestif de I’homme et des animaux. La
contamination par cette espece peut se faire par la matiere fécale et constitue une source de
contamination indirecte. Les infections a E. coli peuvent étre graves chez les sujets présentant
des maladies chroniques comme le diabéte et les personnes a immunité.

e Groupe KES (Klebsiella - Enterobacter - Serratia)

C’est un groupe assez hétérogene, présent dans I'environnement et chez I'hnomme (peau,
mugqueuses, tube digestif...) et surtout a I’hdpital. 1l est responsable de diverses affections chez
des sujets diabétiques, des patients fragilisés ou traités par des antibiotiques (Denis, 2011).

Le réservoir de Klebsiella pneumoniae est I’homme et I’animal. Ce germe est
principalement isolé en milieu hospitalier, chez les patients hospitalisés pendant de longues
périodes ou bénéficiant de traitements antibiotiques au long cours. Il est également présent en
dehors des hépitaux, notamment chez des patients diabétiques, fortement débilités, ou
souffrant de maladies respiratoires chroniques.

Enterobacter est une bactérie dont I'habitat privilégié est I'intestin humain et animal. On
le retrouve également dans les matieres fécales, les eaux usées et les produits laitiers. 1l est
pathogene, opportuniste et responsable d’infections urinaires en milieu hospitalier. Il existe
plusieurs bactéries du genre Enterobacter, les plus fréquentes sont Enterobacter cloacae et
Enterobacter aerogenes (Denis, 2011). Enterobacter cloacae colonise souvent les patients
hospitalisés, plus particulierement ceux traités par les antibiotiques, et peut étre a l'origine
d'infections urinaires et de pneumonies, ainsi que d'infections cutanées du pied chez les
patients diabétiques.

Le genre Serratia est un germe saprophyte présent dans I’eau et les cavités naturelles de
I’homme (Denis, 2011). Chez les patients ayant une immunité affaiblie ou des maladies
chroniques comme le diabete, cette bactérie peut étre responsable de bactériémies, des

infections des voies respiratoires inférieures, des infections urinaires et cutanées surtout celles
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du pied diabétique. Des infections dues a ce germe proviennent des patients eux-mémes ou de
leur environnement (Lavigne & Sotto, 2005).
e Pseudomonas aeruginosa
C’est une bactérie a Gram négatif aérobie stricte, ubiquitaire, saprophyte et
naturellement résistante aux antibiotiques, qui peut devenir un pathogéne opportuniste,
responsable dans des conditions favorables, d’infections communautaires et surtout
nosocomiales graves. Les infections a P. aeruginosa surviennent surtout chez les sujets
diabétiques, ages et immunodéprimés et présentant des affections intercurrentes. Ces
infections pourront avoir une origine endogéne ou exogene. On isole cette espéce de
suppurations profondes ou superficielles des urines et plus rarement des hémocultures (Denis,
2011).
e Acinetobacter
Les Acinetobacter sont des microorganismes ubiquistes de I’environnement naturel et
hospitalier. Des espéces d’Acinetobacter font partie de la flore cutanée de I’homme et des
animaux, en particulier A. baumannii, agent fréquent de colonisation cutanée et muqueuse
chez les sujets diabétiques, immunodéprimés ou les patients hospitalisés en unité de soins
intensifs. Les pathologies sont des bactériémies, des endocardites, des abces, des surinfections
des plaies, des pneumopathies et des infections urinaires.

1.2.6.3-Les levures

Le genre le plus souvent impliqué est Candida. Ce sont des micro-organismes
commensaux de I’homme mais, la colonisation difféere de I’infection. Elles sont souvent en
cause des infections des voies urinaires touchant la vessie et les reins; les infections a
Candida surviennent souvent simultanément avec les infections bactériennes (Lavigne &
Sotto, 2005).

L3-L’ANTIBIORESISTANCE

La résistance aux antimicrobiens constitue une menace croissante pour la santé
publique. Elle peut toucher toute personne et a n’importe quel age. Elle est un phénomeéne
naturel mais I’utilisation abusive et excessive des antimicrobiens est le principal facteur ayant
conduit a I’apparition de pathogenes résistants aux antimicrobiens (OMS, 2021). Des taux de
résistance aux antibiotiques ont été observés pour des infections courantes telles que les

infections des voies urinaires, des IST et certaines formes de diarrhées ce qui rend difficile le
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traitement (OMS, 2021). Plusieurs mécanismes de résistance ont été mis en évidence chez les
bactéries.

1.3.1-Définition

L’antibiorésistance ou résistance aux antibiotiques est la capacité pour une souche
bactérienne de résister aux effets des antibiotiques. Les bactéries résistent aux antibiotiques

soit de maniere naturelle soit par un mécanisme acquis (figure 4) (Delaere, 2001).
1.3.1.1-Résistance intrinséque ou naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractere d’espéce qui touche toutes les
souches de I’espece considérée. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour
support génétique le chromosome bactérien) (Lozniewski & Rabaud, 2012). Cette résistance
peut étre due a I’inaccessibilité de la cible par I’antibiotique, a une faible affinité de la cible
avec I’antibiotique ou encore a I’absence de la cible. C’est le cas de Staphylocoque et de
Pseudomonas qui résistent aux quinolones car ont une faible affinité pour les gyrases de ces

especes.
1.3.1.2-Résistance extrinseque ou acquise

La résistance acquise est un caractére qui ne concerne que quelques (ou parfois de
nombreuses) souches d’une espéce donnée. C’est un phénomene qui apparait au niveau des
souches d’une espéce donnée, normalement sensible a cet antibiotique ; elle est moins stable,
mais se propage souvent de facon importante. Elle résulte d’une modification du capital
génétique de la bactérie, lui permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée
que celle qui inhibe les souches sensibles de la méme espece ; elle a été observée dés le début
de I’antibiothérapie (Lozniewski & Rabaud, 2012). Ce type de résistance est le résultat d’une
modification génétique pouvant avoir pour origine deux processus evolutifs différents
(Muylaert & Mainil 2013) :

v' La transmission verticale (mutation spontanée)

v' La transmission horizontale (transfert de matériel génétique entre différentes souches
Ou especes).

C’est le cas du S. aureus chez qui I’acquisition du géne MecA induit la synthese de PLP

ce qui entraine une résistance a I’ensemble des R-lactamines.
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1.3.2-Mécanismes génétiques de la résistance
1.3.2.1-Résistance chromosomique

C’est le résultat d’une mutation, elle est rare, di au hasard et indépendante. Elle n’est
pas provoquée par la présence d’antibiotique mais I’antibiotique révéle la mutation de
résistance en sélectionnant les bactéries mutantes résistantes ou simplement en détruisant les
bactéries sensibles a I’antibiotique (Lozniewski & Rabaud, 2012). Elle est transmissible et a

un caractere héréditaire.
1.3.2.2-Résistance extra-chromosomique

Elle correspond a I’acquisition de genes de résistances transférables d’une bactérie

donneuse & une autre bactérie dite receveuse (transmission horizontale).
1.3.2.2.1-Les plasmides

Ce sont des éléments d’ADN bicaténaire, circulaires, extra chromosomiques capables de
se repliquer de facon autonome. L’information génétique est portée par des plasmides,
transférables a d'autres bactéries par conjugaison, transduction ou transformation. La
résistance plasmidique est liée a la synthése de protéines additionnelles et non a une
modification des constituants normaux de la bactérie. Les bactéries porteuses de plasmides
sont normales alors que les bactéries résistantes par mutation sont souvent fragilisées. Aussi,
les bactéries porteuses de plasmides ne sont pas ou peu contre sélectionnées en I’absence
d’antibiotique. Il est important de noter que la résistance extra-chromosomique est souvent
une multi-résistance, I’utilisation d’un seul antibiotique va sélectionner des bactéries multi-
résistantes qui ne sont pas contre I’antibiotique (Hnich., 2017). Comme pour la résistance
chromosomique, les genes de la résistance extra-chromosomique ne sont pas induits par
I’utilisation des antibiotiques qui se contentent de sélectionner les bactéries résistantes
(Lozniewski & Rabaud, 2012).

1.3.2.2.2-Transposons

Transposons ou éléments génétiques transposables sont des séquences d’ADN double
brin linéaires, qui n’apparaissent jamais a I’état libre, n’ayant pas d’existence autonome
stable, ils peuvent se déplacer, s'insérer a différents endroits dans un génome ou plasmide
pour étre dupliqués et exprimés. Ces éléments "sauteurs" comprennent généralement des

génes de résistance ou facteurs impliqués dans la pathogénicité (Boudjehem, 2018).
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Figured. Les deux types de résistance bactérienne aux antibiotiques (Azmoun, 2016)

1.3.2.3-Résistance croisée

Elle est observée lorsqu’une résistance a un antibiotique engendre une résistance a un
autre par un seul et méme mécanisme biochimique. De plus, le phénomeéne de résistance
croisée peut survenir parmi tous les membres d’une classe d’antibiotiques, comme c’est le cas
pour les sulfamides ; ou peut étre limité a quelques membres d’un groupe, comme pour les
aminoglycosides, ou bien peut impliquer des antibiotiques appartenant a des classes
différentes (Muylaert & Mainil.,2013). Parmi les cas de résistance croisée, on peut citer les
mutations dans les topoisomérases de type Il, gyrase et topoisomérases IV, conférant la

résistance aux Fluoroquinolones.
1.3.2.4-Co-résistance

La co-résistance se définit comme I’existence au sein d’une bactérie de plusieurs
mécanismes conférant chacun une résistance a diverses familles d’antibiotiques. Les génes
correspondants sont souvent adjacents et exprimés d’une facon coordonnée comme dans les
intégrons. (Muylaert & Mainil., 2013).

1.3.3-Mécanismes biochimiques de la résistance

Il existe plusieurs mécanismes permettant aux bactéries de résister a I’action des

antibiotiques. Les mécanismes de résistance connus actuellement résultant de la pression de
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sélection exercée par les ATBs (Antibiotiques) sont les suivants (Bevilacqua, 2011) (figure 5)

e L’inactivation enzymatique par la sécrétion d’une enzyme.
o L’efflux actif.
e La modification de la cible.

e La diminution de la perméabilité (porines) a I’antibiotique
1.3.3.1-Mécanismes d’inactivations enzymatiques de I’antibiotique

L’inactivation enzymatique de I’antibiotique représente le principal mécanisme de
résistance des bactéries vis-a-vis des béta-lactames, des aminoglycosides et des phénicolés.
On décrit également ce type de résistance pour le groupe MLS (macrolides, lincosamides,
streptogramines), pour les tétracyclines, pour la fosfomycine et plus récemment pour les
fluoroguinolones, bien que cette inactivation ne représente pas le mécanisme de résistance qui
prévaut pour ces molécules (Muylaert & Mainil 2013). L’enzyme en modifiant le noyau
actif de I’antibiotique par clivage ou par addition d’un groupement chimique, empéche la
fixation de I’antimicrobien sur sa cible et provoque une perte d’activité. Parmi les réactions
biochimiques catalysées par ces enzymes bactériennes, on peut citer des hydrolyses, des
acétylations, des phosphorylations, des nucléotidylations, des estérifications, des réductions et
des réactions d’addition d’un glutathion. Ces enzymes sont généralement associées a des
éléments génétiques mobiles (Guardabassi & Courvalin, 2005) ; (Alekshun & Levy, 2007).

1.3.3.2-Modification de la cible de I’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle
sorte que le composé antibactérien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la
bactérie. La modification de la cible, mécanisme de résistance décrit pour presque tous les
antibiotiques, est particulierement importante pour les résistances aux pénicillines, aux
glycopeptides et aux molécules du groupe MLS chez les bactéries Gram positives, et pour les
résistances aux quinolones chez les bactéries Gram positives et Gram négatives (Muylaert
and Mainil 2013). Ce type de résistance peut étre la conséquence de I’acquisition de matériel
génétique mobile codant pour une enzyme modifiant la cible de I’antibiotique, ou peut
résulter d’une mutation au niveau de la séquence nucléotidique de la cible. Le remplacement
de la cible de I’antibiotique est, quant a lui, un mécanisme décrit pour les sulfamides, les
diaminopyrimidines (triméthoprime) et les béta-lactames dont S. aureus résistants a la

méthicilline (SARM) ainsi que toutes les bétalactames d’usage vétérinaire qui sont un
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exemple remarquable par la synthése d’une nouvelle PBP (Penicillin Binding Protein)
possédant une affinité moindre pour la méthicilline (Guardabassi & Courvalin, 2005)
(Alekshun & Levy, 2007).

1.3.3.3- Mécanisme d’efflux actif

L’efflux actif, médié par des protéines transmembranaires connues sous le terme de
pompes a efflux ou transporteurs actifs, est un mécanisme nécessitant de I’énergie et utilisé
par les bactéries, par les cellules eucaryotes dont notamment les protozoaires, pour expulser a
I’extérieur des métabolites et des composés toxiques étrangers tels que des antibiotiques et
d’autres médicaments. Ces pompes a efflux ont généralement une spécificité de substrats
assez large, et seulement certaines d’entre elles conférent une résistance aux antibiotiques. La
résistance provient de la réduction de concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la
bactérie, ce qui prévient et limite I’acces de I’antibiotique a sa cible. On classe ces pompes a
efflux sur la base notamment de leur spécificité de substrats et de la source d’énergie
employée. Certains de ces transporteurs sont tres spécifiques et on les appelle pompes SDR
(pour Specific Drug Resistance), alors que d’autres agissent sur une multitude de molécules et
on les nomme pompes MDR (pour Multiple Drug Resistance) (Muylaert and Mainil 2013).
Les pompes SDR, généralement responsables de hauts niveaux de résistance et dont les genes
sont portés par des éléments génétiques mobiles, représentent un important mécanisme de
résistance aux tétracyclines essentiellement parmi les bactéries Gram négatives, aux composés
du groupe MLS et aux phénicolés. Les pompes MDR sont généralement responsables de bas
niveaux de résistance et dont les genes sont fréqguemment chromosomiques, sont classées en
deux groupes sur la base de la source d’énergie utilisée :

> Les transporteurs ABC (pour ATP-binding cassette) utilisant I’hydrolyse de
I’ATP et plutot spécifiques de certains composés comme le groupe MLS

> Les transporteurs secondaires exploitant le gradient électrochimique
transmembranaire de protons et d’ions sodium pour expulser la molécule a
I’extérieur de la cellule et responsables de résistances multiples aux antibiotiques
(Guardabassi & Courvalin, 2005) (Alekshun & Levy, 2007).

1.3.3.4-Réduction de la perméabilité membranaire

La réduction de la perméabilité membranaire se produit par diminution de I’entrée de
I’antibiotique sur son site, provoquée par une modification de la perméabilité de la membrane

interne ou externe de la bactérie. Cette forme de résistance peut s’exercer d’une part, au méme
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endroit sur plusieurs classes d’antibiotiques. Etant donné que de nombreux médicaments
peuvent emprunter la méme porine ; et d’autre part, elle peut étre spécifique, lorsqu’un seul
agent emprunte cette porine. Par exemple, la résistance de Pseudomonas aeruginosa a
I’imipenéme illustre la résistance spécifique causée par la perte d’une porine propre aux
Carbapénemes (Fosseprez, 2013). Ce mécanisme n’est cependant pas trés performant, car il

suffit d’augmenter les doses d’antibiotiques pour faire face a cette baisse de la perméabilité

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
l'antibiotique dentrer

Antiblotique D~

membranaire.

Pompe

_Antibiotique
- refouldé

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 5 : Mécanismes de la résistance aux antibiotiques (Mrich, 2018)

1.4- LES BETA-LACTAMASES
1.4.1- Généralités
1.4.1.1- Définition

Les béta-lactamases sont une classe diverse d’enzymes produites par des bactéries qui
dégradent I’anneau des béta-lactamines inactivant I’antibiotique béta-lactame. Elles ont été
découvertes en France dans les années 80 puis en Allemagne et sont induites soit par des
plasmides, soit par la mutation du génome naturel. Les deux mécanismes conférent aux
bactéries touchées la capacité d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et de
céphalosporines (Samir & Raymond, 2009). Les béta-lactamases sont retrouvées
principalement dans la famille des entérobactéries dont E. coli et Klebsiella, plus rarement
chez Serratia, Citrobacter, Morganella, Proteus ou des BGNNF.

1.4.2- Classification

Douze ans apres les travaux de Fleming, Abraham et Chain ont découvert en 1940 une
enzyme bactérienne qui pouvait inactiver la pénicilline, qu’ils ont nommée pénicillinase.
Depuis, plusieurs milliers de p-lactamases ont été identifiées et classées (Bonnet, 2021). Les

B-lactamases sont généralement classées selon deux schémas : La classification moléculaire

Mémoire rédigé par MAHLEU NDE Nikelle Cecile 23



PROFIL DE RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES BACTERIES ISOLEES DES
PLAIES DIABETIQUES DANS DEUX HOPITAUX DE YAOUNDE

d’Ambler et la classification fonctionnelle de Bush-Jacoby- Medeiros. La classification

moléculaire se base sur la structure primaire des différentes p-lactamases et les répartit en

quatre classes (A a D). La classification fonctionnelle se base sur la fonctionnalité des B-

lactamases (substrat, profil d’inhibition). Néanmoins la classification la plus utilisée est celle
d’Ambler (Bonnet, 2021). On distingue :

Types de béta-
lactamases

Fonctions

Classe A

Les enzymes de cette classe constituent le groupe le plus important. Elles
hydrolysent surtout les pénicillines et sont sensibles aux inhibiteurs de p-
lactamases utilisables en clinique (acide clavulanique, tazobactam et
sulbactam). Dans cette classe, on différencie selon leur spectre d’hydrolyse,
trois grandes sous familles : les pénicillinases, les B-lactamases a spectre
étendu (BLSESs) qui sont des pénicillinases qui ont acquis une activité
contre certaines céphalosporines a large spectre (ou céphalosporines de
3éme génération [C3G]) et les carbapénémases de classe A qui hydrolysent
les pénicillines, les céphalosporines et les carbapénémes.

Classe B

Elles ont un large spectre d’action qui inclut les pénicillines, les
céphalosporines et les carbapénémes. Par contre, elles ne peuvent pas
hydrolyser les monobactames (aztréonam). Leur activité dépend de la
présence d’ions Zn2+ au niveau du site actif et n’est pas influencée par les
inhibiteurs classiques de B-lactamases. Mais des agents chélateurs d’ion
divalents, tel que ’EDTA (Acide ethylene diamine tetra-acétique), inhibent
efficacement ces métallo-f-lactamases.

Classe C

Leur spectre d’hydrolyse inclut les pénicillines (pénicillines G, A et V) et
les céphalosporines de premiere génération (et pour certaines de deuxiéme
génération). Elles peuvent aussi hydrolyser les carboxypénicillines
(ticarcillines), les uréidopénicillines (pipéracilline), I’aztréonam et les C3G
si elles sont hyperproduites : on parle alors des « céphalosporinases de haut
niveau ». Les céphalosporines de quatrieme génération (céfépime,
cefpirome) et les carbapénemes sont peu ou pas hydrolysées. Ces
céphalosporinases ne sont pas sensibles aux inhibiteurs classiques de B-

lactamases. Par contre, elles sont inhibées par la cloxacilline et I’oxacilline.
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Classe D Cette classe de B-lactamases est la plus hétérogéne. Ces enzymes ont été
nommeées initialement oxacillinases car elles hydrolysaient plus vite
I’oxacilline que la pénicilline G. Ici, on différencie des oxacillinases a
spectre étroit (hydrolyse des pénicillines et des céphalosporines de
premiere génération), des oxacillinases a spectre élargi aux céphalosporines
(2eme, 3eme et 4eme génération) et des oxacillinases ayant une activité
carbapénemase. L’activité de ces enzymes n’est généralement pas affectée
par les inhibiteurs classiques de B-lactamases. Pour certaines oxacillinases,
une activité inhibitrice du chlorure de sodium a été mise en évidence in

vitro.

1.4.3- Caractérisation des phénotypes de B-lactamases

Les phénotypes de PB-lactamases les plus rencontrés sont les suivants : Les pB-
lactamases AmpC, les BLSE (p-lactamases a spectre élargi) et les MBL (Métallo-p-
lactamases). Ces 3 phénotypes sont déterminés par des méthodes standards appropriés qui
reposent toutes sur la diffusion des disques d’antibiotiques sur milieu Muller Hinton Agar
et Iinterprétation par la mesure des diameétres d’inhibition au tour des disques. Ces
méthodes permettront non seulement de mettre en évidence la production des f-

lactamases mais aussi de déterminer le type de B-lactamases produit.
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11.1-CADRE DE L’ETUDE
I1.1.1-Type d’étude

Il s’agissait d’une étude prospective, transversale et a visée descriptive.
I1.1.2- Lieu d’étude

Les participants ont été recrutés a I’Hopital Central de Yaoundé (HCY) au service
d’Endocrinologie, Diabétologie et maladies métaboliques. Les échantillons recueillis ont été
analyses au laboratoire Sion de Yaoundé : un laboratoire d’analyses médicales.

I1.1.3-Periode d’étude

Notre étude s’est étendue sur une durée de (06) mois allant du mois de juillet au mois
de décembre 2023

11.1.4- Population d’étude

L’étude a porté sur des patients diabétiques venus en consultation ou initialement
hospitalisés pour une plaie diabétique a I’Hopital Central de Yaoundé et répondants aux
critéres d’inclusion suivants.

e Critere d’inclusion
Etaient inclus dans notre étude :
Les patients diabétiques venus en consultation pour une plaie diabétique ou initialement
hospitalisés a I’HCY au CNO (Centre National de I’Obésité) et ayant accepté de participer a
I’étude
e Criteres de non inclusion
N*étaient pas inclus dans notre étude :

-Les patients diabétiques venus en consultation n’ayant aucune plaie ;

-Les patients diabétiques venus en consultation pour une plaie n’ayant pas accepté de

participer a I’étude,

11.1.5-Taille de I’échantillon

La prévalence du pied diabétique au Cameroun est de 13% (Tchakonte, 2004). Cette
prévalence nous a permis de calculer la taille minimum de I’échantillon selon la formule de
t2xp(1 -
N = 'p{_z p)
Lorenz. : m

1,962 %0,055%(1—0,055)

N =
0,052
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=172 = taille de I’échantillon avec t : niveau de confiance a 95 % = 1,96
m : marge d’erreur a5 % = 0,05

p = prévalence ou proportion de la variable étudiée dans la population

11.2-MATERIEL
Pour mener a bien cette étude le matériel suivant a été utilisé :
I1.2.1-Materiel de collecte de données

Le matériel de collecte de données a été constitué de :

Des fiches de questionnaires anonymes, qui ont permis de recueillir les données et
parametres biologiques, des formulaires de consentements éclairés, pour le respect des
questions ethiques, des fiches d’information, afin d’informer les participants des contours
de I’étude, du matériel de bureau.

11.2.2-Matériel de préelévement et de transport

Le matériel de prélévement était constitué : de gants stériles, d’écouvillons, un sérum
physiologique stérile, des compresses, des lames de bistouri, une solution de décontamination
et une glaciere de transport des échantillons triples emballages.

I1.2.3-Materiel d’analyse bactériologique

Pour I’analyse bactériologique des échantillons, nous avons eu besoin de :

+ Analyse microscopique : des lames porte-objet, des lamelles, d’un microscope
optique, des réactifs pour coloration de Gram,

« Pour I’isolement : des milieux de culture notamment le milieu EMB (pour
I’isolement des bactéries Gram négatif), milieu Chapman (pour isolement des
coccis a Gram positif notamment le Staphylocoque), gélose Columbia (pour
I’isolement des Streptocoques) et le milieu Sabouraud + Gentamicine (pour
I’isolement des levures), d’une étuve, des boites de pétri, des anses de platine,
d’un bec bunsen,

% Pour I’identification : des galeries API 20F,

+ Pour I’antibiogramme : de I’eau physiologique stérile, des disques d’antibiotiques,
milieu Mueller-Hinton, anses de platine
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I1.2.4-Matériel de gestion de déchets

Le matériel de gestion de déchets était constitué de solution de décontamination, des
bacs a ordures pour objets non infectieux et bac a ordures pour objets infectieux.

11.3-METHODES
11.3.1- Phase pré-analytique
11.3.1.1- Méthode de collecte des données

Elle a consisté a se rapprocher du patient chez qui on avait diagnostiqué une infection
de plaie diabétique. L’importance de I’étude a été au préalable expliqué a chaque patient
présentant une plaie au pied et confirmés diabétique par les médecins. Aprés avoir compris et
consenti a participer, les patients ont signé une fiche de consentement et par la suite un
questionnaire leur a été présenté pour recueillir des données cliniques. Le questionnaire
incluait les parameétres suivants : (annexe 3)

* Lesexe

* L’&ge

* Les antécédents médicaux

» Prise d’antibiotiques : si oui lesquels ?

» Maladies autres que le diabéte (facteurs de risque)
* Legrade de la plaie

* Les complications

* Le type de diabéte
11.3.1.2-Prélévement

Le prélevement s’est fait a I’aide d’un écouvillon stérile dans les conditions strictes
d’asepsie afin d’éviter toute éventuelle contamination des échantillons. Les étapes du
prélévement étaient les suivantes :

e Se munir de gants stériles

e Procéder a la préparation de la plaie (débridement, nettoyage au sérum physiologique
stérile)

e Prélever la plaie a I’aide d’un écouvillon sec stérile

e Etiqueter I’échantillon

e Acheminer I’échantillon au laboratoire pour analyse
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11.3.1.3-Préparation des milieux de culture et contréle qualité du mateériel

La préparation des milieux s’est faite suivant les recommandations des fabricants. Un
controle qualité a été effectué sur les différents milieux (Il s’agissait des tests de fertilité,
stérilité et spécificité).

11.3.2- Phase analytique

Une fois au laboratoire, les échantillons ont été enregistrés, codifiés et transférés sur la
paillasse de bactériologie afin de commencer I’analyse. En raison de I’omniprésence des
micro-organismes, I’analyse s’est faite en respectant les conditions d’asepsie et en travaillant

autour de la flamme d’un bec bunsen.
11.3.2.1 Examen macroscopique

Il renvoie a la description des caractéristiques visibles a I’eil nu de I’échantillon. La
couleur, I’odeur et de I’aspect ont été notés.

11.3.2.2 Examen microscopique

+ Etat frais (examen direct)

L’observation d’une goutte de I’échantillon monté entre lame et lamelle nous a permis
d’observer la présence cellulaire (présence des leucocytes et des hématies), et apprécier la
mobilité des germes.

+ Etat coloré (coloration de Gram)
Il s’agissait de faire une coloration de Gram, mise au point par Hans Gram en 1884

afin de différencier les bactéries Gram négatif des bactéries Gram positif.
11.3.2.3-Isolement et identification des bactéries

Chaque échantillon était ensemencé par la technique des stries dans les 4 milieux de

culture gélosés suivants : EMB, Chapman, chocolat (gélose au sang cuit) et Sabouraud +

gentamicine. Les boites de pétri étaient ensuite incubées pendant 24h a 37 ° C. En cas de

culture positive, les germes étaient identifies a partir de leurs caractéres culturaux et

biochimiques. Les espéces de bactéries de types bacille a Gram négatif étaient identifiées a

I’aide de la Galerie APl 20 E et les Coccis a Gram positifs grace aux tests de catalase et de
coagulase.

- Principe d’identification par la galerie APl 20E
La galerie API 20E est une version miniaturisée et standardisée des techniques
biochimiques conventionnelles pour I’identification des entérobactéries et bactéries & Gram
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négatif. La galerie APl 20E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée, ces micro-tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue
les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révélés par I’addition des réactifs (Biomerieux, 2019).

-Technique du MALDI-TOF :
Les isolats qui n’ont pas pu étre identifiés par les techniques spécifiques ont été identifiés

par la technique du MALDI-TOF.
¢ Procédure du MALDI-TOF: (Biomérieux, 2023) (annexe 12)

v' Principe du maldi-tof : La spectrométrie de masse MALDI-TOF (une
désorption-ionisation laser assistée par matrice) ou (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time of Flight) repose sur une technique d’ionisation et de désorption conduisant a
I’identification de biomarqueurs de poids moléculaires élevés et a les comparer a une base de
données protéomique. Un algorithme peut donc prédire les masses des protéines a partir d'un

génome séquencé et rechercher des correspondances avec les masses obtenues

expérimentalement.
11.3.2.4-Antibiogramme

Nous avons utilisé la méthode de diffusion sur milieu gélosé de Mueller-Hinton. Pour
chaque test une suspension bactérienne correspondante a la turbidité 0,5 McFarland (1,5x10®
cellules/mL) a été préparée a partir des cultures pures des bactéries isolées de nos échantillons
et ensemencée par inondation sur gélose Mueller-Hinton. Aprés ensemencement et séchage,
les disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface de la gélose en respectant les
conditions d’asepsie a I’aide d’une pince. La lecture et I’interprétation ont été faites en
mesurant les diameétres d’inhibition a I’aide d’une regle apres 24h d’incubation a 37°C a
I’incubateur. Le choix des antibiotiques ainsi que I’interprétation des diametres d’inhibition
ont été effectué selon le référentiel M100-S30 du CLSI (CLSI, 2022). Cette interprétation
faisait ressortir 3 types de résultats possibles. Vis-a-vis des antibiotiques testés, les bactéries
pouvaient étre :

> Résistantes (R)
» Intermédiaire (I)
» Sensibles (S)

11.3.2.5-Caractérisation des phénotypes de béta-lactamases (phénotype de résistance)

v" Mise en évidence des béta-lactamases de type AmpC : (annexe 6)
La souche bactérienne a tester doit préalablement étre résistante a la Cefoxitine. Le
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principe de ce test repose sur la propriété inhibitrice de la cloxacilline sur les béta-lactamases
de type AmpC et leur résistance naturelle a la cefoxitine. Ainsi lorsque le diametre de la zone
d’inhibition de la cefoxitine + cloxacilline est supérieure (différence > 4mm) comparée a celle
de la cefoxitine seule, cela traduit la présence d’une béta-lactamases de type AmpC.
Mode opératoire
e Disposer deux disques d’antibiotiques, un chargé de 30ug de cefoxitine et un second
chargé de 200ug de cloxacilline + 30ug de cefoxitine
e Inoculer la souche sur une gélose Muller-Hinton, déposer les deux disques séparément
sur la gélose
e Incuber pendant 16 & 18h a 37°c
Le test est considéré positif si I’augmentation du diamétre d’inhibition autour du disque

cefoxitine-cloxacilline est >4mm par rapport a celui du disque céfoxitine seul.

v' Mise en évidence des métallo béta-lactamases (carbapénémases) : Test au
disque Imipénéme -EDTA (Upadhyay et al., 2010) (annexe 7)

La souche bactérienne a tester doit préalablement étre résistante aux carbapénemes. Le
principe de ce test repose sur la propriété inhibitrice de ’EDTA sur les métallo-béta-lactamases
et leur résistance aux carbapénémes Ainsi lorsque le diametre de la zone d’inhibition d’un
carbapéneme (Imipénéme) + EDTA est supérieure (différence > 7mm) comparée a celle de
I’imipénéme seule, cela traduit la présence d’une métallo-béta-lactamases.

Mode opératoire
e Disposer deux disques d’antibiotiques, chargés de 10ug d’Imipeneme
e Inoculer la souche sur une gélose Muller-Hinton, déposer les deux disques
séparément sur la gélose
e Ajouter sur I’un des disques 10ul I’EDTA 0,5M
e Incuber pendant 16 & 18h a 37°c
Le test est considéré positif si I’augmentation du diametre d’inhibition autour du disque
Imipeneme+EDTA est >7mm par rapport a celui autour du disque Imipenéme seul
v" Mise en évidence du phénotype BLSE (Béta Lactamases a Spectre Elargi) :
Test de synergie des disques (Drieux et al., 2008) (annexe 8)
Le test de double synergie a été utilisé pour déterminer les souches bactériennes
productrices des BLSE. Le principe de ce test repose sur la synergie d’action entre
I’acide clavulanique (inhibiteur de béta-lactamase) et les céphalosporines de 3°

génération. Cette synergie qui se matérialise par une image des zones d’inhibition
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autour des disques d’antibiotiques en forme de « bouchon de champagne », traduit la
présence d’une BLSE.
Mode opératoire
e Disposer cing disques d’antibiotiques, Augmentin, Ceftazidime, Aztreonam,
Ceftriaxone, Cefotaxime
e Inoculer la souche sur une gélose Muller-Hinton, déposer de disque Augmentin au
centre de la gélose puis les quatre autres autour du disque d’ Augmentin avec une
distance de 30mm entre I’ Augmentin et les autres disques.
e Incuber pendant 16 & 18h a 37°c
Le test est considéré positif s’il y a synergie entre le disque Augmentin et I’un des disques
placés autour. La synergie se traduit par la formation d’un bouchon de champagne entre les

deux disques
11.3.4 Considérations légales et éthiques

La présente étude impliquait directement les étres humains. Pour ce fait nous avons
obtenu une clairance éthique du comité d’Ethique de microbiologie de I'université de
Yaoundé I, une clairance régionale du CRERSH/C (Comité Régional d’Ethique et de
Recherche en Santé Humaine du Cameroun) et une autorisation de recherche signée par le
Directeur Général de I’'HCY. Tous les participants de notre recherche ont été informés sur la
nature, la procédure, les risques, et les bénéfices de notre étude. Ils avaient signé un

formulaire de consentement éclairé avant toute intervention et leur anonymat a été respecté.
11.3.5 Analyses statistiques

L analyse et le traitement des données recueillies ont été assurés par les logiciels
biostatistiques Stastitical package for social sciences (SPSS) Version 25.0 et Microsoft office

Excel version 2016.
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111.1-RESULTATS

I11.1.1- Caracteres sociodémographiques et cliniques des participants

Un total de 106 patients diabétiques a été recruté dans notre étude. Parmi lesquels 62/106

(58,5%) étaient des hommes et 44/106 (41,5%) étaient des femmes. La plage d’age de nos

patients était de 17 a 92 ans avec une moyenne de 58+13 ans et un sex-ratio de 1.40 en faveur

des hommes. Le diabéte de type Il était le plus représenté avec 98/106 patients (92,5%) par

rapport au diabéte de type | avec 8/106 patients (6,6%). Le grade le plus rencontré était le grade
3 (47,2%), suivi du grade 4 (30,2%) et du grade 2 (18,9%). Les caracteres socio-
démographiques et cliniques des participants sont présentés dans le tableau (Tableau 4).

Tableau 4 : Caracteres sociodémographiques et cliniques de la population d’étude

Caractéristiques Cliniques et socio-démagraphiques | Modalités | Effectif | Pourcentage (%)
Age <=28 6 5,7
29 - 38 1 0,9
39-48 15 14,2
49 - 58 25 23,6
59 - 68 37 34,9
69 - 78 17 16,0
79 - 88 3 2,8
89+ 2 1,9
Sexe Femme 44 41,5
Homme 62 58,5
Sexe ratio 1.40
Type de diabéte 1 7 6,6
2 98 92,5
Hypertension Artérielle (HTA) Non 61 57,5
Oui 45 42,5
Obeésité Non 89 84,0
Oui 17 16,0
GRADE 1 3 2,8
2 20 18,9
3 50 47,2
4 32 30,2
5 1 0,9
Durée du diabéte <1 7 6,6
[1-6] 45 42,5
[7-12] 31 29,2
[13-18] 9 8,5
[19-24] 10 9,5
[25-30] 3 2,8
>30 1 0,9
Complications Non 67 63,2
Oui 39 36,8
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111.1.2 Fréquence globale de I’infection du pied diabétique

La figure 6 représente la fréquence générale de I’infection du pied diabétique dans la
population étudiée. Il en résulte que sur les 106 échantillons collectés durant notre étude 88
ont été déclarés positifs et 18 négatifs ce qui représente respectivement un taux de 83,02% et
16,98%. Parmi les 88 échantillons positifs 50 étaient polymicrobiens et 38 monomicrobiens

[ Culture Négative
[l Culiure Positive

Figure 6 : Fréquence globale de I’infection du pied diabétique

111.1.3-Distribution des micro-organismes isolés selon les especes

Au total, 148 micro-organismes ont été isolés. Parmi ceux-ci 95 (64%) étaient des
bactéries a Gram négatifs, 46 (31%) des bactéries a Gram positif et 7 (5%) des especes
fongiques. Staphylococcus aureus était la bactérie prédominante (27,7%), suivie de Klebsiella
pneumoniae (24,3%), Pseudomonas aeruginosa (14,9%) et Escherichia coli (10,1%).
Candida albicans était la seule espéce fongique isolée. Le tableau 5 représente la distribution

des différentes especes de micro-organismes isolés de nos échantillons.
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Tableau 5 : Distribution des micro-organismes isolés selon les especes

Gram Genre Espece Effectif Fréquence (%0)
Klebsiella pneumoniae 36 24,32
Proteus mirabilis 5 3,38
Bacilles Gram | Pseudomonas aeruginosa 22 14,86
négatifs
Escherichia Coli 15 10,14
Morganella morganii 6 4,05
Acinetobacter baumanii 4 2,70
Citrobacter Spp 5 3,38
Serratia marcescens 2 1,35
Enterobacter cloacae 1 0,68
27,70
Coccis Gram | Staphylococcus aureus 41
positifs Streptococcus Spp 1 0,68
Staphylococcus Spp 3 2,03
4,73
Fongiques Candida albicans 7
(Levures)
Total 148 100

I11.1.4 Corrélations entre les caractéristiques socio-démographiques/cliniques de la
population d’étude et la survenue de I’infection

Le tableau 6 ci-dessous représente la corrélation entre les caractéristiques (parametres
socio-démographiques et cliniques) de la population étudiée et la survenue de I’infection du
pied diabétique. Le test de khi 2 a été effectué grace au logiciel SPSS 25.0 et le résultat était
considéré comme significatif avec une valeur p< 0.05. D’apres les valeurs p du tableau, seul le
type de diabéte (notamment le diabete de type 2) représente un facteur favorisant la survenue
d’une infection du pied diabetique.
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Tableau 6 : Corrélations entre les caractéristiques socio-démographiques et cliniques de la
population d’étude et la survenue de I’infection

Parametres Modalités N Cas positifs % cas Kh2
positifs
HTA Non 61 0.39
Oui 45 45 42,5
BMI Non 89 17 16,0 0,93
Oui 17
Complication Non 67 39 36,8 0,84
Oui 39
Durée du <1 7 6,6 0,95
diabéte
[1-6] 45 42,5
[13-18] 9 8,5
[19-24] 10 85 9,4
[25-30] 3 2,8
[7-12] 31 29,2
> 30 1 0,9
Type de diabéte | 1 7 0,004
2 29 88 83.0
<28 6 3 2.8
29-38 1 0 0
39 -48 15 13 12,2
49 - 58 25 20 18.8 0,096
Age 59 — 68 37 33 31.1
69 — 78 17 15 141
79-88 3 2 1,9
89+ 2 2 1,9
Hommes 62 35 33.0 0.42
Sexe Femmes 44 35 33.0

I11.1.5- Corrélations entre les caractéristiques cliniques de la population d’étude et la

présence des bactéries productrices de béta-lactamases

Le tableau ci-dessous représente les différentes corrélations entre les différents
parametres cliniques de la population étudiée et la présence des bactéries productrice béta-
lactamases. Le test de khi 2 a été effectué grace au logiciel SPSS. Le résultat était considéré
comme significatif lorsque la valeur p< 0.05. D’aprés les valeurs p du tableau, il n’y a pas de
corrélation significative entre les caractéristiques des patients et la présence des bactéries
productrice de béta-lactamase (Tableau 7)
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Tableau 7: Corrélations cliniques de la population d’étude et la production de béta-

lactamases
Paramétres Modalités N Cas % Kh2
positifs

HTA Non 61 38 35,8 0,98
Oui 45

BMI Non 81 30 28,3 0,24
Oui 25

Complication Non 67 38 35,8 0,42
Oui 39

Durée du diabéte | <1 7 3 2,8 0,25
[1-6] 45 13 12,2
[13-18] 9 4 3,7
[19-24] 10 5 4,7
[25-30] 3 0,9
[7-12] 31 10 9,4
> 30 1 0 0

Type de diabéte 1 7 0 0 0,99
2 99 38 35,8

111.1.6 Profil de résistance des souches bactériennes identifiées

111.1.6.1 Cas des isolats d’Entérobactéries

La fréquence de résistance de souches d’entérobactéries représentée par la figure 8 révéle un

taux élevé de résistance vis-a-vis de certaines béta-lactamines (Augmentin, Cefuroxime,

Ceftazidime Cefixime), soit 42 & 90% de taux de résistance. Par contre on observe un faible

taux de résistance pour le meropeneme et I’amikacine (4% et 10%) (Figure 8).
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Figure 7 : Fréquence de résistance des isolats d’entérobactéries

AMC : Amoxicilline/acide clavulanique, CXM : Cefuroxime, OFX : Ofloxacine, LEV : Levofloxacine, AK :
Amikacine, PIT : Piperacilline-tazobactam, TE : Tetracycline, C: Chloramphénicol, GEN : Gentamicine,
ATM : Aztreonam, CFM : Cefixime, CPM : Cefepime, CTR : Ceftriaxone, MEM : Meropeneme, NA :
Acide nalidixique, TR : Trimethoprime-sulfamethoxazole, CIP : Ciprofloxacine, CAZ : Ceftazidime
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111.1.6.2 Cas des isolats de Pseudomonas aeruginosa

La fréquence de résistance aux antibiotiques des isolats de Pseudomonas représenté
par la figure 9 révéle un important taux de résistance (69 a 82%) vis-a-vis des beta-lactamines
suivantes : augmentin, cefuroxime, ceftazidime, cefixime. Par contre un faible taux de
résistance a été observé avec le méropeneme et I’Amikacine avec des taux de résistance de

5% et 10% respectivement.
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Figure 8 : Fréquence de résistance des isolats de Pseudomonas aeruginosa

AMC : Amoxicilline/acide clavulanique, CXM : Cefuroxime, OFX: Ofloxacine, LEV:
Levofloxacine, AK: Amikacine, PIT: Piperacilline-tazobactam, TE: Tetracycline, C:
Chloramphénicol, GEN : Gentamicine, ATM : Aztreonam, CFM : Cefixime, CPM : Cefepime, CTR :
Ceftriaxone. MEM : Meroneneme. NA : Acide nalidixiaue. TR : Trimethoorime-sulfamethoxazole.

111.1.6.3 Cas des isolats d’Acinetobacter baumanii

La figure 10 ci-dessous présente la fréquence de résistance aux antibiotiques des isolats
d’Acinetobacter baumanii. Parmi les antibiotiques testés, le méropéneme est le seul pour
lequel aucune résistance n’a été observé (soit un taux de 0%). Cependant on a noté des taux
importants de résistance (50 a 100%) pour certaines béta-lactamines comme augmentin,

cefuroxime, ceftazidime et cefepime
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Figure 9 : Fréquence de résistance des isolats d’Acinetobacter baumannii
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AMC : Amoxicilline/acide clavulanique, CXM : Cefuroxime, OFX: Ofloxacine, LEV:
Levofloxacine, AK: Amikacine, PIT: Piperacilline-tazobactam, TE: Tetracycline, C:
Chloramphénicol, GEN: Gentamicine, ATM : Aztreonam, CFM : Cefixime, CPM : Cefepime,
CTR: Ceftriaxone, MEM : Meropeneme, NA: Acide nalidixiqgue, TR: Trimethoprime-
sulfamethoxazole. CIP : Cipnrofloxacine. CAZ : Ceftazidime

111.1.6.4 Cas des isolats de Staphylococcus spp

Sur la figure 11 ci-dessous on observe que les isolats de staphylocoques ont été résistants vis-
a-vis des béta-lactamines (péniclline, cloxacilline, oxacilline, ampicilline) avec tes taux de 80
a 94%, et resistants vis-a-vis des macrolides (erythromycine, azithromycine) avec des taux de
69 a 65%. Cependant on a noté un trés faible taux de résistance de I’ensemble des isolats vis-
a-vis de I’'imipéneme (5%)
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Figurel0 : Fréquence de résistance des isolats de Staphylococcus spp

AZM : Azithromycine ; E : Erythromycine, CLR : Clarithromicine, OX : Oxacilline, CX : Cloxacilline,
AM : Ampicilline, CIP : Ciprofloxacine, DO : Doxycycline, VA : Vancomycine, GEN : Gentamicine, TE :
Tetracycline, C : Chloramphénicol, LEV : Levofloxacine, OFX : Ofloxacine, P : Penicilline, FA : Acide
fusidique, IMP : Imipéneme, AMC : Augmentin
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111.1.6.4 Cas des isolats de Streptococcus spp

Sur la figure 12 ci-dessous on observe que I’isolat de streptocoque a été résistant vis-a-
vis des béta-lactamines (cefepime, cloxacilline, ceftriaxone, oxacilline, cefuroxime) et
résistant vis-a-vis des macrolides (azithromycine). Cependant on n’a pas noté de résistance

avec I’imipéneme et I’augmentin.

100 m E E B W EOE
80
60
40
20
0 1 1

AMC OFX IMP LEV C VA TR TE OX CTR CPMCPM CX AZM DA CXM

W SENSIBLES = INTERMEDIAIRES — m RESISTANTS

Figurell : Fréquence de résistance du Streptococcus sp

AZM : Azithromycine ; E : Erythromycine, CPM : Cefepime, OX : Oxacilline, CX : Cloxacilline, CXM :
Cefuroxime, CTR : Ceftriaxone, VA : Vancomycine, TE : Tetracycline, C: Chloramphénicol, LEV :
Levofloxacine, OFX : Ofloxacine, CFM : Cefixime, DA : Clindamycine, IMP : Imipéneme, AMC :
Auamentin. TR : Trimethoorime-sulfamethoxazole

I11.1.7- Caractérisation des phénotypes de p-lactamases des isolats bactériens

Parmi les bactéries testées aux différents phénotypes de béta-lactamases, 52 étaient
positives. Le phénotype majoritaire était le phénotypes AmpC soit 22%, suivit du phénotype
MBL avec un taux de 17%, et enfin de phénotype BLSE avec un taux de 5%. 56% des isolats
bactériens étaient non producteurs de béta-lactamases. La prévalence des bactéries
productrices de béta-lactamases est donc de 44%. La figure 12 ci-contre montre la répartition
des différents phénotypes de béta-lactamases obtenu de nos isolats.

AmpC
22%

Figure 12 : Répartition des phénotypes de béta-lactamases
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o,

+ Répartition des phénotypes de béta-lactamases en fonction de I’espéce

Parmi les bactéries testées, Staphylococcus aureus a présenté un taux de positivité
élevé avec le phénotype AmpC. Le phénotype AmpC était donc le plus représenté
suivit du phénotype MBL. (Tableau 8).

Tableau 8 : Répartition des phénotypes de béta-lactamases par espece

Especes productrices de Phénotypes (nombre) Total
béta-lactamases AmpC | BLSE MBL
Staphylococcus aureus 18 2 8
Escherichia coli 0 0 1
Klebsielle pneumoniae 3 3 4
Pseudomonas aeruginosa 3 0 4
Acinetobacter baumanii 0 1 0
Citrobacter sp 2 0 1
Proteus mirabilis 1 0 0
Morganella morganii 0 0 1
Total 52
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111.2-DISCUSSION

L’étude a porté sur un total de 106 participants venus en consultation ou hospitalisés
au CNO de I’HCY. Parmi les 106 échantillons collectés, 88 étaient positifs et 18 négatifs, soit
une fréquence globale de 83,02%, ce qui témoigne du taux élevé des infections du pied
diabétique. Ces résultats sont largement supérieurs a ceux trouvés par Tchakonte sur la
prévalence du pied diabétique au Cameroun qui avait obtenu une fréquence de 13%
(Tchakonte, 2004). Cette différence pourrait s’expliquer par, la méthodologie adaptée entre
les études, I’évolution des techniques d’analyses bactériennes, le nombre de prélévements
effectués ou par le fait que les IPD deviennent de plus en plus croissantes.

La classe d’age la plus représentée était celle de 59-68 (34,9%). L’age moyen était de
58 ans; les hommes étaient les plus nombreux (58,5%) et un sex-ratio de 1,4. La
prédominance masculine pourrait étre expliquée par la minutie des femmes et leur assiduité
dans les soins, mais également par I’exposition des hommes a certains métiers qui peuvent les
obliger au port des chaussures plus longtemps, les contraignant ainsi a ne pas respecter les
mesures établies pour éviter les pieds diabétiques. La plupart de nos participants étaient
diabétiques de type 2 (92,5%). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les patients diabétiques
de type 2 sont plus a risque de développer des ulcérations du pied.

L analyse statistique nous a montré qu’il existe une corrélation entre le diabéte de type
2 et la survenue de I’infection. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les patients qui ont un
diabéte de type 2 font face a des complications liées au diabéte dont la neuropathie, qui est a
I’origine d’une perte de la sensibilité, celle-ci laisse par conséquent des plaies qui passent
inapercues et qui au fil du temps finissent par s’infecter.

La littérature médicale rapporte que les infections du pied diabétique sont en majorité
dominées par les bactéries a Gram positif (BGP) (Citron et al., 2007 ; Lavigne et al., 2011).
Celle-ci demeure non universelle puisque des études récentes, menées dans des pays
d’Afrique et d’Asie, ont montré une prédominance des bactéries a Gram négatif (BGN) dans
les IPD (Durgad et al., 2014; Turhan et al., 2013; Dehayem et al.,2014)). Dans notre étude,
les cultures étaient mono-microbiennes dans 35,8% des cas, polymicrobiennes dans 47,2%
des cas et stériles dans 17%. Des résultats similaires ont été rapportés par Djahmi et
collaborateurs avec, 50% de cultures polymicrobiennes, 35% monobactériennes et 15% de
cultures stériles (Djahmi et al., 2013). Notre étude a montré une prédominance des bacilles a
gram négatif avec un taux de 51% contre 30% pour les Gram positif et 19% pour les bacilles
Gram négatifs non fermentaires. L’espéce la plus fréquemment isolée était Staphylococcus
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aureus avec 27,70% d’isolats. En effet, de nombreuses études réalisées sur ce sujet montrent
que S. aureus est le pathogéne fréquemment isolé dans les IPD (Wang et al., 2010; Lavigne
et al., 2011). Une étude réalisée en Kuwait par Al Benwan et collaborateurs en 2012 a montré
des résultats a peu pres semblables a ceux de notre étude ; dans cette étude les bacilles Gram
négatif étaient prédominants avec un taux de 51,2%, les BGP suivaient avec un taux de 32%
et Staphylococcus aureus était I’espéce la plus fréquemment isolée (Benwan et al., 2012).
Nos résultats sont néanmoins contraires & ceux notés par Thuran et collaborateurs en 2013 qui
a montré un taux de 61% pour les BGN et Pseudomonas aeruginosa était I’espece
fréqguemment isolée. Cette disparité géographique n’a pas encore d’explication claire, elle
pourrait étre liée a des facteurs environnementaux, climatiques, a la prise préalable
d’antibiotiques ; des facteurs techniques de prélevements ou de culture pourraient également
étre a I’origine de cette différence.

L’analyse du profil de résistance de nos isolats montre que les souches de
Staphylocoques ont exprimé un taux de résistance élevé a la plupart des béta-lactamines
(Pénicilline G, Oxacilline, Cloxacilline, Augmentin et Ampicilline) soit 90 a 95%. Cette
résistance est suivie par celle des cyclines (60% pour la Tétracycline), des Macrolides (67,5%
pour P’Erythromycine et I’Azithromycine) et des Fluoroquinolones (52,5% pour la
Ciprofloxacine et I’ofloxacine). Par ailleurs, La Vancomycine, I’Acide fusidique, et
I’Imipeneme ont montré de faibles taux de résistance. Nos résultats se rapprochent de ceux
trouvés par Turhan et associés qui avaient noté des taux de résistance élevés avec la
pénicilline, la ciprofloxacine et I’érythromycine. Nos résultats s’éloignent de ceux de Guira et
collaborateurs qui avaient noté de faibles taux de résistance avec I’augmentin et I’oxacilline
(Guiraetal., 2015).

Les entérobactéries ont montré une résistance a la majorité des béta-lactamines
(augmentin, céfixime, céfépime) soit plus de 90% et a la tétracycline (93%). Par contre le
méropeneme et I’amikacine ont montré de faibles taux de resistances sur ces souches avec
respectivement 3% et 10%. Nos résultats se rapprochent de ceux de Labani et de ceux de
Dehayem et collaborateurs ou les entérobactéries avaient des fréquences de résistance élevées
avec les béta-lactamines et une efficacité avec I’imipeneme et I’amikacine (Labani, 2016 ;
Dehayem et al., 2014).

Les isolats de Pseudomonas aeruginosa ont montré des taux de résistance élevés vis-a-
vis de I’augmentin, la ceftazidime, la tétracycline et le trimethoprime-sulfamethoxazole. Seuls
le méropenéme et I’amikacine étaient les plus actifs sur ces isolats avec de faibles taux de
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résistance. Nos résultats se rapprochent de ceux trouvés par Guira et collaborateurs qui
avaient noté une efficacité avec les carbapénémes (Guira et al., 2015). Par contre, ils ne sont
pas similaires a ceux trouvés par Soudous et associée qui avaient notés de faible taux de
résistance avec la ceftazidime et la gentamicine (Soudous & Oudina, 2020).

Nous avons obtenu une prévalence de 44% pour les bactéries productrices de béta-
lactamases. Les trois phénotypes étaient présents et le phénotype majoritaire était le
phénotype AmpC (22%) identifié en majorité chez S. aureus, suivit du phénotype MBL. Le
taux éleve de bactéries productrices de béta-lactamases ainsi que les taux élevés de résistance
aux antibiotiques de la famille des béta-lactamines pourrait s’expliquer par le fait que les béta-
lactamines soient les antibiotiques les plus consommeés, mais aussi les plus accessibles sur le
marché, ceci peut également étre expliqué par une utilisation non rationnelle de ces
antibiotiques. En outre, la présence en majorité des phénotypes AmpC et MBL pourrait étre
dd a une surutilisation des céphalosporines et des carbapénémes; étant donné que les
carbapénemes sont des molécules de dernier recours, si I’utilisation de ces antibiotiques
demeure excessive, il est probable que d’ici peu nous puissions nous retrouver en impasse
thérapeutique. Nos résultats sont contraires a ceux trouvés par Guira et collaborateurs qui
n’avaient trouvés aucunes bactéries productrices de béta-lactamases (Guira et al., 2015).
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Au terme de notre travail qui consistait a déterminer la prévalence des bactéries
productrices de béta lactamases et d’établir leur profil de résistance aux antibiotiques, nous
avons constaté que la prévalence des IPD était de 83%. Plusieurs micro-organismes ont été
isolés et identifiés avec une majorité de bacilles & Gram négatif (Klebsiella spp, Escherichia
coli etc...) et I’espéce fréquemment isolée était Staphylococcus aureus (27,70%). L’age et le
sexe n’ont pas été identifiés comme facteurs favorisants I’infection du pied diabétique.
Cependant il existe une association entre le type de diabéte et la survenue de I’infection.

En ce qui concerne I’antibiorésistance, I’ensemble des souches identifiées ont
présenté des taux de résistance accrus a certaines familles d’antibiotiques notamment les béta-
lactamines (Céphalosporines, Pénicillines), les cyclines, et les macrolides. Par contre, de
faibles taux de résistances ont été noté avec les carbapénemes (Méropénéme) et les
aminosides (Amikacine).

Concernant la caractérisation des phénotypes de béta-lactamases, nous avons noté
que la prévalence des bactéries productrices de béta-lactamases était de 44% ; Le phénotype
majoritaire était le phénotype AmpC (22%), caractérisé en majorité chez Staphylococcus

aureus suivit du phénotype MBL (17%).
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Au regard de ces résultats inquiétants, un plan de lutte efficace s’impose ainsi, nous

formulons les recommandations suivantes :

+ Au Ministere de la santé du Cameroun
- Réaliser des enquétes épidémiologiques sur la surveillance de la résistance
antibactérienne
- De fournir un matériel adéquat aux hopitaux pour la prise en charge des plaies
diabétiques
- Accentuer les campagnes de sensibilisation relatives a I’émergence de la résistance
bactérienne.
+ Aux médecins et infirmiers soignants
- De traiter efficacement les infections par réalisation préalable d’un antibiogramme
chez tous les patients souffrants d’infections bactériennes
+ Aux patients et a la population
- Eviter I’'usage des antibiotiques sans avis médical

- Respecter les posologies recommandées par les médecins
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PERSPECTIVES

Nous envisageons :

+ Etendre I’étude sur une population plus grande, a I’échelle nationale

+ L’utilisation des techniques moléculaires pour la détection des caractéres de la résistance
+ Proposer des alternatives thérapeutiques
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Annexe 1 : Notice d’information

FICHE D’INFORMATION AUX PARTICIPANTS
Chers participants,

Nous vous prions de lire attentivement les informations ci-dessous avant de donner votre

consentement de participation a I’étude.

Titre de recherche : « Profil de résistance aux antibiotiques et caractérisation phénotypique
des bactéries productrices de béta-lactamases isolées des plais diabétiques a I’Hbépital Central
de Yaoundeé ».

Enquéteur : MAHLEU NDE NIKELLE CECILE étudiante en master 2 de Microbiologie

médicale a I’Université Yaoundé I, faculté des sciences, département de microbiologie.

Nous invitons toute personne volontaire et respectant nos critéres d’inclusion a participer a

notre étude.
But de I’étude

Le but de I’étude sera de déterminer le profil de résistance aux antibiotiques des bactéries
responsables de la surinfection de la plaie diabétique et de caractériser le phénotype de béta-
lactamase chez chacune de ces bactéries chez les patients venus en consultation a I’Hbpital
Central de Yaoundé. Les résultats de cette étude nous permettront d’avoir une approche sur
les différents germes responsables de cette surinfection et leur résistance aux antibiotiques
afin d’améliorer la prise en charge des patients et de comprendre I’échec thérapeutique lié a

ses surinfections.
Procédure de participation

La participation sera volontaire, et le patient aura la liberté de désister & tout moment. Un
consentement écrit sera obtenu avant tout recrutement. Nous réaliserons notre étude sur un

échantillon préleve au niveau de votre plaie.
Risque et bénéfice

Le risque psychologique de la peur sera géré en préparant le patient par un counseling. Le
participant bénéficiera d’un examen en plus d’une probable prescription médicale.
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Résultats de la recherche

Les résultats de cette recherche pourront étre publiés dans tout journal en respectant la
confidentialité. Le participant n’attendra aucune rétribution due a cet effet.

Adresse de I’investigateur : MAHLEU NDE NIKELLE CECILE tel :(+237) 690468925/
652487088 nmaleu90@gmail.com. Si vous avez des questions et ou problemes concernant le

projet de recherche, vous pouvez communiquer avec nous.

Adresse des Co-investigateurs :

Pr. BOYOMO ONANA Dr. MEYIN A EBONG Solange
Maitre de Conférences Chargé de Cours

Département de Microbiologie Département de Microbiologie
Faculté des Sciences Faculté des Sciences

Université de Yaoundé | Université de Yaoundé |

Tel : (+237) 677926583/656243314
Email: ebongsolange@yahoo.fr
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Annexe 2 : Formulaire de consentement éclairé

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE

Je soussigné, Mr/IMME/MIIE. .........oe e e e e e e avoir
été invité a participer au travail de recherche intitulé : « « Profil de résistance aux
antibiotiques et caractérisation phénotypique des bactéries productrices de béta-lactamases
isolées des plais diabétiques a I’Hopital Central de Yaoundé », dont I’investigateur principal
s’appelle MAHLEU NDE NIKELLE CECILE, tel : (+237) 690468925, E-mail

nmaleu90gmail.com

J’atteste avoir pris connaissance que la participation est volontaire, et que j’aurai la liberté de

désister a tout moment.

J’accepte en toute liberté de participer a cette étude en répondant aux questions et en
accordant toute prise d’échantillons pour ladite recherche.

J’atteste avoir été informé(e) que les résultats de cette étude peuvent étre publiés dans tout

journal.

J’atteste avoir été informé(e) de la confidentialité des résultats.

En participant a cette étude, j’apporte ma modeste contribution a I’avancement de la science.
Je n’attends aucune rétribution due a la participation a cette recherche.

Je pourrai volontairement rentrer en possession de mes résultats.

J’accepte librement de participer a cette étude dans les conditions précisées dans la notice de

I’information :

e De répondre aux questions d’enquéte

e De communiquer les informations medicales

Faita Yaoundé, le...................

Investigateur principal : Participant (Nom et Adresse)
MAHLEU NDE NIKELLE CECILE

nmaleu90@gmail.com

Tel :(+237)690468925

L’investigateur Le participant
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Annexe 3: Fiche de collecte de données

DONNEES CLINIQUES A L'INCLUSION

Date de I'examen:/__/ [fjour/__/ /mois/ [ /| | [année

Code d’identification patient:/___ /./ [/ 1 | [ [

Sexe : Homme [1 Femme [1 Date de naissance:/ [ [/ [ [/ [ [ [ [0

Coordonnées d’origine
Hopital :
Hospitalisation(] ~ Hosp. compléte [ Hosp. du jour(] Consultation(

Nom du médecin ;

Facteurs de risques cardio-vasculaires :

HTA : Oui [1  Non [J

Obésité (BMI) Oui 1 Non [J

Alcoolisme chronique | Oui [1  Non [

Tabac Oui [1  Non [J

Sédentarité Oui 7 Non O

Initiale Our J  Non [J

Suivi Oui 7 Non [J

Types de plaies : Classification de Wagner /[
Diabete sucré :  Type 1 [J Type 2 [

Durée du diabéte: /___/ _ /ans

Antécédent d’antibiothérapie dans le mois précédent : Oui [1  Non [

La plaie
Antécédent de lésion Oui [T  Non [

Si oui merci de préciser la/les quelle(s)
Nombre de plaies 1 [ 2101 3] supa 3l

Localisation
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Face externe [1 Face interne [1 Face antérieurel] Face postérieure [

Pied

Face lombaire 1  Face dorsale [

Orteil 11 Meéta [1 Medio-pied [] Talon [1 Cheville [
Jambe

Sus-malédiaire [ Sous-malédiaire’

Circonférentielle [
Autres

Complication du diabéte sucré

Cardiopathie :

Absence Oui [J  Non [J
Coronaropathie (OM)  Oui [J  Non []
Acrtériopathie des Ml Oui 1 Non [J
Sténose carotidienne Oui 1 Non [J

AVC Oui [1  Non [J

Néphropathie :

Absence
Microalbuminurie
Protéinurie
Insuffisance rénale

Neuropathie

Oui [
Oui [
Oui [
Oui [
Oui [

Non[
Non[
Non[
Non[

Non[]
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Annexe 4: Aspects des colonies sur différents milieux de culture (Photos MAHLEU)

S

Figure 13 : Escherichia coli  Figure 14 : Klebsiella sp Figure 15 : Staphylococcus
sur EMB sur EMB aureus sur Chapman

Figure 16 : Pseudomonas Figure 17 : Pseudomonas
sp sur EMB sp sur Mueller-Hinton
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Annexe 5 : Mode opératoire de la galérie API 20 E

> Préparation de la galerie :

L’eau distillée stérile a été ajoutée au fond de la boite (partie alvéolée) ; la galerie a été
recouverte avec son couvercle et les références de la souche ont été inscrites sur la languette

latérale de la boite.
> Préparation de I’inoculum

A I’aide d’une anse de platine, une colonie pure et bien isolée a été introduite dans 5ml
d’eau distillée stérile contenu dans un tube a vis. Aprés homogénéisation la turbidité a été
ajustée a I’étalon Mc Farland.

> Ensemencement de la Galerie

La suspension bactérienne a été introduite dans chaque tube a I’aide d’une pipette Pasteur
stérile, pointe appuyée a I’intérieur et sur le c6té pour éviter la formation de bulles ; les
cupules de test CIT, VP et GEL ont été remplies avec la suspension ; I’huile de paraffine a été
ajouteée dans les cupules ADH, LDC, ODC, H,S et URE.

> Lecture de la galerie
La lecture est macroscopique et basée sur le virement de couleur, I’identification de

souche a été obtenue a I’aide du tableau d’identification du catalogue analytique qui contient
sept chiffres qui référe a une souche dans le livre de galerie API 20F.
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Annexe 6 : Figures des test biochimiques

v ) f‘q*”ﬂifffﬁT‘\VTﬁ"!’hﬂ

=%

Figure 18 : Test de
coagulase

Figure 19 : Test de catalase

Figure 20 : Galeries Api
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Annexe 7 : Résultats des différents tests phénotypiques

Figure 21 : Test AmpC positif Figure 22 : Test MBL positif

Figure 23 : Test de synergie positif entre I’ Augmentin et la ceftriaxone
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Annexe 8 : Mode opératoire du MALDI-TOF

MODE OPERATOIRE : MALDI-TOF

La colonie bactérienne est directement déposée sous forme d’un fin frottis a la surface d’une
plaque métallique, puis recouverte par une matrice appropriée. Le mélange
matrice/échantillon va se co-cristalliser sur la plaque. Une fois les échantillons déposés sur la
cible, cette derniere est introduite dans le spectrometre de masse. Chaque dép6t est soumis a
I’action du rayon laser UV. Le role de la matrice est d’absorber I’énergie provenant du laser
ce qui provoque la vaporisation de I’échantillon avec formation d’ions de masses différentes.
Les ions ainsi formés dans la chambre d’ionisation vont étre mis en mouvement sous I’action
d’un champ électrique, et I'analyseur va les séparer en fonction de leur rapport m/z. lls
traversent ensuite un certain nombre de grilles d’extraction avant d’atteindre le « tube de vol »
a I’extrémité duquel se trouve le détecteur. Les ions sont séparés selon leur temps de vol, ceux
de petite taille atteignant les premiers le détecteur. Le temps de vol pour atteindre le détecteur
est utilisé pour calculer la masse de chaque particule. La somme des ions analysés va former
un spectre caractéristique de I’échantillon. Le spectre de masse obtenu est une sorte
d’empreinte digitale spécifique et unique de la composition en protéines du microorganisme

analyse, qui peut étre comparé a une banque de données de spectres.

Figure 24 : Quelques étapes du MALDI-TOF

Mémoire rédigé par MAHLEU NDE Nikelle Cecile 69



