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Introduction

Depuis les années quatre-vingt (80), notre pays connait une transition sanitaire caractérisée
par I’émergence et la prolifération des maladies chroniques di a 1’allongement de 1’espérance
de vie, ’amélioration du niveau de vie de la population et des changements dans le mode de

vie (Azri, 2018).

Le diabéte, maladie chronique et métabolique est considérée comme 1’'un des grands défis
sanitaires du siecle. Il se caractérise par une concentration accrue de glucose dans le sang. En

Algérie, le nombre de personnes atteintes de diabéte avoisine les 4 millions (Gardner, 2014).

D’une maniere progressive, cette maladie peut endommager le cceur, les vaisseaux sanguins,
les yeux, les reins et les nerfs, combinée a une circulation sanguine réduite elle provoque aussi

une neuropathie des pieds et augmente le risque d'ulceres du pied et d’amputation (OMS, 2020).
Les plaies chroniques sont un environnement idéal pour la formation de biofilm microbien .

En effet, la présence de biofilm retarde le processus de cicatrisation et majore le risque
d’infections. 78 % de toutes les plaies chroniques non cicatrisantes sont du a un biofilm résistant

aux antibiotiques et aux défenses immunitaires (Zhao et al., 2013) ; ( Malone et al., 2017).

L’¢échec thérapeutique, et les cofits de plus en plus ¢€levés des traitements des infections dues
aux biofilms, appellent a trouver en urgence d’autres alternatives de soins (Toty ef al., 2013).
De ce fait, le recours a la phytothérapie devient de plus en plus intéressant en raison de la
richesse des plantes possédant un pouvoir antibactérien, et anti-biofilm remarquable

(Atefbeibu, 2002).
De ce fait, I’objectif de ce travail est de :

e Isoler les souches des plaies chroniques du pied diabétique des patients consultants ou
hospitalisés au service de médecine interne CHU de Tlemcen.

e Evaluer la capacité des souches isolées de pied diabétique & former un biofilm in vitro
par méthodes TCP et RCA.

e Tester le pouvoir antimicrobien et antibiofilm de deux plantes médicinales : Laurus

nobilis et Lavandula stoechas sur les souches isolées.









Chapitre | : Le Pied diabétique

1. Définition du pied diabétique

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

Lhaj Ou Said, 2014).

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

jacente (El Ouarradi, 2019).

Selon le consensus international sur le pied diabétique développé par I'TWGDF
(International Working Group on Diabetic Foot) de 2007, le pied diabétique se définit comme
étant « Toute Infection, ulcération ou destruction des tissus profonds du pied, associées a une

neuropathie et/ou une artériopathie périphérique des membres inférieurs chez le diabétique »

(El Ouarradi, 2019).
2. Epidémiologie

L'ulcération et l'infection du pied diabétique constituent un probléme majeur sur le plan
médical, social et économique, mais aussi en termes de colt pour la santé publique, ainsi que
son importance par sa morbi-mortalité majeure, le développement de cette infection du pied

diabétique évolue la pathologie vers le risque d’amputation (Gadepalli ef al., 2006).

Ces ulceres du pied sont plus répandus dans les pays occidentaux (Roeckl-Wiedmann et al.,
2005). En terme classique, il est observé que 15 % des patients atteints de diabete souffriront
d’une ulcération @ un moment donné de leur vie. Toutefois par rapport a une population non
diabétique, le diabéte est un facteur aggravant qui multiplie le taux d’ulcération par 5 et le taux

d’amputation par 7 (Martini et Senneville, 2018).

D’aprés plusieurs études, il a été constaté qu’environ 25 a 50% des patients diabétiques
subissent une amputation immédiate lors de leur premicre consultation en raison d’une
infection. En général, il est estimé que le diabete est responsable d’environ 50 a 70 % de toutes

les amputations de membres inférieurs (Leone ef al., 2012).

L’incidence du pied diabétique est en constate augmentation en raison de la prévalence
mondiale croissante du diabéte sucré ainsi que I’augmentation de I’espérance de vie des patients

diabétiques. Les données montrent qu’au niveau mondial, la prévalence de 1’ulceére du pied était
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de 6,3%, avec une incidence plus ¢€levée chez les hommes (4,5%) que chez les femmes (3,5%)
et chez les diabétiques de type 2 (6,4%) par rapport aux diabétiques de type 1 (5,5%) (Zhang
etal.,2017).

En termes de prévalence, I’ Amérique du nord a enregistré le taux le plus élevé a 13,0% tandis
que I’Océanie le taux le plus faible a 3,0%. Pour leur part, I’Asie, I’Europe et I’ Afrique ont
respectivement enregistré des taux de 5,5 %, 5,1% et 7,2%. L'Australie a le plus bas (1,5%) et
la Belgique a la prévalence la plus élevée (16,6%), suivie par le Canada (14,8%) et USA
(13,0%) (Zhang et al., 2017).

Comme dans la plupart des pays en développement, I’Algérie traverse actuellement une
période de transition épidémiologique. D’apres les spécialistes des maladies non transmissibles
du ministére de la santé, il est constaté que 50% des individus atteints de diabéte souffraient de
neuropathie diabétique et de Iésions des membres inférieurs. De plus, environ 25% des cas
d’arthrite des membres inférieurs sont liés au diabéte, et un quart de ces cas nécessitent une
amputation. On estime que le nombre d’amputations annuelles associées a ces cas varie entre

800 et 1300 (Lamri ef al., 2014).

3. Physiopathologie des lésions du pied diabétique

Les troubles trophiques du pied diabétique résultent de  trois  processus

physiopathologiques :
* la neuropathie périphérique.
* l'artériopathie des membres inférieurs.
* l'infection (Maroselli, 2002).

La neuropathie périphérique et l'artériopathie des membres inférieurs sont deux complications
du diabéte. L'infection est un phénoméne qui peut s'y rajouter. L'intervention de ces trois

mécanismes est variable mais ils sont souvent intriqués (Maroselli, 2002).

3.1. La neuropathie :

La neuropathie périphérique est une complication fréquente du diabete responsable de 60
a 80 % des ulceres. Elle est plus courante dans le DT1 que dans le DT2, et la présence d’une
neuropathie augmente avec la durée du diabéete, 1’age du patient, et surtout avec un déséquilibre
métabolique. D’autre facteurs tels que la prédisposition génétique, la grande taille, le sexe

masculin et ’alcoolisme peuvent également contribuer au développement de la neuropathie.
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Les neuropathies sont différenciées en fonction des nerfs qu’elles affectent. Elles sont divisées

en trois types : sensitive, motrice et végétative (Malgrange, 2008).

La neuropathie sensitive : est I’atteinte la plus fréquente, avec des signes qui varient
selon le type des nerfs impliqués. L atteinte des grosses fibres entraine une perte de sensibilité
tactile et profonde (vibratoire et proprioceptive), quant a I’atteinte des petites fibres concernent
la sensibilité thermo-algique (Besse, 2011), le pied est donc insensible aux traumatismes
minimes notamment causés par friction ou par chaussures serrées et aux changements de
température. Ce phénomene est aussi a 1'origine d'un retard de consultation. Une atteinte de la
sensibilité profonde occasionne, des troubles de la marche et conduit a long terme a des

déformations (Ahmad, 2016).

La neuropathie motrice : provoque une faiblesse et une atrophie des muscles interosseux
du pied, créant un déséquilibre entre les muscles extenseurs et fléchisseurs, ainsi que des
modifications de la laxité ligamentaire, entrainant des déformations du pied exacerbées par une
mobilité articulaire limitée (Dinh, 2005). Ces déformations créant de nouvelles zones d'hyper-
appui et exposant le site hyperkératosique a un traumatisme minime, favorisant ainsi le
développement d'un évasement cutané et d'une douleur de perforation plantaire. En outre il peut
provoquer une raideur et une perte de mobilité articulaire secondaire a la fibrose du cartilage,

des tissus mous et de la peau due a la glycosylation du tissu conjonctif (Ahmad, 2016).

La neuropathie végétative : ¢galement connue sous le nom de neuropathie autonome,
affecte le systeme nerveux autonome. Ces nerfs contrélent des fonctions biologiques telles que
la thermorégulation et la transpiration (la sudation). Une transpiration réduite ou inexistante
(anhidrose) signifie moins d'humidité, entrainant une sécheresse et des fissures qui peuvent se
transformer en UPD, et des callosités. La neuropathie autonome peut ¢galement entrainer un
dysfonctionnement des mécanismes de régulation sanguine. Elle provoque également
l'ouverture du shunt artério-veineux et entraine une diminution locale du flux sanguin capillaire
(Lushiku,2006). En conséquence, pied fébrile neurogene, parfois cedéme et veines dorsales
dilatées (Dinh, 2005). Ces shunts sont également impliqués dans la réduction de I'oxygénation
des tissus et la promotion de la résorption osseuse, ce qui peut conduire a des conditions

extrémes dans les pieds de Charcot (Malgrange, 2008).
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3.1.1. Complications de la neuropathie :

» Mal perforant plantaire

C’est la manifestation la plus fréquente de la neuropathie du pied diabétique, il s’agit
d’une ulcération indolore entourée d’une zone d’hyperkératose, caractérisée par la perte de
sensation douloureuse et les modifications des pressions statiques et dynamiques, elle provoque
un épaississement de la couche cornée, zone d’hyperkératose localisée aux points de pression
excessifs. Cette hyperkératose est soumise a des contraintes de cisaillement sur les structures
osseuses sous-jacentes aboutissant a la formation d’une vacuole qui va progressivement se

fistuliser a la peau, responsable d’une ulcération, le mal perforant (Amarir, 2014).

L’¢évolution secondaire peut se compliquer d’infection puis d’extension en profondeur avec
risque d’atteinte osseuse a type d’ostéite ou d’ostéo- arthrite. La précocité de 1’ablation des
zones d’hyperkératose et de la mise en décharge des zones d’hyper appui pourrait éviter la
survenue d’ulcérations et permettre la cicatrisation rapide des ulcérations constituées.
L’infection et I’association a une ischémie sont des facteurs qui vont considérablement aggraver

le pronostic de ces 1ésions (Amarir, 2014).

Figure 1 : Mal perforant plantaire (Kone, 2021).
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Figure 2 : Physiopathologie du MPP (El Ouarradi, 2019).

» Ostéo-arthropathie neurogene (Pied de Charcot)

OAN ou le pied de Charcot est une complication rare mais extrémement grave de la neuropathie
diabétique, conduisant a des déformations architecturales catastrophiques du pied responsables

d’une instabilité ostéo-articulaire majeure pouvant parfois conduire a I’amputation.

Il s’agit d’une atteinte hautement destructrice et fréquemment indolore. Elle touche une ou

plusieurs articulations du pied et évolue en deux phases successives :

La phase initiale aigué : est caractérisée par des signes inflammatoires locaux (rougeur, chaleur

et cedéme) en rapport avec une lyse ostéo-articulaire responsable de fractures et de subluxations.

La phase chronique: survient quelques mois plus tard, apres disparition des signes
inflammatoires, associant reconstruction osseuse anarchique et consolidation avec des séquelles
anatomiques parfois majeures (effondrement de [D’arche plantaire, raccourcissement
antéropostérieur, déformations anarchiques) pouvant aboutir au classique « pied cubique » et

au « pied en tampon buvard » avec convexité de 1’arche plantaire (Jeffcoate, 2005).
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Figure 3 : Aspect clinique du pied de Charcot a la phase aigiie (9A) et a la phase chronique
(9B) (Julien, 2020).

3.2. L’artériopathie des membres inférieurs

L’artériopathie des membres inférieurs est plus courante et de localisation plus diffuse et
plus distale que celle observée chez le non diabétique. L’évolution de l'artériopathie est
fortement grave et généralement sans sensation de douleur a cause de sa relation fréquente avec
la neuropathie. Elle peut étre détectée par la présence d’un trouble trophique (Grumbach et

Richard, 2005).

Elle se définit par des 1ésions sténosantes ou occlusives dues a un athérome et affectant les

artéres des membres inférieurs, il existe deux types d’artériopathie (El Allali, 2015) :

Macro-angiopathie : Ce n’est pas une complication spécifique du diabéte mais elle a des
caractéristiques propres. Le développement de Iésions athéromateuses est plus précoce, plus
rapide, avec classiquement une atteinte plurisegmentaire et distale. Elle atteint
préférentiellement les artéres fémorales superficielle, poplitée, tibiale, fibulaire et les artéres du

pied ; les localisations aorto-iliaques sont peu fréquentes (El Ouarradi, 2019).

Micro-angiopathie : La micro-angiopathie est une complication quasi spécifique du diabete
qui est directement liée a ’hyperglycémie. Les altérations micro-circulatoires caractérisées par
un ¢épaississement de la membrane basale des capillaires entrainent des échanges anormaux

susceptibles d’aggraver I’ischémie tissulaire (Simou, 2020).

Lartériopathie est le plus souvent liée a un degré variable a la neuropathie (pied neuro-

ischémique), (Amarir, 2014).
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3.2.1. Complication de L’artériopathie :

» Les troubles trophiques :

Elles proviennent d’artériopathie, ce sont des 1ésions nécrotiques dont le stade ultime est la
gangrene. Les plaies sont principalement situées sur le bord externe du pied, autour de 1'os de
l'oracle ou sur le talon. Ils sont entourés d'une tache rouge. Les 1ésions sont trés douloureuses,
a l'exception de la neuropathie associée. Elles sont provoquées par le moindre traumatisme du
pied (frottement des chaussures, ongles incarnés, mycose interdigitée). En raison de l'ischémie,
ils ne guérissent pas et sont sujets a la réinfection et a la progression vers la nécrose avec une

amputation chirurgicale (Maroselli, 2002).

» Gangréne :

Les diabétiques sont 40 fois plus susceptibles de développer une gangréne des extrémités
que les non diabétiques. Environ 20 % des diabétiques atteints d’artériopathie développeront
une gangreéne au cours de leur vie. Ce risque augmente avec 1’age et la durée du diabéte. Elle
peut commencer par une tache violette ou une phlycténe (vésicules, bulles d'air). Elle affecte
souvent les orteils et évolue vers un assombrissement progressif d'un ou plusieurs orteils. Nous

distinguons (Maroselli, 2002) :

e Gangreéne séche dans laquelle les tissus apparaissent souvent noirs et principalement dus
a l'interruption du flux sanguin par une artére bouchée, L'atteinte reste en général limitée en

I'absence de surinfection avec desséchement de la partie nécrosée (Maroselli, 2002).

e Gangrene humide est caractérisée par la présence d’une zone de nécrose entourée d’un
halo inflammatoire, voire purulent qui témoigne d'une infection sous-jacente. La nécrose peut
entretenir l'infection qui, en se propageant, étend la zone ischémique. Présence de tissus
nécrotiques noiratres et 1€sions rapidement évolutives avec décollement et pus grisatre d'odeur
nauséabonde, pouvant aboutir a une dégradation rapide de I'état général du patient (Azzoug,

2017).

3.3. Infection

L’infection est la troisieme composante de ce trépied physiopathologique du pied
diabétique. Elle est définie par une invasion des tissus par des micro-organismes et leurs
multiplications, s’accompagnant d’une destruction tissulaire ou d’une réponse inflammatoire

de I’héte (Simou, 2020).
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Elle doit étre distinguée de la colonisation, qui se définie comme la présence normale de
bactéries a la surface de la peau ou les bactéries aérobies a gram positif (Staphylocoques,
Streptocoques) prédominent normalement, sa gravité est évaluée selon les critéres de 'IDSA

(Lisky et al , 2012 ; Lisky, 2008).

Elle est exceptionnellement a 1’origine directe d’une plaie, mais une mycose interdigitale

(ITO) surinfectée peut devenir creusante.

Le mécanisme physiopathologique de I’infection du pied diabétique fait 1’objet de

discussion.

La susceptibilité particuliere des sujets diabétiques aux infections pourrait €tre en rapport
avec un déficit des mécanismes cellulaires de défense majoré par I’hyperglycémie, capable
d’altérer les fonctions des leucocytes (phagocytose, adhérence, bactéricidie, chimiotactisme)

(Malgrane, 2008 ; Besse, 2011).

En I’absence de neuropathie ou d’artérite, I’infection sera rapidement prise en charge car
la plaie sera douloureuse. D’autre part, I’infection d’une plaie préexistante est un facteur
d’aggravation majeur qui peut mettre en péril le membre et parfois la vie du patient (Lisky,

2008).

En présence d’une neuropathie, en I’absence de douleur, I’infection ne sera souvent

découverte que tres tardivement, au stade de dermo-hypodermite (Besse, 2011).

La neuropathie joue un role aggravant : d’une part 1’indolence peut retarder le diagnostic
d’infection et d’autre part la persistance des forces de pression sur I'ulcération ; lors de la

marche peut faciliter sa diffusion (Falanga, 2005 ; Ulberecht et al, 2004)

En présence d’une artériopathie, I’infection fera le lit de la gangréne qui est un motif fréquent

d’amputation.

La chronicité de la 1ésion joue probablement aussi un role délétere dans I’infection, comme
le suggere la diminution de I’incidence des ostéites et des amputations lorsque le temps de

cicatrisation est raccourci (Veves et al., 2001).
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Par ailleurs, I’hypoxie secondaire a I’artériopathie est fréquente et favorise les infections a

anaérobies.

La gravité particuliere des infections sur ce terrain d’artériopathie peut aussi s’expliquer par
une réduction de I’afflux sanguin au site de la plaie en diminuant ainsi 1’apport des facteurs

endogenes impliqués dans la lutte contre I’infection (Malgrane, 2008).

Au total, la neuropathie et 1’artériopathie sont les deux principaux facteurs pathogenes des
troubles trophiques du pied diabétique. L’infection est considérée comme un facteur aggravant

surajouté (Simou, 2020).

Figure 4 : Pied diabétique infecté¢ (Diane et Luce, 2017).
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Figure 5 : Physiopathologie du pied diabétique (El Ouarradi, 2019).

4. Facteurs de risques du pied diabétique

Les Iésions du pied sont trés souvent occasionnées par des traumatismes mineurs. Les facteurs

déclenchants les plus fréquemment en cause sont :
o Les chaussures inadaptées : ( représente 50 % de taux d’infection )

Les chaussures étroites, neuves ou trop usées, la présence des corps étrangers dans les
chaussures sont les principaux facteurs qui blessent le pied. Les supports plantaires telles les
semelles orthopédiques peuvent aussi étre la cause des 1ésions lorsqu’elles sont déformées et
durcies, ou pliées. Les chaussettes synthétiques avec d’épaisses coutures au niveau des orteils

peuvent également 1éser le pied (Lushiku, 2006).
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o Les gestes inadaptés : ( représente 25 % de taux d’infection )

Le mauvais soin des pieds fait par le patient lui-méme ou par le podologue peuvent étre
responsables des blessures ; Lors de I’'usage d’un instrument aiguisé, c’est la vue qui doit guider
le geste et non la perception de la douleur. Lorsque la douleur apparait, la plaie est déja

provoquée (Lushiku, 2006).
o L’hygiéne ou comportement inadapté : ( représente 25 % de taux d’infection )

La mycose interdigitale sur une peau qui est déja fragilisée peut conduire a une infection
profonde. Lorsque les ongles poussent de fagon anarchique (ongles incarnés, onychogryphose),
ils peuvent léser 1’orteil impliqué ou I’orteil voisin. Les bains de pieds prolongés (de plus de
cinq minutes) dans le but de ramollir les callosités, créent une macération des callosités qui sont
souvent fissurées, ceci favorise la pénétration profonde des germes présents dans les fissures

(Lushiku, 2006).

5. Agents causaux de I’infection du pied diabétique

La microbiologie des Iésions du pied chez les diabétiques est caractérisée par la présence
de plusieurs agents pathogenes. Plusieurs études montrent que le profil bactériologique des
patients est plus souvent poly-microbiens et que les cocci a Gram positive sont plus répandus
que les bacilles a Gram négative (Akwah et al., 2015). Parmi les agents causaux de 1’infection

des pieds, on distingue :

v Les bactéries aérobies 2 Gram positif : sont les plus courantes ; dans ce groupe,
Staphylococcus aureus est la bactérie le plus souvent mise en évidence, de facon isolée
ou au sein d’une population polymicrobienne, lors d’infections qu’elles soient
superficielles ou profondes. Les streptocoques -hémolytiques sont également fréquents,
le plus souvent dans le cadre d'infections polymicrobiennes (Game et al., 2004 ; Chidiac

etal.,2007 ; Nordman et al., 2014).

v" Les bacilles aérobies 2 Gram négatif : principalement de la famille des entérobactéries
(Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella spp.) se rencontrent en cas d’infection
chroniques ou déja traitées. Pseudomonas aeruginosa est souvent isolé apres une longue

hospitalisation, son role pathogene est toujours a discuter (Toumi et al., 2011).
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v Les bactéries anaérobies strictes : le plus souvent des Cocci & Gram positif mais aussi
des bacilles a Gram négatif (Prevotille spp, Bacteroides spp) sont souvent associés a des
germes aérobies. Les bactéries a Gram positifs anaérobies strictes sont en régle présentes
dans des plaies peu profondes tandis que celle a Gram négatifs anaérobies sont associées

a une nécrose ischémique ou a une atteinte profonde (Toumi et al., 2011).

Tableau 1 : Corrélation clinico- biologique entre les types de plaies et les germes impliqués
et identifiés (Toumi et al., 2011).

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

Plaie chronique (> 1 mois) ou antérieurement S. aureus, streptocoques [-hémolytiques,
traitée par des antibiotiques entérobactéries.

Plaie traitée par céphalosporines d’évolution Entérocoques.
defavorable

Lésion macérée Pseudomonas spp (en association avec
d’autres micro-organismes).

Polymicrobisme : cocci a Gram positif
aérobie S.aureus, streptocoques RB-
Plaie de longue durée (ulcére > 6 mois), | . . ( P . q
. L . . hémolytiques, SCN, entérocoques),
traitement antérieur par des antibiotiques a : L . e
large spectre corynébactéries, entérobactéries,
g¢sp Pseudomonas spp, bacilles & Gram neégatif

non fermentatifs + agents fongiques.

Odeur nauséabonde, nécrose, gangrene Cocci a  Gram  positif  aérobie,
entérobactéries, Pseudomonas spp, bacilles a
Gram négatif non fermentatifs, anaérobies
stricts.

16






Chapitre 11 : Plaies chroniques et biofilm

1. Implication des biofilms dans les plaies chroniques sur pied diabétique

Les plaies qui ne guérissent pas et n’atteignent pas l'intégrité anatomique et fonctionnelle

apres un mois sont considérées comme chroniques (Wu et al., 2019).

Les principaux types de plaies chroniques sont les plaies diabétiques. Malgré les soins diligents,
le traitement échoue souvent lorsqu’une infection se développe dans les plaies chroniques, et
I’une des principales raisons de 1’échec du traitement dans les plaies chroniques est la formation

de biofilms (Fromantin et al., 2017).

Le biofilm est une organisation bactérienne particuliere. Des bactéries Initialement circulante
adherent au lit de la plaie et se regroupent de fagon structurée (Figure 06) grace a un procédé

de communication interbactérienne appelé Quorum Sensing (Fromantin et al., 2017).

Les bactéries se collent les unes aux autres par la sécrétion d’une matrice adhésive et protectrice

d'EPS (Wolcott, 2011).

Dans les plaies chroniques, I’organisation en biofilm est trés classique. Elle est notamment
observée dans les ostéites du pied, une complication courante des plaies chez les patients

diabétiques (Sotto et al., 2015).

Les infections liées a des biofilms affectent majoritairement les personnes légerement ou
fortement immunodéprimées et impliquent souvent des bactéries commensales comme
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Roux et
Ghigo, 2006). La présence de biofilm reste un facteur difficile qui contribue a retarder la
guérison de plusieurs plaies chroniques. La menace principale des biofilms des plaies
chroniques est leur protection substantielle contre les immunités de 1’hote et leur extréme

tolérance aux agents antimicrobiens (Zouad et Siari, 2020) (figure 07).
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Figure 6 : Observation d’un biofilm bactérien sur une plaie (Fromantin et al., 2017).

2. Etapes de la formation du biofilm
Le cycle de développement du biofilm comprend cinq étapes clés :
o L’adhésion réversible
o L’adhésion irréversible
o La formation de micro-colonies
o La maturation
o Ladispersion.

Chaque cycle aboutit a la libération de cellules mobiles capables de coloniser de nouvelles
surfaces et de donner naissance a un nouveau biofilm. Une étape initiale peut étre ajoutée qui

est la reconnaissance d'une surface par le microorganisme (Pessereau, 2016).
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Figure 7 : les étapes du processus de formation du biofilm, y compris I'imagerie de chaque
étape au microscope électronique a balayage (Omar et al., 2017).

2.1. Adhésion réversible

L'attachement a une surface représente un tournant entre la vie planctonique et le mode biofilm
(Toyofuku et al., 2016). Initialement, les cellules bactériennes s'adsorbent sur un substrat par
le biais d'interactions non particuliers dans les surfaces abiotiques ou biotiques. Celles-ci
impliquent une série d'interactions physico-chimiques attractives et répulsives entre les
bactéries et la surface, ou les forces de Lifshitz-van der Waals, les interactions électrostatiques
et les forces hydrophobes acide-base de Lewis sont les premicres a participer (Ren ef al., 2018
; Guzman-Soto et al., 2021). Lors de l'interception de la surface, I'adhérence est médiée par
des appendices adhésifs extracellulaires supplémentaires et des adhésines sécrétées. Cependant,
la décision de « coller » n'est pas absolue ; I'attachement initial est dynamique et réversible, au
cours duquel les bactéries peuvent se détacher et rejoindre la population planctonique, si elles
sont perturbées par des forces hydrodynamiques (détachement des bactéries de la surface), des
forces répulsives ou en réponse a la disponibilité des nutriments (Kostakioti ez al., 2013). Dans
l'attachement initial, les motilités médi€es par les flagelles et les pili de type IV sont essentiels.
Les flagelles et les pili sont deux familles d'appendices bactériens qui jouent des rdles
importants lors des interactions initiales avec la surface cible (Rabin et al., 2015 ; Guzman-

Soto et al., 2021).
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2.2. Adhésion irréversible

L’adhésion irréversible correspond a une fixation active et spécifique des micro-organismes sur
une surface obtenue par les effets d’interactions a courte portée exemple les liaisons
hydrogenes, cette adhésion progresse grace a la production d’EPS sécrétées par les bactéries et

se poursuit pendant la maturation du biofilm (Bezoui, 2016) ;(Muhammad et al., 2020).

2.3. Formation de micro-colonies

Apres le stade d’adhésion, les bactéries fixées se développent et se divisent soit par fission
binaire, soit par division asymétrique. Cela implique la prolifération cellulaire et la colonisation
de surface, conduisant a [D’activation des deuxiémes messagers, a la communication

intercellulaire et a la sécrétion initiale de la matrice EPS (Guzman-Soto et al., 2021).
2.4. Maturation du biofilm

La maturation du biofilm est divisée en deux phases, dont la premiére concerne des genes
codant pour des protéines impliquées dans des métabolismes anaérobies tandis que la seconde
est marquée par des synthéses polymériques/protéiniques importantes, dans ce cas le biofilm a
une croissance exponentielle se traduisant par une augmentation importante de son épaisseur

jusqu’a former un film hétérogéne tridimensionnel (Bezoui, 2016).
2.5. Dispersion et détachement cellulaire

Le détachement de cellules du biofilm intervient lorsque les conditions environnementales

deviennent défavorables :
o Limitation de la disponibilité en oxygeéne dans des biofilms épais.
o Apparition de forces de cisaillement dues aux conditions hydrodynamiques.

o Diminution de la concentration ou modification de la nature des nutriments

disponibles.

Les bactéries peuvent alors migrer afin de trouver un environnement plus favorable a leur

développement.

Ce phénomene n’est pas restreint au dernier stade du développement du biofilm mais peut avoir
lieu, soit par lyse cellulaire soit par le départ de cellules viables, tout au long de la formation du

biofilm et en réponse a un changement d’environnement (Bellifa, 2014).
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3. Impact du biofilm sur les plaies

Au niveau des plaies, le biofilm entretient une :

* Réaction inflammatoire délétere pour la cicatrisation : Les plaies chroniques sont souvent
recouvertes de biofilms bactériens qui tolérent trés bien les cellules inflammatoires et les

anticorps.

* Les biofilms augmentent la production de cytokines proinflammatoires, ce qui entraine une
inflammation chronique et une augmentation de la production de protéases et d’espeéces
réactives de 1’oxygeéne. Ces derniers détruisent les protéines qui sont essentielles a la

cicatrisation.

* Qu’en présence d’une infection aigué, il y a un processus rapide d’envahissement des tissus
et de réponse de I’hote qui est causé par la libération, par des bactéries planctoniques mobiles,
d’endotoxines, d’enzymes et d’agressines qui neutralisent la réponse de I’hdte. Il y a ensuite
dans les tissus de 1I’hote une lyse et une digestion des cellules, ce qui produit une inflammation

classique (soit rougeur, chaleur, enflure, douleur et perte de fonction) (Rose et Schultz, 2012).

* Inactive les produits antimicrobiens (antiseptiques, antibiotiques) : ’EPS peut constituer
une barriere physique et/ou chimique empéchant la pénétration des antibiotiques. La
modification du microenvironnement peut aussi altérer 1’efficacité des antibiotiques. Par
ailleurs, la proximité des bactéries favorise le transfert horizontal des génes notamment ceux de
résistance augmentant le nombre de bactéries résistantes au sein du biofilm. Il est également

admis que les bactéries sessiles peuvent intervenir :

* Dans la régulation des génes de résistance notamment en augmentant leur

expression.

* D’autres ¢léments ont encore ¢été identifiés : comme les biofilms sont
polymicrobiens, la sensibilité aux antibiotiques est souvent hétérogéne ; certaines
especes étant sensibles a I’antibiotique donné et pas les autres. De plus, comme le
biofilm est constitué de bactéries dont la croissance est ralentie, I’efficacité des
antibiotiques est réduite, ceci pouvant avoir des conséquences sur 1I’émergence de

bactéries multirésistantes (Sotto et al., 2015).

* La résistance des bactéries aux défenses immunitaires de I’hote : le biofilm provoque une
diminution de la pénétration des cellules phagocytaires a travers I’EPS, ce mécanisme peut

expliquer la gravité, la chronicité et les récidives des plaies chroniques. En outre, le
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détachement des bactéries a partir du biofilm peut faciliter I’extension des infections notamment
au niveau de 1’os. Donc il y a des biofilms « protecteurs » (colonisation) et d’autres qui sont

responsables d’infection (Sotto et al., 2015).
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1. Traitement du pied diabétique par antibiothérapie

L’antibiothérapie repose sur la connaissance des principales bactéries responsables et de leurs
profils de sensibilité aux antibiotiques (Chakroun, 2007). Ainsi le choix de 1’antibiothérapie
(ATB) se base sur plusieurs ¢léments : les agents pathogeénes probables ou prouvés, le risque de
BMR, la sévérité de I’infection (évaluée selon une gradation établie par « Infections Diseases
Society of America » [IDSA] et « International Working Group on the Diabetic Foot »
[IWGDF)), I’efficacité reconnue de la molécule dans la prise en charge du pied diabétique et le
colit (Amouyal et Hartemann, 2017). L’antibiotique doit couvrir les bactéries les plus
fréquemment impliquées dans ces infections. L’antibiothérapie initiale est empirique, mais
certaines régles doivent étre respectées. Une infection cliniquement séveére doit bénéficier d’une

antibiothérapie a large spectre.

D’autre part, on doit toujours tenir compte des bactéries aérobies a Gram positif,
particulierement S. aureus. Enfin, les bactéries aérobies a Gram négatif doivent étre considérées
en cas d’infection chronique. Par ailleurs, des antibiotiques couvrant les germes anaérobies
doivent étre prescrits devant la constatation d’une nécrose ou d’une gangréne en présence

d’artériopathie du membre (Edmonds, 2009).

En cas d’infection ancienne ou profonde ou ayant fait I’objet d’une antibiothérapie ou en cas
d’hospitalisations antérieures. L’antibiothérapie doit contenir des molécules a spectre large du

fait de la fréquence des infections poly microbiennes (Lipsky, 2004 ; Lipsky et al., 2004).

La présence d’un sepsis sévere ou d’un choc septique est une indication a la prescription d’une
antibiothérapie a large spectre a base de béta-lactamines ayant une activité sur P. aeruginosa et
les anaérobies, associée a un anti-staphylococcique. A coté¢ de I’imipeneme, les associations
ticarcilline-acide clavulanique et pipéracilline-tazobactam se sont révélées efficaces dans le
traitement des infections graves du pied diabétique, notamment & P. aeruginosa. L’adjonction
d’un aminoglycoside, pendant 5 a 7 jours, permet d’obtenir une synergie d’action avec les béta-
lactamines en augmentant la vitesse de bactéricide. Elle est indispensable dans les infections a

P. aeruginosa (Lipsky, 2004 ; Toumi et al, 2011).

La présence d’une atteinte osseuse, I’ostéite du pied diabétique, est une infection pratiquement
toujours chronique. Son traitement est compliqué, en raison d’une réduction du flux sanguin au
niveau de I’os, aggravée par 1’artériopathie des membres inférieurs. Il est donc recommandé
d’utiliser des molécules a bonne diffusion osseuse. Les antibiotiques privilégiés sont les

fluoroquinolones, en cas d’infection a bacilles a Gram négatif, et la rifampicine ou la
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clindamycine, en cas d’infection a Cocci a Gram positif. Ces molécules doivent étre utilisées
en association pour éviter la sélection de résistance bactérienne. Les béta-lactamines a large
spectre a fortes doses sont également recommandées. Leur choix serait justifié en cas
d’infection poly microbienne et en cas de difficulté a documenter ’infection (Brends et al.,

2008 ; Hartemann-heurtier ef al., 2008 ; Toumi et al, 2011).

2. Traitement par phytothérapie

Les plantes produisent plusieurs métabolites secondaires pour leur protection contre les
agents pathogenes telle que les bactéries et les virus (Kavanaugh et Ribbec, 2012 ; Saviuc ef
al., 2015 ; Khan et al., 2019). Ces métabolites, sont une bonne source pour lutter contre la

formation de biofilm (Suzuki et al., 2015).

Parmi les plantes les plus utilisées on a Lavandula stoechas ( 1a lavande) et Laurus nobilis (

le laurier).

2.1. Lavandula stoechas L

L’espéce Lavandula stoechas L, communément appelée, «lavande francaise», «
lavande italienne », « lavande espagnole», « lavande des stoechades », « lavande maritime», «
lavande papillon » ou « lavande a toupet », est une espéce végétale bien connue qui fait partit
de la famille des Lamiacées ou Labiées. Elle posseéde donc les mémes caractéristiques
morphologiques et communes a I’ensemble de cette famille. (Balouiri, 2011 ; Benabdelkader,

2012).

Elle se présente sous la forme d’un buisson pouvant atteindre un metre de haut
(Benabdelkader, 2012), tomenteux, blanchéatre, tétragone (Jullien, 2016), trés ramifié et tres
aromatique avec une lourde odeur semblable a celle du pin (Benabdelkader, 2012), I’essence

qu’on peut en extraire a une odeur tres forte et désagréable. (Barbier, 1963).
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Figure 8 : Fleurs de lavande papillon (Fathalahi,
2020) Figure 9 : Huile essentielle de lavande
papillon (Fathalahi, 2020)

2.1.1 Répartition géographique

& Dans le monde : La Lavande papillon dont le territoire géographique est le plus vaste est
répandue dans tout le bassin méditerranéen : Europe méridionale, 1’Afrique du Nord et le
Moyen Orient, avec une petite disjonction sur la frontiere Lybie-Egypte (Figurel0).
Actuellement, elle a été introduite et est cultivée en Bretagne, Nouvelle Zélande et en Australie

(Benabdlekader, 2012).

Lavandula
et Stoechas

Figure 10 : Répartition géographique de Lavandula stoechas L. dans le monde (Guitton,
2011)
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& En Algérie : En Algérie, les populations naturelles de Lavandula stoechas L. sont situées au
nord du pays, le long de la cote méditerranéenne dans les wilayas de Skikda, Jijel, Boumerdes,
Bouira, Blida, Médéa, Ain Defla et Chlef (Benabdelkader, 2012), elle est parmi les tres
nombreuses especes végétales qui forment la flore spontanée algérienne (Haussein, 2000).

(Figure 11)

Lavandula stoechas L. est une plante tendre, qui préfere les endroits ensoleillés et les sols
riches ou la température ne descend pas en dessous de (-10°C) et surtout, sec. (Chu et Kemper,

2001 ; Festy et Dupin, 2012).
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MEDITERRANEAN SEA

ALGERIA

MOROCCO

Figure 11 : Répartition géographiques de Lavandula stoechas L. en Algérie (Benabdelkader,
2012).

LS1 ( Skikda) ,L.S2 (Jijel) , LS 3 ( Boumerdes) , LS4 ( Bouira ,Lakhdaria) , LS5 (Bouira, Ain
Bessam) , LS6 (Bouira, Gucrrouma) , LS7 (Bouira, Taguedit), LS8 (Blida), LS9 (Médéa) ,
LS10 (Ain Defla) , LS11 (Chlef).

2.1.2. Usages thérapeutiques

La Lavande a été traditionnellement utilisée comme plante aromatique, culinaire,

décoratif, cosmétique et dans des buts médicinaux (Maganga, 2004).

L. stoechas L. possede des propriétés thérapeutiques remarquables ; La décoction des
feuilles est utilisée dans le cas d'infections intestinales, de gastralgies mais c'est surtout pour
ses propriétés antitussives qu'il est largement recommand¢. Les fleurs en décoction apaisent
I'hystérie, ingérées telles quelles, elles seraient également efficaces pour calmer la toux,
'asthme (Beloued, 2005) et pour la lutte contre les insectes comme insectifuge (Skoula et al.,

1996 ; Mennal et Chennafi, 2015) ou insecticide (Goren et al., 2002).

Elle était utilisée par les médecins musulmans qui la considéraient comme céphalique
(tonique), résolvante, désobstruant, et carminative. Ils la prescrivent pour lutter contre des
infections pulmonaires et pour I’expulsion des humeurs bilieuses et flegmatiques (Said et al.,

1996).

La plante est également employée traditionnellement dans la médecine populaire comme
anti-inflammatoire (Sosa et al., 2005), antispasmodique (Goren et al., 2002) dans les douleurs

des coliques (Nadkarni, 1982 ; Usmanghani ez al., 1997 ; Siddiqui e al., 2016), anti-
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carcinogene, antioxydant ,antidépresseur (Goren et al., 2002), expectorant et stimulant (Giray

et al., 2008).

L'HEs est un précieux remeéde des premiers secours, elle est accélére la guérison des
bralures des plaies (action cicatrisante, réparatrice (Mennal et Chennafi, 2015) ,et désinfectant
des plaies contre les problémes dermiques, a aussi des effet positifs sur les infections urinaires,
les maladies cardiaques, I'eczéma (Goren et al., 2002), spasmolytiques, contre le diabéte, la
fievre (Chu et Kemper, 2001), les douleurs menstruelles féminines, les calculs rénaux, I’otite
,J’anthrax, I'hypertension (Skoula et Abidi, 1996) et pour traiter 1’infertilit¢ (Chu et Kemper,
2001). 11 est utilisée dans 1‘industrie de la lessive et de la savonnerie, ainsi qu‘en parfumerie.
En effet, celle-ci analgésiques (calmante), antiseptiques (Beloued, 2005) sédatives (Goren et
al., 2002 ; Siddiqui et al., 2016), antimicrobiennes (Asimgil, 1997; Goren et al., 2002),

antibactériens, antifongiques et antidépressifs (Cavanagh et Wilkinson, 2002).

2.2. Laurus nobilis L

Le laurier noble, laurier-sauce ou laurier d’ Apollon est une plante appartenant a la famille
des lauracées cultivée un peu partout dans le monde (région méditerranéenne, Australie,

Asie,etc.) soit par graines ou bien par bouturage.

Son arbre peut atteindre jusqu’a 10m de hauteur avec de petites fleurs, un fruit noir et des
feuilles lancéolées avec une face supérieure d’un vert foncé brillant et une face intérieure matte

d’un vert plus clair (Tomar et al., 2020).

Ces derniéres dégagent une odeur spécifique lorsqu’elles sont froissées (Taarabt ef al.,
2017). Cette plante aromatique est utilisée dans la production industrielle : fabrication de

denrées alimentaires, médicaments, produits de beauté, etc... .
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Figure 12 : Laurus nobilis L. (laurier Noble) ( Goudjil, 2016).

2.2.1. Répartition géographique

Dans les temps anciens, la plante nommée « Daphné » a été définie comme L nobilis par
Goodyer en 1655. Un membre sempervirent naturel a croissance lente, de la région
méditerranéenne et largement cultivé en Asie, en Europe ,en Afrique du Nord et aux Etats-Unis
comme plante ornementale (Sedef Nehir et al., 2014 ; Alejo-Armijo et al., 2017). 1l est cultivé
commercialement pour ses feuilles aromatiques en Turquie, Algérie, Maroc, Portugal, Espagne,
France, Italie, et Mexique. En Algérie, I’arbuste de laurier pousse spontanément a I'état sauvage
dans la région du Tell. Il est cultivé localement sous le nom de « rend » (Bendjarsia et al., 2016

; Maatallah et al., 2016).

- Présence de

Laurus nobilis Lk.' .

Figure 13 : Localisation naturelle de Laurus nobilis L. a travers le monde. (Beloud, 2005).
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2.2.2. Usages thérapeutiques

Laurier qui est un élément essentiel du bouquet garni dans nos préparation culinaires, est
principalement utilis¢ en médecine traditionnelle pour soigner les troubles de 1’appareil digestif
,ainsi que les douleurs arthrites (Bendjersi, 2017)et les maladies de la peau et la cicatrisation
de plaies (Ali-Shtayeh et al., 2000), le parkinsonisme et la névralgie (El1 Malti et Amarouch,
2009), des rhumatismes, de 1’épilepsie, de cancer et plusieurs maladies infectieuses (Peixoto ez
al., 2017). A ¢également des effets hypothermique, anesthésique, relaxante musculaire
(Dallmeier et Carlini, 1981), analgésiques, diaphorétiques, antipyrétiques bien connus. Il est

utilisée dans les industries de la parfumerie et du savon (Jeffrey et al., 2016).

Ses huiles essentielles sont dotées de pouvoirs antibactérien et antifongique avérés (Ouibrahim
et al., 2015). Tres utilisées par I’industrie agroalimentaire surtout par les conserveries des
poisons. Aussi, la plante peut étre utilisée traditionnellement en phytothérapie (Taarabt ez al.,
2017). En plus de leur importance médicinale , les feuilles de ces plantes sont utilisées comme
agent aromatisant et pour augmenter la durée de conservation des aliments ; les olives (Elharas
et al., 2013) , les saucisses (Da Silveira et al., 2014), les poissons (Snuossi ef al., 2016) car
elles contiennent une activité antimicrobienne (Nadeem et al., 2018) et une activité anti —
oxydante (Dias et al., 2014) et d’améliorer en général la sécurité des produits (Houicher ez al
., 2016). Les métabolites les plus divers de la feuille de Laurier, ont été étudiés pour leurs divers
effets pharmacologiques tels que les effets cytotoxique (Barla et al., 2007), neuroprotecteurs

(Ham et al., 2011).
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1. Le lieu et période d’étude

Cette étude a ét¢ menée au laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agro-alimentaire, au
Biomédical et I’Environnement (LAMAABE), université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen durant
la période allant de Mars a Avril 2023.

2. Population d’étude

Notre ¢étude a porté sur les patients hospitalisés ou suivis a titre externe dans le service de

médecine interne, du centre hospitalo- universitaire Tidjani Damerd;ji de Tlemcen.

Tous les patients inclus dans 1’étude sont des diabétiques, présentant une infection au niveau du

pied traduite par I’apparition du pus dans le foyer infecté (pied diabétique).

Diftérents aspects et stades de I’infection sont inclus quel que soit le sexe et 1’age du patient (a

I’exception de la population pédiatrique).
3. Prélévements

e Les prélevements bactériologiques sont réalisés en cas d’infection établie cliniquement.

e Avant tout prélévement, un nettoyage a été réalis€ avec une gaze imbibée de sérum
physiologique stérile. L’élimination de la flore bactérienne commensale a été assurée en
utilisant des antiseptiques doux.

e L’écouvillonnage de la plaie c’est la méthode la plus utilisée pour le prélévement (Lavigne
et Sotto, 2007). Elle consiste a faire passer un écouvillon stérile au sein de la plaie, dans un
mouvement de zigzag combiné a une rotation. Il est préférable de ne pas prélever sur les
bords de la plaie.

e (Chaque prélevement est accompagné d’une fiche de renseignement comportant des données
telles que nom et prénom, age, sexe, type de diabéte, 1’ancienneté de diabéte, les
complications et maladies associes ; type d’infection ; type de traitement.

e Les écouvillons, contenant les échantillons a analyser, et la fiche de renseignement sont
immédiatement acheminés au laboratoire de microbiologie, afin d’étre ensemencés sur des

milieux spécifiques.
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Figure 14 : Prélevements des plaies infectées.

3.1. Traitement des échantillons

Le traitement des échantillons a été basé sur un enrichissement afin de favoriser la croissance

des bactéries présentes et augmenter leurs nombres pour une meilleure détection (Meriemeche
et Nadir, 2016).

Chaque écouvillon a été déchargé dans un 5 mL de bouillon BHIB pour enrichir le prélévement

pendant 24h a une température de 37°C.

Figure 15 : Prélévement d’une plaie infectée dans un bouillon d’enrichissement BHIB.
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4. Isolement et purification des bactéries

L’isolement et I’identification bactérienne a concerné uniquement le genre Staphylococcus

et Pseudomonas et ceci par ’utilisation de trois milieux gélosés :

* Le milieu Chapman : La gelose Chapman est le milieu sélectif des bactéries halophiles
et plus particulierement fermentant le mannitol. C'est un milieu semi-synthétique. Il est

utilisé pour I'isolement des Staphylococcus.

= La gélose Cetrimide : La gélose au Cétrimide est utilisée pour I’isolement et
I’identification de Pseudomonas aeruginosa. Le Cétrimide est un ammonium
quaternaire qui inhibe la croissance de la plupart des autres especes bactériennes.

Pseudomonas aeruginosa colore ce milieu en bleuvert par production de pyocyanine.

= La gélose Mac Conkey : est un milieu d'isolement ordinaire, lactosé et sélectif des
bacilles a Gram négatif non exigeants. Le désoxycholate de sodium et le cristal violet

inhibe la croissance des bactéries a Gram positif.

Les tubes récupérés, apres enrichissement, sont soumis a un vortexage. Apres
homogénéisation, I’ensemencement des milieux cités, est effectué¢ en surface a 1’aide d’une
anse de platine en utilisant la méthode d’épuisement. Les boites sont ensuite incubées
pendant 48 heures a 37°C.

La purification des souches se fait par I’ensemencement d’une seule colonie sur une
nouvelle boite de milieu gélosé jusqu'a I’obtention de souches pures qui seront identifiées

et conservées par la suite.
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5. Identification des bactéries

L’identification des bactéries s’effectue sur la colonie pure, isolée sur les milieux déja cités

en appliquant les tests suivants :

5.1. Examen macroscopique

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de 1’isolement.
Cet examen permet de déterminer 1’aspect des colonies sur boite de Pétri a savoir : la forme,

la couleur, 1’aspect de surface, I’aspect des bords de colonies, la consistance et le relief.

5.2. Examen microscopique

L’¢tude microscopique par coloration de Gram constitue la coloration de base en
bactériologie, puisqu’elle permet une classification des bactéries selon leur structure, leur

forme, leur regroupement et leur Gram (Berrada, 2016).

5.3. Identification biochimique
5.3.1 Test catalase

» La catalase a la propriété de décomposer 1’eau oxygénée avec dégagement
d’oxygene. C’est I’action directe de I’enzyme qui est mise en évidence dans la masse
bactérienne (Garnier et Denis, 2007).

» Une goutte d’eau oxygénée (Hz O2) est déposée sur une lame avec une colonie bien
distincte d’une culture jeune de 24 h. Pour les bactéries catalase + il y’a un
dégagement immédiat de bulles d’oxygene, et pour les bactéries catalase - pas de

bulle d’oxygene.

Catalase
H202 » H20 + 1402

5.3.2 Test coagulase

» La propriété de Staphylococcus aureus a provoquer la coagulation d’un plasma est due
a la sécrétion d’une protéine extracellulaire ; la Staphylocoagulase ou la coagulase, qui
joue un role central dans le pouvoir pathogene des Staphylocoques, en leur permettant
de lutter contre les anticorps opsonisants et la phagocytose (Benbouabdellah et Ziane,

2015).
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» La recherche de la Staphylocoagulase est le test essentiel qui permet de distinguer
Staphylococcus aureus des staphylocoques a coagulase négatif.

» A partir d’une culture pure sur milieu Chapman, on ensemence un tube de B.H.I.B, aprés
incubation a 37° C pendant 18h on prend 0.5 mL de cette culture dans un tube a
hémolyse et on ajoute 0.5 mL de plasma de lapin.

» Une réaction positive se traduit par la coagulation du plasma a un temps variant de 1h a
24h.

5.4. Recherche des caracteres biochimiques par galerie Api Staph et Api20 NE

» Afin d’étudier les caractéres biochimiques des souches isolées , nous avons utilisé la
galerie miniaturisé API Staph pour les bactéries du genre Staphylocoques et Api 20NE
pour les Pseudomonas.

» Le principe consiste a inoculer dans les microtubes a I’aide d’une pipette pasteur une
suspension bactérienne homogene qui reconstitue les milieux. Les réactions produites
pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou
révélés par I’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I’aide du tableau
de lecture et I’identification est obtenue a I’aide du tableau d’identification ou du

logiciel d’identification (Biomérieux®, France) (annexe 03).

Figure 16 : Plaque de la galerie API Staph

- s m s s -

Figure 17 : Plaque de la galerie AP1 20 NE
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6. Conservation des souches

Toutes les souches identifiées sont conservées en double réplique sur :

e Gélose nutritive inclinée : est une technique de conservation a court terme. Il s’agit
d’un ensemencement des tubes de gélose nutritive qui seront incubés 24h a 37°C suivi
directement par une conservation dans le réfrigérateur a 4°C.

» La maintenance de la vitalit¢ des souches dépend de la température et 1’espéce

microbienne.

Figure 18 : Conservation des souches dans la gélose nutritive.

e Le glycérol : est une technique de conservation a long terme qui consiste a préparé une
suspension bactérienne a laquelle on ajoute du glycérol.
» Le glycérol est un cryoprotecteur qui assure 1’absence des altérations cellulaires lors du

refroidissement.

>,

Figure 19 : Conservation des souches dans le glycérol.
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7. Evaluation de la formation du biofilm in vitro

7.1. Détection de la production de slime sur milieu Rouge Congo Agar (RCA)

>

C’est une méthode indirecte qui permet de distinguer entre les souches productrices de slime
de celles qui n’en produisent pas, en se basant sur la couleur de leurs colonies.

Le milieu est composé de BHIB (37 g/L), de saccharose (50 g/L), d’agar agar (10 gr/L), et
de rouge congo (0,8 g/L).

Les souches sont ensemencées par stries en surface du milieu Rouge Congo coulé en boites
apres incubation a 37°C pendant 24h a 48h, les souches non productrices de slime sont de
couleur rose rouges tandis que celle qui ont la capacité produire un slime sont de couleur
noires (Nasr et al., 2012). (Mathur et al., 2006).

Les souches de phénotype variable donnent des colonies a centre noir et & contour rouge ou

centre rouge et a contour noir (Touati et al., 2007).

7.2. Méthode de plaque de culture de tissus (TCP)

>

Technique

Le test TCP décrit par O'Toole et al., (2000) permet une évaluation quantitative de la
formation du biofilm.

A partir d’une culture de 18 heures dans le milieu BHIB, les puits d’une microplaque de 96
puits (polystyreéne) sont inoculés avec 150puL de la suspension bactérienne ajustée a une DO
pour I’obtention de 10 UFC/mL et diluée au 1/100éme dans le méme milieu (BHIB). Les
microplaques sont incubées pendant 24 heures a 37°C. Les puits sont lavés 3 fois avec I’eau
distillée stérile afin d'éliminer les bactéries libres (planctoniques). Les biofilms formés par
I’adhérence des organismes sessiles sont colorés avec du cristal violet (0,1%) pendant 15
min. L'exces du colorant est ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de l'eau distillée
et les plaques sont laissées pour le séchage pendant 10 a 20 minutes. Les microplaques sont
ensuite remplies avec 150uL d’une solution d’éthanol (95%) afin d’évaluer I’importance
de la coloration du biofilm en mesurant la densité optique au moyen d’un lecteur ELISA
(figure 20) a une longueur d’onde de 490 nm (Stepanovic et al., 2000 ; Hola et Ruzicka,
2011).

Lecture

Les souches ont été classées comme suit :

>
>

DO < DOt (Témoin) : non formatrice du biofilm.

DOt x 2 < DO <DOt x 4 : Modérément formatrice du biofilm.
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» DOt x 4 < DO : Fortement formatrice du biofilm (Christensen ez al., 1985).
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Figure 20 : Microplaque de 96 puits

8. Etude de I’activité antimicrobienne de Lavandula stoechas et Laurus
nobilis sur les souches planctoniques

L’¢étude du pouvoir antimicrobienne des HE étudiées, a été effectué, in vitro, sur 23 souches
bactériennes isolées a partir des pieds diabétiques et sur six souches de références (tableau
02) qui font partie de la collection des souches bactériennes du laboratoire de Microbiologie

et ceci par la méthode des puits.

Tableau 2 : Caractéristique des souches de référence utilisées

Nom de la souche N° ATCC Gram Famille
Enterococcus faecalis 6538 ATCC + Enterococcaceae
Staphylococcus aureus 2785ATCC3 + Staphylococaceae
Escherichia coli 25922 ATCC - Entérobactériaceae
Pseudomonas aeruginosa 15307 ATCC - Pseudomonadaceae
Klebsiella pneumonia 700602 ATCC - Enterobacteriaceae
Micrococcus 49452 ATCC + Microccaceae

ATCC: American Type culture Collection

e Méthode de diffusion sur gélose (méthode de puits)
C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un
effet antimicrobien, elle est aussi appelée : la technique de dilution en gélose pour la

détermination des extraits actifs.
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Des boites de Pétri contenant du milieu Mueller Hinton agar sont ensemencées par
¢couvillonnage avec une suspension de 10® UFC /mL qui provient d’une culture jeune de

bactéries .

A I’aide d’une pipette pasteur stérile, réaliser des puits d’environ 6mm de diamétre sur la
gélose MH bien refroidie. Les cavités ainsi formées sont remplies avec les deux extraits
Lavandula stoechas et Laurus nobilis (100 puL par puits) en évitant tout débordement a la

surface.

Les boites sont mises a incubées dans une étuve a 37°C pendant 24h. L’action inhibitrice se
manifeste par la formation d’une auréole autour des puits. La lecture des résultats s’effectue par
mesure des diametres des zones d’inhibitions a 1’aide d’une régle graduée. Un produit est
considéré actif, si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8 mm (Djendli et Bouali,

2022).

Selon Ponce et al, (2003) L'échelle de I'estimation de l'activité antimicrobienne et classé comme

suit :

e Extrémement sensible (+++) : plus de 20mm
e Tres sensibles (++) : de 15mm a 19mm

e Sensibles (+) : 8 mm a 14mm

e Nom sensibles (-) : moins de 8 mm
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Figure 21 : Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Pibiri, 2005).
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9. Etude de activité antibiofilm de Lavandula stoechas et de Laurus nobilis
sur plaques TCP

Apres formation d’un biofilm jeune de 24 h par la technique TCP décrite précédemment, les
microplaques de 96 puits sont rincées 3 fois avec de I’eau distillée avant ’ajout de 100 puL de

BHIB additionné de 50 pL d’huile essentiel dans chaque puit.

Aprées incubation de 24h a 37°C les puits de la microplaque sont soigneusement rincés, séchés
et colorés avec du cristal violet suivant la technique standard. La DO est mesurée a 590 nm par
le lecteur ELISA et I’élimination de la formation du biofilm par les huiles se traduit par une

densité optique inférieure a celle de la DO initiale.

Figure 22 : Plaque ELISA aprés incubation de 24h.
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Résultats et discussion

1. Résultats des prélévements

Sur une période d’un mois allant de Mars a avril 2023 un ensemble de 12 prélévements ont été
prélevés chez 12 patients a pied diabétique infecté hospitalisés plus de 48 heures dans le service
de médecine interne du CHU Tlemcen ( Algérie). Les caractéristiques de ces patients sont

résumé dans le tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques des 12 patients de notre étude.

H1 Médecine interne 31 ans Type 2
F1 43 ans Type 2
H2 77 ans Type 2
H3 32 ans Type 1
H4 62 ans Type 2
F2 70 ans Type 1
H5 75 ans Type 2
F3 64 ans Type 2
H6 71 ans Type 1
H7 59 ans Type 1
F4 54 ans Type 2
H8 57 ans Type 2

H : Homme, F : Femme

Selon le tableau 3 tous les patients sont hospitalisés au service de médecine interne CHU de
Tlemcen. La répartition selon la tranche d’age montre que les patients les plus atteints de
I’infection du pied diabétique sont ceux agés entre 61 et 70 ans, suivi par la tranche d’age [51-

60] ans.

Dans une étude similaire a la notre réalisée par (Hanoune, 2020) ; la répartition selon la tranche
d’age montre que les patients les plus atteints de 1’infection du pied diabétique sont ceux agés
entre 61 et 70 ans ce qui explique le rdle important que joue le facteur age dans le
développement des ulceéres du pied a cause de la poly-pharmacie chez les gens ageés.
Vishwanathan et al., 2002 montrent que les personnes adgées vivant avec le diabéte pour une

longue période sont plus susceptibles a développer un ulcére du pied.

Les infections du pied diabétique sont plus répondues chez les sujets de sexe masculin (75%)
par rapport au sexe féminin (25%), ces observations seraient certainement liées a un niveau plus
¢levé d’activités extérieures chez les hommes qui les exposent plus a des blessures (Sharma et

al., 2006) et ( Gasmi et Sahraoui, 2018).
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Selon Ben moussa et al., 2016 et Ravisekhar et al., 2006 les sujets diabétiques de type 2
développent généralement un ulcére de pied plus que les diabétiques de type 1. Ceci peut étre
due a I’obésité et le style de vie non équilibré qui sont des facteurs de risque de l'apparition de

diabete de type 2.

2. Résultat de ’analyse bactériologique des prélévements
2.1 Caractere phénotypique des souches isolées

Sur les 12 prélévements effectués sur pied diabétique un total de 23 souches dont 13
Staphylocoques sur milieu Chapman et 10 Pseudomonas sur milieu Cétrimide et Mac Conkey

ont été isolées.

e Sur le milieu Chapman et aprés 48h d’incubation a 37°C, les Staphylocoques forment
des colonies de petite taille, rondes et lisses qui apparaissent souvent pigmentées et
entourées d’une auréole jaune, elles sont arrondies a bords régulier de 1 4 2 mm (Figure

23).

Figure 23 : Aspect des colonies de Staphylococcus aureus sur gélose Chapman.

e Sur le milieu Cétrimide et aprés 24h d’incubation a 37°C , les Pseudomonas forment
des colonies de quelques millimetres de diamétre, plates ou surélevées, opaques,
limitées par un bord régulier, prenant en vieillissant des reflets métalliques, présentant
une pigmentation caractéristique bleue ou bleu-vert due a la sécrétion de la pyocyanine,

accompagnée d’une odeur caractéristique de seringa (Figure 24) .
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Figure 19 : Aspect des colonies de Pseudomonas aeruginosa sur gélose Cétrimide .

e Sur le milieu Mac conkey, les bacilles Gram négatif se présentent en colonies rose ou
rouge grace a la fermentation de lactose (Lactose +), les autres bactéries (Lactose -),

apparaissent incolore ou beige sur ce milieu .

Figure 20 : Aspect des colonies de Pseudomonas aeruginosa sur gélose Mac Conkey .
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2.2. Répartition des souches
2.2.1. Test de catalase

Toutes les bactéries isolées, testées pour la production d’une catalase , ont décomposé 1’eau
oxygénée en eau et en oxygene qui se dégage. Ce qui se traduit par le dégagement des bulles

de gaz.

() (+)

Figure 21 : Résultat de la recherche des enzymes respiratoires.
2.2.3. Test de coagulase
Apres un temps d’incubation de 01 h a 24h a 37°C de mélange (culture de 24h a 48h de la

souche S.aureus + plasma de lapin nous avons remarqué 1’apparition d’un caillot qui est

observée en inclinant le tube a 90°C ce qui se traduits par la libération d’enzyme coagulase.

Figure 27 : Production de coagulase par les souches isolées, A : Réaction négatif, B Réaction
positif.
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2.2.1. Galerie Api Staph et Api 20NE

Sur les 23 souches isolées 10 Pseudomonas aeruginosa ont été identifiés par plaque Api 20NF
et 13 Staphylocoques aureus par Api Staph, et confirmés pas le test de coagulase et de catalase
(Figure 28), (Figure 29).

Figure 22 : Identification de Staphylococcus aureus par la galerie Api Staph (biotype
731646).

Figure 23 : Identification de Pseudomonas aeruginosa par la galerie Api 20NE (biotype
1054571).
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H Staphylococcus aureus

l Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus

aureus
52.17%

Figure 24 : Répartition des souches bactériennes isolées des pieds diabétiques.

Staphylococcus aureus était le principal germe isolé au cours de notre étude, suivi par
Pseudomonas aeruginosa qui venait en téte des bacilles a Gram négatif non fermentaire (

Figure 30).

En effet, plusieurs études réalisées sur ce sujet confirment que le Staphylococcus aureus est le

pathogene le plus fréquemment isolé dans les infections du pied diabétiques.

Nos résultats sont en accord avec ceux retrouvés par Guira et al.,en 2015 qui a montré des
résultats proches de ceux notés par notre ¢tude ou les coci a Gram positif (CGP) étaient
prédominants avec un taux de 76% et Staphylococcus aureus était I’espece la plus fréquemment

1solée avec un taux de 32.4%.

Pseudomonas aeruginosa était la deuxieéme espece la plus fréquemment retrouvée et la plus
dominante des bacilles a Gram négatif (BGN) avec un taux de 47,28 %. Ces résultats sont
proches de ceux rapportés par Jadid en 2014 ou Pseudomonas aeruginosa était le deuxieme

pathogene le plus fréquemment isolé apres Staphylococcus aureus (Jadid , 2014).

La littérature médicale rapporte que les infections du pied diabétique sont dominées par les
bactéries a Gram positif (BGP) (Richard et al.,2011). Cette prédominance reste cependant non
universelle puisque des études récentes, menées dans des pays d’Afrique et d’ Asie, ont rapporté
la prédominance des bactéries a Gram négatif (BGN) dans les infections du pied diabétiques
(Turhan et al.,2013) ;(Durgad et al .,2014). Cette disparité géographique n’a pas encore

d’explication claire. Elle serait liée a des facteurs environnementaux climatiques, a la prise
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préalable d’antibiotiques ou aux pratiques d’hygiéne personnelle ou de chaussage. Des facteurs

techniques de prélévements ou de culture pourraient également étre a 1’origine de cette

différence (Ugkay, 2014).

3. Résultats de I’évaluation de la formation du biofilm in vitro

Actuellement, les bactéries ont réussi a développer divers mécanismes dont la production de
biofilm pour survivre dans I’environnement hospitalier. En effet, les bactéries productrices du
biofilm sécrétent certaines substances chimiques qui les protégent contre les désinfectants, les
agents antimicrobiens et le systétme immunitaire de 1’hote, ce qui engendre des infections

séveres et difficiles a traiter (Saitou, 2009).

Dans cette partie nous avons choisie 07 souches de S. aureus et 07 souches de P. aeruginosa

pour tester leurs capacités a produire un biofilm par les techniques RCA et TCP.

3.1. La détection de la formation de biofilms par la méthode de Rouge Congo Agar
(RCA)

La production de slime, par certaines bactéries, est considérée comme 1’un des facteurs les plus
importants qui favorisent 1’adhérence bactérienne, Ainsi, la détection de production de slime
peut étre utilisée comme un bon indicateur pour déterminer le potentiel pathogénique des

bactéries (Chatane et Ziadi, 2016).

La recherche de la production de slime sur milieu rouge Congo a révélé que sur les 07 souches
de Paeruginosa isolées des pieds diabétiques aucune n’a produit de slime et a révélé des
colonies rouges sur le milieu RCA. Par contre, sur les 07 souches de S. aureus isolés toutes
produisent un slime sur le milieu RCA . Les résultats sont montrés dans le tableau 04 et la

figure 31.

Tableau 4 : Résultats de la production de slime par la méthode RCA.

Souches Nombre de souches Slime +
S. aureus 07 07 00
P.aeruginosa 07 00 07
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Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Figure 25 : Détection de la production de slime et formation de biofilm sur RCA.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Chibi, en 2015 ou elle a trouvé que 100%

des souches de Staphylococcus aureus isolées des surfaces sont productrice de slime.

De méme, I’é¢tude de Zmantar et al., 2010 traitant la caractérisation phénotypique de la
production de biofilm de S. aureus a révélé que 56,5 % de souches isolées des appareils auditifs

sont productrices de slime.

Ces résultats se concordent aussi avec ceux retrouvés par Arciola et al., 2001 ou la production
de slime est beaucoup plus importante chez les S.aureus (60.8%) comparés aux autres souches

bactériennes.

Pour P. aeruginosa, Sambyal et al., 2017 ont trouvé que sur 142 isolats de P. aeruginosa, 81
souches sont productrices de biofilm (57,04%) alors que 61 souches étaient non productrices

de biofilm (42,9%).

Chibi en 2015 a montré dans son étude sur les 33 souches isolées de surface, que sur un nombre
de 21 souches de Pseudomonas aeruginosa seules 23% étaient susceptibles de produire un

slime.

La production de slime est plus importante chez les staphylocoques et est révélé par I’apparition
de colonie noire sur le milieu rouge congo, Cet aspect est dii a la production des exo-
polysaccharides ( PIA) qui réagissent avec le milieu de culture ; décrite la premiére fois chez
S. epidermidis par Mack et al., 1996. La PIA est principalement localisée a la surface de la
cellule. Elle est codée par le locus ica et joue un role important dans 1’adhésion intercellulaire

et de ce fait a été reconnue comme un facteur crucial dans les infections a staphylocoques.
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3.2. Formation de biofilms en microplaques TCP

Afin de quantifier les capacités de production de biofilms par les souches étudiées, 1’essai de
coloration au CV est souvent préféré en raison de sa simplicité et sa fiabilité. Cette méthode

permet une culture et une quantification in vitro du biofilm bactérien.

Dans cette partie nous avons analysé 14 souches dont 07 P. aeruginosa et 07 S.aureus isolées
des infections sur pied diabétique pour leur capacité a formé un biofilm par la méthode TCP et

06 souches de références décrites dans la partie matériel et méthodes.
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 5, la figure 32 et 33.

Tableau 5 : Résultats de la production de biofilm par la méthode TCP.

Technique TCP

Souches

Fort Modéré Faible
S.aureus 02 05 00
P. aeruginosa 03 04 00
D.O
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0
A S & o 3 o 2
d}o o"o) 0(\\@ Q,F"O s\@) Q;:\o"
& & & o? N
& X & Q‘)g\
\s\ *_Q Q w

Figure 26 : Résultats d’évaluation de la formation du biofilm par la méthode TCP.
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Figure 27 : Quantification de la formation de biofilm par les Staphylocoques et les
Pseudomonas en microplaques a 37°C.

Selon le tableau 5 la Figure 32 et 33, il a été remarqué que les souches de références testées ne
forment pas de biofilm par la techniques TCP contrairement aux souches hospitalires isolées
des pieds diabétiques ou on remarque que chez les Staphylococcus aureus aucune souche isolé
n’a été faiblement formatrice, 5 souches sont modérée et 2 souches sont fortement formatrice

de biofilm.

Pour les Pseudomonas aeruginosa sur les 07 souches testées , 3 souches sont fortement

formatrice de biofilm, 04 modérées et aucune souche n’a été faiblement formatrice de biofilm.

Les biofilms sont responsables d’un large éventail d’infections chez I’homme. Plus de 80% des
infections bactériennes chroniques sont associées a la présence de biofilms (Hall-Stoodley et

al., 2004).
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Les biofilms formés sur les plaies des pieds diabétiques peuvent retarder la cicatrisation
(Fromantin et al, 2017) et 1’éradication des biofilms bactériens pose de graves problémes sur
le plan médical puisque si les traitements ATB classiques sont efficaces sur les bactéries

planctoniques, ils s’averent bien moins probants sur les biofilms (Filloux et vallet, 2013).

Une étude montre que sur un nombre total de 50 souches de S. aureus, il s’est avéré que 34
¢taient biofilm positif dont 20 faiblement adhérentes, 10 modérément et 4 fortement adhérentes.

Les autres souches 16 (32%) étaient non adhérentes (Namvar ef al., 2013).

Pour P. aeruginosa cette bactérie existe rarement sous forme planctonique dans la nature, mais
plutot sous la forme de biofilm (Méar, 2014). C’est I’'une des bactéries les plus étudiées dans

le contexte des biofilms (Musk et al., 2005).

En 2014, Saxena et al, ont montré que sur 80 souches de Pseudomonas, isolées a partir de
crachat, seulement 16 souches ont ét¢ de bonnes formatrices de biofilm par contre 47 ont donné

une formation faible.

Les études de (Majtan et al., 2014) et (Banerjee, 2014) sur P. aeruginosa ont montré également
la capacité des isolats cliniques de P. aeruginosa a produire des biofilms , ils ont remarqué que

sur les 88 souches testées, 100 % sont productrice de biofilm par la technique TCP.

Coban et al., 2009 et Oncel et al., 2010 ont utilisé aussi la technique TCP pour étudier la
capacité des P. aeruginosa isolées de fibrose kystique a produire un biofilm dont la majorité

des souches étaient de bonnes formatrices.

La méthode TCP est la meilleure technique pour le dépistage de la formation du biofilm in vitro.
Bellifa et al., 2013 et kara Terki, 2014 ont montré que la méthode des microplaques était la
plus efficiente et la mieux indiquée pour une évaluation quantitative de 1’adhésion bactérienne

sur une surface.

D’aprés Racha et ses collaborateurs, cette méthode permet de tester plusieurs souches
simultanément ainsi la détermination quantitative de leur capacité¢ d’adhésion (Racha et al.,
2012). En plus, c’est une technique pratique et économique pour la détermination des facteurs
et des conditions de cultures optimales pour la formation du biofilm. Cependant, elle peut étre
moins précise pour déterminer la capacité des souches a sécréter le slime bactérien (Poliana de

Castro Melo et al., 2013).

Cependant , 1’é¢tude de Poliana de castro melo ez al., 2013 a montré que la méthode RCA

devrait étre utilisée comme un test complémentaire a la méthode de la microplaque.
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4. Comparaison entre I’adhésion des Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa par la technique TCP et RCA
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Figure 28 : Comparaison des résultats de la formation du biofilm entre les Staphylocoques et
les Pseudomonas.

Tableau 6 : Comparaison entre 1’adhésion de la formation de biofilm sur RCA et TCP

Souches Nombre Technique TCP Technique RCA

Formatrice Non Productrice Non

biofilm formatrice de slime productrice
Staphylococcus 07 07 00 07 00
aureus
Pseudomonas 07 07 00 00 00
aeruginosa

On remarque selon la figure 34 et le tableau 06 que les souches de P. aeruginosa et S. aureus
isolées des pieds diabétiques adhérent sur les microplaques TCP avec des intensités différentes

par contre seuls les staphylocoques produisent un slime par la technique RCA.
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Selon I’étude de Rewatkar et al., 2013 les deux bactéries Paeruginosa et S. aureus viennent
en téte de liste des souches les plus productrices de biofilm dans la nature et dans le domaine

hospitalier en particulier.

D’apres Nasr et al., 2012 ; Kord et al., 2018 la méthode des plaques de microtitrage ou TCP
reste généralement un meilleur outil pour le criblage de la production de biofilms , mais la
capacité a former un biofilm étaient différentes de chaque isolat ,car en général plusieurs
facteurs influencent cette capacité tels que les caractéristiques physico-chimiques des souches,
I’interaction physique entre les constituants, type de surface, le pH, la température etc (Nirwati

etal., 2019).

En effet, Il a ét¢ démontré que 'adhésion de P. aeruginosa dépend de la surface du carbone
pyrolytique, de 1'énergie libre et de la rugosité. Au contraire, I'adhésion de S. aureus est
indépendante des facteurs précédents et est controlée par les génes ica A/ica D responsable de

la production de PIA .

Ainsi, un mode¢le in vitro ne peut pas imiter la composition et la structure des biofilms formés
in vivo. Pour cette raison, les résultats dérivés des modeles de biofilm in vitro doivent étre
interprétés avec prudence pour des résultats plus pertinents sur le plan clinique (Seneviratne ,

2017).

5. Evaluation de ’activité antibactérien des deux huiles essentielles de
Lavandula stoechas et Laurus nobilus

Nous avons étudié in vitro le pouvoir anti bactérien des extraits de Lavandula stoechas et
Laurus nobilus par la méthode de diffusion des puits sur un milieu gélosé Mueller-Hinton. Cette
activité estime le diametre de la zone d’inhibition autour des puits contenants les extraits a
tester vis-a-vis des souches de références citées dans le tableau 07 et 14 souches isolées des

pieds diabétiques infectées.

Les figures 35 et le tableaux 07 et 08 montrent les résultats obtenus par cette méthode.
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Tableau 7 : Résultats du test de sensibilité des souches de références a I’HE de Lavandula
stoechas et Laurus nobilus et catégorie d’inhibition (méthodes des puits)

Souches de

références

Micrococcus
luteus
15307 ATCC

Staphylococcus
aureus
6538 ATCC

Escherichia coli
25922 ATCC

Klebsiella
pneumoniae
700602 ATCC

Pseudomonas
aeruginosa
27853 ATCC

Enterococcus
faecalis
49452 ATCC

Lavandula stoechas

Diametre moyen Catégorie

d’inhibition d’inhibition

(mm)

20 Extrémement
sensible

19 Tres sensibles

68 Extrémement
sensible

14 Sensibles

10 Sensibles

30 Extrémement
sensible

60

Laurus nobilus

Diametre moyen Catégorie

d’inhibition d’inhibition

(mm)

25 Extrémement
sensible

20 Extrémement
sensible

35 Extrémement
sensible

10 Sensibles

09 Sensibles

22 Extrémement
sensible
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Tableau 8 : Résultats du test de sensibilité des autres souches a les HEs de Lavandula
stoechas et Laurus nobilus et catégorie d’inhibition (méthodes des puits)

Souches

bacteriennes

Sa07

Sa04
Sa05

Sa03

Sa01

Sa02
Sa 7/06
Pal
Pa 2
Pa 3
Pa 4
Pa5
Pa 6
Pa7

Lavandula stoechas

Diameétre moyen Catégorie

d’inhibition

(mm)

26

18
20

20

22

12
12
00
06
00
00
00
05
00

d’inhibition

Extrémement
sensible

Trés sensibles
Extrémement
sensible
Extrémement
sensible
Extrémement
sensible
Sensibles
Sensibles
Reésistant
Résistant
Résistant
Reésistant
Résistant
Résistant

Sensibles

Laurus nobilus

Diamétre moyen Catégorie

d’inhibition
(mm)
40

10
10

38

12

17
10
00
00
07
00
00
07
00

d’inhibition

Extrémement
sensible
Sensibles

Sensibles

Extrémement
sensible

Sensibles

Trés sensibles
Sensibles
Reésistant
Résistant
Résistant
Reésistant
Résistant
Résistant

Résistant

Selon le tableau 10 et 11 en remarque que 1’huile de L. stoechas et L. nobilus ont un effet sur

les souches de références testées et sur la majorité des S.aureus isolées des pieds diabétiques

avec des diameétres de plus 26 mm pour I’huile de L. stoechas et 40 mm pour 1’huile de L.

nobilus. Par contre une faible activité a été remarquée seulement contre les 7 souches de P

aeruginosa avec des diametres de 06 mm pour 1’huile de L. stoechas et 07mm pour 1’huile de

L. nobilus.
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L’¢étude réalisée par Iguer en 2009, qui porte sur I’huile essentielle de la lavande révele
que la souche, E.faecalis et M.luteus sont trés sensibles a cette derniéres, ces résultats

concordent aux notres.

Par contre les recherches menées par Bachiri ef al., 2016 sur I’HE de L. stoechas ne montre
aucun effet sur S. aureus contrairement a nos résultats ou 1” huiles essentielles extraites a partir

de la partie aérienne exercent une trés bonne activité inhibitrice.

L’activité antibactérienne des HEs de L. stoechas L. réside généralement dans les
monoterpenes (spécialement oxygénés) plutot que dans sesquiterpenes (Burt, 2004;
Tajkarimi ef al., 2010). Cette huile est formée d’une grande proportion de composés
sesquiterpéniques (63,99%) et seulement de 18,62% de composés monoterpéniques
(Cherrat, 2013), elle exprime des activités antimicrobiennes intéressantes spécialement
vis-a-vis des souches Gram+ similairement a d’autres HEs riches en sesquiterpénes.
Demirci et al., 2008 ; Maxia et al., 2009, Delaquis ef al., 2002 ont estime aussi la présence
des composés mineurs présents a 1’état de trace qui sont connus pour avoir une activité
antibactérienne , tels que le linalol, I’aldéhyde de cinnamyl, le carvacrol, le géraniol, le

myrténal et I’eugénol.

L’ huiles essentielle de Laurus nobilis présentent un effet inhibiteur sur les souches testés ,
I’inhibition la plus importante est obtenue avec la souche Staphylococcus aureus ATCC25923

avec une auréole d’inhibition de 40mm de diamétre.

Les résultats sont en accord avec ceux de ( Fradj et Seridji, 2021) ont montré que cette huile
s'est avérée active contre Staphylococcus aureus a une concentration minimale inhibitrice
(CMI) de 0,25 mg/ mL et contre E.coli avec une concentration inhibitrice (CMI) de 0,5
mg/mL .

Elharas et al. , 2013 montrent dans leur étude que 1'huile de Laurus nobilis a une activité qui a

méme inhibé la croissance de Micrococcus luteus LA 2971.

Bekhti et al., 2020 ont confirmé que Staphylococcus aureus était la souche la plus sensible a
I'huile de Laurus nobilis avec une zone d'inhibition de 13,6 mm, une activité modeste a été
observée contre Escherichia coli avec des zones d'inhibition de 9 mm, Pseudomonas
aeruginosa ont été les souches les plus résistantes a I'huile avec la zone d'inhibition la plus

faible moins de 7,4 mm.
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L’action antimicrobienne de notre huile peut étre facilement attribuée a sa richesse en mono
terpénes oxygénés 1,8-cineole qui a montré son pouvoir a lutter contre plusieurs souches

bactériennes testées (Derwich et al., 2009) ; (Elharas et al., 2013).

Dans cette étude P. aeruginosa est plus résistante aux huiles testées, contrairement & S. aureus

qui est plus sensible.

Nos résultats sont en accord avec la littérature selon laquelle les bactéries a Gram positif
montrent une plus grande sensibilité vis-a-vis des huiles essentielles que les bactéries & Gram

négatif (Pool, 2001) ; (Kheyar et al., 2014) ;(Russel, 1991).

Selon (Burt., 2004) la grande résistance des bactéries Gram négatif a I’huile essentielle liée en
partie a la complexité de I’enveloppe cellulaire de ces microorganismes qui contient une double

membrane, contrairement a la structure membranaire simple des bactéries Gram positif.

Il est probable que ce résultat soit dii a une différence dans la capacit¢ de pénétration des
composés actifs présents dans les huiles essentielles. Chez les bactéries a Gram négatif, la
membrane externe constitue une barriére de perméabilité efficace ; le lipopolysaccharide, grace
a ses charges négatives de surface empéche la diffusion des molécules hydrophobes. Les
bactéries a Gram positif sont moins protégées contre les agents antibactériens, le
peptidoglycane n’entrave que la diffusion des poids moléculaires a SOKD (Kheyar et al.,

2014).

Cependant, E. coli ATCC 25922 s’est avérée trés sensible aux huiles testées, malgré qu’elle est
Gram négatif. En effet, les différents composants des huiles essentielles montrent différents

degrés d'activité contre des bactéries G- et G+ (Dorman et Deans, 2000).
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E.faecalis 10541 ATCC

S.aureus E.coli 25922 ATCC M.luteus 15307 ATCC

Figure 29 : Photographies correspondants aux résultats de 1’activité antibactérienne des HEs
Lavandula .stoechas et Laurus .nobilis.

6. Résultats de ’activité antibiofilm

Dans le but de mettre en évidence 1’effet antibiofilm des deux huiles essentielles de Lavundula
stoaechas et Laurus nobilis, I’activité inhibitrice de ces derniers a été réalisé a 1’encontre de

biofilm formé par les souches de S. aureus et P.aeurginosa.

Le travail a été réalisé seulement sur des souches les plus performantes dans la formation de

biofilm. Le tableau 09 et la figure 36 résume les résultats obtenus .
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Tableau 9 : Souches bactériennes utilisées

Souches bactérienne L. stoechas L. nobilus
PalB Pseudomonas 057 0,477 0,57 0,412

aeruginosa

Pal Pseudomonas 0,57 0,562 0,57 0,041
aeruginosa

Sal Staphylococcus aureus | 0,85 0,485 0,85 0,77

S07 Staphylococcus aureus 0,45 0,556 0,45 1,055

SRPa Pseudomonas 0,67 0,771 0,67 0,63
aeruginosa 27853 ATCC

SRSa Staphylococcus aureus 0,72 0,403 0,72 0,87
6538 ATCC

Pa7B Pseudomonas 0,56 0,583 0,56 1,01
aeruginosa

Sa2 Staphylococcus aureus 0,3 0,549 0,3 1,306

DO

14

1,2

1

0,8

0,6

04

0,2
SF1 SF2 PF2

0
Sa2 SRS.a PF1 Pa7B  SRP.a

W DO avant I'ajout des HE
H DO apres I'ajout huile de Lavandula stoechas

DO apreés l'ajout huile de Laurus nobilis

Figure 30 : Résultat de ’activité antibiofilm de Lavandula stoechas et Laurus nobilis sur les
souches S. aureus et P. aeruginosa avant et apres I’ajout des HEs.
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D’apres les résultats obtenus on remarque que Lavandula stoechas a un effet sur les souches
SF1, Sa2, PF2 ou la densité optique a diminué¢ a des valeurs de 0,477 ; 0,487 et 0,043 ;

respectivement.

Et pour Laurus nobilis on remarque qu’elle a un effet sur les souches de S. aureus ;SF1, SF2,
Sa2, PF1 ou la densité optique a diminué a des valeurs de 0,412 ; 0.041; 0,77 et 0,63;
respectivement, et surtout sur la souche SF2 ou en remarque qu’il n’y a pas formation de
biofilm. Pour les trois souches SF1, Sa2 et PF1 il y a une diminution 1égére de la formation de

biofilm.

Les résultats obtenus montrent le potentiel du Laurier comme agent antibiofilm, notamment
contre S. aureus (Miao et al., 2017), ces résultats concordent avec les résultats obtenus par
Molina et al., 2020, qui montrent que HE ¢étaient de puissants inhibiteurs de la biomasse du
biofilm de S. aureus et par microscopie ils ont confirmé ces résultats et ont également révélé

un effet 1étal sur les cellules présentes dans le biofilm .

D’apres Fradj et Seridji en 2021, I’huile essentielle de Laurus nobilis de Sousse (L. nob. S') a
exercé un effet anti-attachement avec un pourcentage d'inhibition du biofilm supérieur a 70 %

contre toutes les souches testées.

Cette huile a montré selon Merghni ef al., 2016 un effet important sur l'inhibition et
I'éradication du biofilm de S. aureus, aussi pour Peixoto et al., 2017, leurs résultats révelent

qu’HE de Laurus nobilis a des propriétés prometteuses contre la formation de biofilm.

Les résultats de (Fradj et Seridji, 2021) indiquent que les deux extraits de Laurier ont une

action préventive sur la formation du biofilm de S. aureus.

La réduction de la densité cellulaire serait due a la forte concentration de ’huile essentielle du
laurier en 1,8-Cineol ,qui présente une importante activité antibactérienne (Alejo-Armijo et al.,

2017).

De ce fait, le QS et la communication intercellulaire sont interrompus et le développement du

biofilm est inhibé (El-Tarabily ez al., 2021).

Outre son activité antibactérienne, le 1,8-Cineol exercerait un effet anti-attachement des
cellules planctoniques a la surface du support abiotique colonisé. Cet agent inhiberait également
la mobilité des cellules planctoniques qui joue un réle primordial dans le mécanisme du QS

(Merghni et al., 2018).
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Il a également été constaté que le 1,8-cinéole avait un effet significatif sur I'EPS. En effet, il
réduirait de maniere significative la production d'EPS. En méme temps, le 1,8-cinéole réduirait

considérablement l'activité hydrophobe des cellules planctoniques (Karuppiah et al., 2021).
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Conclusion

Les infections du pied diabétique restent une complication silencieuse du diabéte, mais grave

et constituent la cause la plus fréquente des amputations chez les patients diabétiques.

La visualisation microscopique combinée avec des approches moléculaires a confirmé que les
biofilms polymicrobiens sont présents partout dans les ulcéres du pied diabétique infectés et

non cicatrisants, et qu’ils sont notoirement résistants aux antibiotiques conventionnels.

L’apparition de biofilm bactérien, pose de gros problémes cliniques, il devient pourtant
important d’améliorer nos connaissances sur les techniques impliquées dans la formation du
biofilm, afin de trouver de nouveaux moyens de prévenir ou de traiter les infections associées

aux biofilms.

Notre étude effectuée sur un nombre de 12 patients pressentant la symptomatologie d’une
infection du pied diabétique, nous a permis de confirmer une dominance des infections du pied
diabétique chez le sexe masculin avec un taux de 75% et chez la tranche d’age des plus de 58

ans.

L’isolement des souches a permis de mettre en évidence la prédominance des bactéries du
genre Staphylococcus aureus, suivie par Pseudomonas auroginosa qui sont connus pour leurs

pouvoir pathogenes .

La gravité des infections du pied diabétique est étroitement liée a la capacité des souches a
former un biofilm , ceci a été confirmé dans notre étude ou on remarque que toutes les souches
isolées ont la capacité de produire un biofilm par la technique TCP et produisent un slime par

la méthode RCA .

Les traitements des infections a biofilms sont complexes , car ils sont responsables de la
tolérance aux antibiotiques. Si I’effet antibactérien de nombreuses huiles essentielles est depuis
quelque décennie largement étudi€é, ce n’est que récemment qu’un certain nombre d’étude
s’intéressent aux propriétés anti-biofilm, dont sont doté des HE, 1a ou un bon nombre d’ATB

demeurent inefficaces.

L’¢tude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles de Lavandula stoechas et Laurus
nobilis, montrent qu’elles sont plus efficace sur les souches planctoniques de Staphylococcus
aureus avec des zones d’inhibition variant entre 10 mm et 40 mm, que Pseudomonas

auroginosa qui était plus résistante.

L’huile essentielle de L.stoachas présente une bonne activé antibiofilm contre trois souches

bactériennes a I’exeption de SRS.a, PF7B, SRPa et PF1. S ajoute a cela une autre plante qui a
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brillé par son efficacit¢ remarquable sur I’inhibition de biofilm du staphylocoque c’est

L.nobilus.

Toutefois, ces résultats restent préliminaires et afin de les approfondir, d’autres approches et

études sont souhaitables a réaliser :

e FElargir I’étude antibactérienne sur la majorité des souches pathogeénes provoquant des

maladies graves.

e [’utilisation des huiles essentielles dans le traitement contre les infections associées

aux biofilms.

e D’approfondir nos connaissances sur le mécanisme d’action des HEs afin d’inhiber

I’installation de biofilm .
e Fabriquer des médicaments a base huiles essentielles pour remplager les antibiotiques.

e Faire des études sur d’autres huiles essentielles qui n’ont pas été testés auparavant.
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Annexes

Annexe 1

« Fiche de renseignement »

QUEL EST VOTRE POIDS :
Jueesieii, Moo, Jeeioee e, / ke

TYPE DE DIABETE : [] Typel [] Typell
DUREE D’EVOLUTION (depuis la découverte)

TTT: oui |:| non |:|
Insuline I:l
apo[]
PIED DIABETIQUE : Oui [] Non []
TYPE DE LESIONS : GANGRENE [] MAL []
PERFORANT
NIVEAU : ORTEILS ]
AVANT PIED ]
PIED L]
JAMBE ]
CUISSE ]
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PHYSIOPATHOLOGIE : ARTERIOPATHIE : ]
NEUROPATHIE : L]
INFECTION : []
DUREE I’EVOLUTTION & .ottt st st e s er st s ssr st sns a1 s sss s sssas s sisan s
SIGNES ET SYMPTOMES DE L'INFECTION :
U Rougeur
U Suintement de la plaie (pus/liquide verdatre).
(1 Chaleur autour de la zone affectée.
(1 Stries rouges autour de la zone infectée.
1 Signes de douleur ou de sensibilité.
O Enflure
VERIFIEZ-VOUS VOUS-MEME L’ETAT DE VOS PIEDS ?
d Ou Si oui, vérifiez-vous vos pieds ... ? 1 Tous les jours ou presque
1 Au moins une fois par semaine
1 Au moins une fois par mois
1 Moins d’une fois par mois
1 Non
TRAITEMENT :
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Annexe 2

« Milieux de culture »

I Les milieux de cultures liquides :

1 Brain heart broth BHIB (pH =7.4) :

* Infusion de cervelle de veau............................ 12.5¢
* Infusion de coeur de boeuf....................onl. 5.0g
*Peptone. . ..o 10.0g
¢ GlUCOSE. .., 2.0g
* Chlorure de sodium..............covvviiiiiiiininninn... 2.0g
* Phosphatase di sodique...............cooiiiiiiii.. 5¢g

II - Les milieux de cultures solides :

1 Milieu de Chapman (pH =7.6) :
* Extrait de viande (bovin ou porcin)...................... lg

* Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin)....10g

* Chlorure de sodium............coooeiiiiiiiiiiinn.. 75g
e Mannitol........coooeiiiiii e 10g
A GAT. e 15¢
* Rouge de phénol..............ooeviiiiiiiiiin.. 0,025¢g

2  Milieu Mac Conkey :

* Peptone de caséing.............ccoovviiiiiiiiiiiiiiiinnn... 17¢g
* Peptonede viande..............ooooiiiiiiii 03g
e Sels biliaires. .....oovvviiiiec e, 1.5¢
e Cristal violet..........ooooiiiiiiiiii e, 0,001g
L I 107 1 1 10g
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* ROUZE NEULIe. ... 0,03g
* Chlorure desodium.............cooviviiiiiiiiiiiiiiiieenen, 05g
O A 13¢g
S ZNSOA. .o, 0,07¢g

3 Gélose Cétrimide

* Peptone de gélatine..............ccoovviiiiiiiiiiinennnn. 160 g
* Peptone de caséine..............coiiiiiiiiiiiiiniiiannn. 10.0g
* bromure de tétradonium ( cétrimide)....................... 02¢g
e acide nalidiXique........c.ovviviiiiiiiiiieeeea 15.0mg
* sulfate de potassium...............cooeiiiiiiiiiiini. 100 g
* Chlorure de magnisuim ............covvviiinieeeenneennnnn.. 1.4g
® AGAT. 10.0g
4

5 Gélose Mueller-Hinton (MH) (pH =7.3) :

* Infusion de viande de boeuf.......................... 300ml
* Peptone de caséine...............ooevviieiiiiiiininnnn. 17.5¢g
e Amidonde mais...........coeiiiiiiiiniiii 1.5g
O A AT e 10.0g

* TS B 37g
* SaCChArOSe. .. vt et 50g
* Rouge Congo.......oovvviiiiiiiiiiiiiiiee e 0.8g
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Annexe 3

+ + + - +

) ) ) O O
[i: RapID 20EV | 1d32E | APRONEVIOL | A

PI20 E+ V41 | APIIOE | API10S Vad

Figure : Identification du catalogue analytique API® Staph

: = |

f 1,000 0,57 0_
I 0,000 0,01 ol
Wlei o e = L'
i 0,000 0,01 0 In
bopacia 0,000 0,17 0

ol -] -|+|-]-|*]*|-]+]|*]|=*

of o o 1] o of o o tf

D 20E v3 | 14326 | API20 NEVI.0 | API20 Strepto v7
g _API20 NEVZ.0 |

Figure : Identification du catalogue analytique API 20 NE
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Le diabéte, maladie chronique et métabolique, est connu comme I'un des grands défis sanitaires
du siecle. D’une maniére progressive, cette maladie peut endommager plusieurs organes du
corps humain et augmentent le risque d'ulcére du pied. Cette complication grave se caractérise

par la formation d’un biofilm résistant aux antibiotiques.

L’objectif de notre travail vise a étudier par différentes méthodes qualitatives et quantitatives
I’évaluation de la formation de biofilm des bactéries isolées de pied diabétique au niveau de
service de médecine interne, CHU Tlemcen, et en deuxiéme lieu on va s’intéresser a tester
I’effet antibactérien et anti biofilm des huiles essentielles de Lavandula stoechas et Laurus

nobilis sur les souches isolées-

L’isolement des souches des pieds diabétiques a permis de mettre en évidence la prédominance
des bactéries du genre Staphylococcus aureus, suivie par Pseudomonas auroginosa, toutes les
souches isolées ont la capacité de produire un biofilm par la technique TCP et produisent un
slime par la méthode RCA . L’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles de
Lavandula stoechas et Laurus nobilis, a montré que ’elles sont plus actives sur les souches
planctoniques de Staphylococcus aureus que Pseudomonas auroginosa , par contre 1’activité
antibiofilm a montré que I'huile de Lavandula stoechas possede un fort pouvoir sur la
croissance sessile de Staphylococcus et Pseudomonas . 11 s’avere que ’huile de Laurus nobilis

n’a pas une efficacité importante vis-a-vis de ces souches performantes de biofilm .

Le recours a la phytothérapie devient de plus en plus intéressant en raison de la richesse des
plantes possédant un pouvoir antibactérien, et anti-biofilm remarquable. Par conséquent, la
découverte de nouveaux , et efficaces agents antimicrobiens dérivés de nouvelles ressources

contre les bactéries résistantes est d'une importance primordiale.
Mots clés

Le diabéte — ulcére - biofilm — pied diabétique — effet antibactérien - effet antibiofim- huiles

essentielles -Lavandula stoechas- Laurus nobilis - 1a phytothérapie



Diabetes, a chronic and metabolic disease, is known as one of the major health challenges of
the century. Gradually, this disease can damage several organs of the human body and increase
the risk of foot ulcers. This serious complication is characterized by the formation of an

antibiotic-resistant biofilm.

The objective of our work is to study by various qualitative and quantitative methods the
evaluation of biofilm formation of bacteria isolated from diabetic foot at the level of internal
medicine service, CHU Tlemcen, and secondly we will test the antibacterial and anti-biofilm

effect of the essential oils of Lavandula stoechas and Laurus nobilis on isolated strains.

The isolation of strains of diabetic feet made it possible to highlight the predominance of
bacteria of the genus Staphylococcus aureus, followed by Pseudomonas auroginosa, all isolated
strains have the ability to produce a biofilm by the TCP technique and produce slime by the
RCA method. The study of the antimicrobial power of the essential oils of Lavandula stoechas
and Laurus nobilis, showed that they are more active on the planktonic strains of
Staphylococcus aureus than Pseudomonas auroginosa, On the other hand, the antibiofilm
activity showed that the oil of Lavandula stoechas possesses a strong power on the sessile
growth of Staphylococcus and Pseudomonas. It turns out that the oil of Laurus nobilis does not

have an important efficiency vis-to these powerful biofilm strains.

The use of herbal medicine is becoming more and more interesting due to the richness of plants
possessing a remarkable antibacterial power, and anti-biofilm. Therefore, the discovery of new,
effective antimicrobial agents derived from new resources against resistant bacteria is of

paramount importance.
Keywords

Diabetes — ulcer — biofilm - diabetic foot — antibacterialeffect- anti biofilm effect- essential oils-

Lavandula stoechas-Laurus nobilisd



