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MICROBIOLOGIQUE MICROBIOLOGIQUE MICROBIOLOGIQUE MICROBIOLOGIQUE 

DDDD’’’’UNE PLAIE ou DUNE PLAIE ou DUNE PLAIE ou DUNE PLAIE ou D’’’’UNE ESCARRE: UNE ESCARRE: UNE ESCARRE: UNE ESCARRE: 

Quel objectif, quelles mQuel objectif, quelles mQuel objectif, quelles mQuel objectif, quelles mééééthodes, thodes, thodes, thodes, 

quelle interprquelle interprquelle interprquelle interpréééétation des rtation des rtation des rtation des réééésultats?sultats?sultats?sultats?



ColonisationColonisation Infection

Normal
Bactéries peu virulentes
Flore bactérienne résidente
(Flore commensale)
Flore bactérienne transitoire

Modification de flore
Bactéries virulentes
Retard cicatrisation
Extension
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Quel objectif ?
L'infection doit être distinguée de la colonisation 
bactérienne



La

Bactéries Hôte

- espèce bactérienne
- degré de virulence

- état général
- état immunitaire

ColonisationColonisation InfectionInfection
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Quel objectif ?
L'infection doit être distinguée de la colonisation 
bactérienne



Les Cocci à Gram +

S. aureus +++: isolé ou polymicrobien/ infection superficielle ou profonde, 
virulence des SARM?

Streptocoques β-hémolytiques: flore polymicrobienne

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011 

Épidémiologie des plaies
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BMR vs non BMR (p=0.71)

SARM vs SASM:  
- p=0.036 à 6 mois
- p=0.60 après 6 mois

Virulence des SARM?

ARLIN Tours 2 Octobre 2012



Virulence des SARM?
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Les Anaérobies

Très fréquemment associées à des bactéries aérobies 

Gram +: Clostridium spp., Peptostreptococcus spp. 
fréquemment isolées de plaies peu profondes 

Gram -: Bacteroides spp. 
associées à une nécrose ischémique ou à une atteinte 

profonde 

Pourcentage d’implication : 2 à 73% en fonction des sites prélevés 

Intérêt de leur identification exacte???

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011 
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Épidémiologie des plaies



Les Bacilles à Gram négatif

Les Entérobactéries : 
-Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp. 

-fréquemment en cas d’infections chroniques ou déjà traitées ou en cas de 
stade avancé

SPILF, Med Mal Infect 2007; Richard et al, Diabetes Metab 2011 
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Épidémiologie des plaies



Les bactéries à faible potentiel de virulence ou de la  flore 
commensale

Staphylocoques à coagulase négative: rarement pathogène 

Entérocoques: Traitement par Céphalosporine, rôle?

Pseudomonas aeruginosa : 
-après des hospitalisations de longue durée ou des bains de pied, 

ou un traitement par des pansements humides, le port de chaussures 
en caoutchouc  

-isolés de plaies punctiformes situées en regard du calcanéum et 
sont à l’origine d’ostéites 
-rôle dans les plaies superficielles??

Corynébactéries: vrai ou faux pathogène
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Épidémiologie des plaies



Rôle pathogène de P. aeruginosa ?
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Épidémiologie des plaies



Les bactéries multirésistantes: en constante augment ation

SARM dans le cadre d’infections polymicrobiennes, lors de séjours antérieurs en 
hôpital ou en institution, après des traitements antibiotiques récents; mauvais 
pronostic ??

VRE, VISA, Bactéries de l’environnement (Stenotrophomas maltophilia, 
Acinetobacter baumannii): à surveiller

Bacilles à Gram- résistants aux C3G (BLSE, Case déréprimée): toujours 
présents

Nouveautés: Pseudomonas aeruginosa totoR ++

Épidémiologie des plaies

SPILF, Med Mal Infect 2007
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Épidémiologie des ostéites du pied

1- Senneville CID 2006
2- Wheat APMR 1986
3- Lavery JFAS 1995
4- Newman JAMA 1991

Bactéries Ref 1 Ref 2 Ref 3 Ref 4

Cocci à Gram +

S. aureus 26 40 47 31

SCN 25 10 11 50

Streptococcus sp. 12 45 61 27

Enterococcus sp. 8 30 28 8

Autre 5 10 - -

Bacilles à Gram -

Entérobactéries 11 55 14 20

Pseudomonas sp. 3 5 11 15

Anaérobies 6 60 15 4

Polymicrobien - 70 83 -
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La

Bactéries Hôte

- espèce bactérienne
- degré de virulence

- état général
- état immunitaire

ColonisationColonisation InfectionInfection
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Quel objectif ? 
L'infection doit être distinguée de la colonisation 
bactérienne



Concentration critique
105 CFU/g  ou mm 3 tissu

106 S. epidermidis 104 S. aureus

ColonisationColonisation InfectionInfection

Dow G et al, Ostomy Wound Manage 1999; Trial C et al, J Wound Care 2010
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Quel objectif ?
L'infection doit être distinguée de la colonisation 
bactérienne



ConfConfConfConféééérence du Consensus International sur le pied diabrence du Consensus International sur le pied diabrence du Consensus International sur le pied diabrence du Consensus International sur le pied diabéééétique tique tique tique 

(IWGDF 2003, SPILF 2007, IDSA 2007) :(IWGDF 2003, SPILF 2007, IDSA 2007) :(IWGDF 2003, SPILF 2007, IDSA 2007) :(IWGDF 2003, SPILF 2007, IDSA 2007) :

Critères diagnostiques et classification des 

pieds diabétiques infectés

4 GRADES4 GRADES4 GRADES4 GRADES

PLAIE COLONISEEPLAIE COLONISEEPLAIE COLONISEEPLAIE COLONISEEPLAIE COLONISEEPLAIE COLONISEEPLAIE COLONISEEPLAIE COLONISEE
GRADE 1GRADE 1GRADE 1GRADE 1GRADE 1GRADE 1GRADE 1GRADE 1

PLAIE  INFECTEEPLAIE  INFECTEEPLAIE  INFECTEEPLAIE  INFECTEEPLAIE  INFECTEEPLAIE  INFECTEEPLAIE  INFECTEEPLAIE  INFECTEE
GRADE 2GRADE 2GRADE 2GRADE 2GRADE 2GRADE 2GRADE 2GRADE 2 GRADE 3GRADE 3GRADE 3GRADE 3GRADE 3GRADE 3GRADE 3GRADE 3 GRADE 4GRADE 4GRADE 4GRADE 4GRADE 4GRADE 4GRADE 4GRADE 4

MAISMAISMAISMAIS…………

DIFFICULTE DE LA DISTINCTION GRADE 1 DIFFICULTE DE LA DISTINCTION GRADE 1 DIFFICULTE DE LA DISTINCTION GRADE 1 DIFFICULTE DE LA DISTINCTION GRADE 1 –––– GRADE 2GRADE 2GRADE 2GRADE 2
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Quel objectif ?
L'infection doit être distinguée de la colonisation 
bactérienne



Classifications escarres

Classification anatomoclinique consensuelle de l’escarre EPUAP-NPUAP, 2009
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Isolement de bactéries sur les plaies
Identification des bactéries réellement infectantes

EFFECTUER un PRELEVEMENT DE QUALITE

ColonisationColonisation InfectionInfection
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Quel objectif ?
L'infection doit être distinguée de la colonisation 
bactérienne



Les prLes prLes prLes prLes prLes prLes prLes prééééééééllllllllèèèèèèèèvements bactvements bactvements bactvements bactvements bactvements bactvements bactvements bactéééééééériologiques riologiques riologiques riologiques riologiques riologiques riologiques riologiques 

ne sont indiqune sont indiqune sont indiqune sont indiqune sont indiqune sont indiqune sont indiqune sont indiquéééééééés qus qus qus qus qus qus qus qu’’’’’’’’en cas en cas en cas en cas en cas en cas en cas en cas 

dddddddd’’’’’’’’infection infection infection infection infection infection infection infection éééééééétablie tablie tablie tablie tablie tablie tablie tablie cliniquementcliniquementcliniquementcliniquementcliniquementcliniquementcliniquementcliniquement

SPILF, Med Mal Infect 2007
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Quelles méthodes ?
Indications du prélèvement microbiologique



���� Des protocoles conçus conjointement par les clinicien s et les 
microbiologistes sont indispensables : 

Prise en Charge MULTIDISCIPLINAIRE+++

���� Définir les objectifs de l’analyse, 
la manière de prélever selon les différentes 

présentations cliniques, 
le matériel de prélèvement à utiliser, 
les conditions de transport, 
les techniques analytiques 
l’interprétation des résultats de la culture

SPILF, Med Mal Infect 2007
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Quelles méthodes ?
Méthodes d’isolement microbiologique



� Biofilms "pathologiques" (≠ Biofilm naturel)

= organisation non aléatoire bactérienne en agrégats 
enfermés dans une matrice EPS

� Très nombreuses espèces: 5,4 espèces / plaie

� Organisation des agrégats en Pathogroupes: FEP

� Caractéristiques des FEP : 

o Relations symbiotiques/synergiques des groupes 
de bactéries

o Partage de nutriments (catabolisme/anabolisme)

o Survie aux défenses de l’hôte

o Résistance aux ATB

o Plaies polymicrobiennes mais que quelques 
espèces peuvent s’organiser en FEP

DowdSE et al., PLoS ONE, 2008; Smith DK et al., BMC Med Genomics, 2010; Thomsen et al., Wound Repair Regen. 2010

Organisation en FEP  � Retard cicatrisation des plaies �Débridement+++Organisation en FEP  � Retard cicatrisation des plaies �Débridement+++

Organisation bactérienne au niveau des plaies : 

Notion de FEPs (Functionnally Equivalent 

Pathogroups) 



���� Objectifs
Exciser les parties molles nécrosées, les tissus dévitalisés et contaminés et les tissus fibreux 
pour ne laisser en place que du tissu sain et ainsi faciliter la cicatrisation 

���� Débridement et Pied diabétique
- ulcérations à prédominance neuropathique le débridement mécanique doit être appuyé
jusqu’à parvenir au tissu sain, et ce facilement en raison de l’absence de douleurs
-ulcères ischémiques, il doit être très prudent et se limiter à un simple drainage (Recherche 
d’une artériopathie+++) 

���� Types de débridement

Débridement chirurgical :
Action diagnostique : Exploration des différents compartiments du pied 

pronostique : Réalisation de prélèvements bactériologiques fiables
thérapeutique : Exérèse des tissus nécrosés et réduction de l’inoculum bactérien 
préventive : Correction des déformations du pied
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Quelles méthodes ?
Importance du débridement de la plaie



Avant tout prélèvement, il faut PREPARER LA PLAIE

- débridement mécanique au moyen d’une curette ou d’un scalpel stériles

- un nettoyage doit être réalisé avec une gaze imbibée de sérum 
physiologique stérile

NB:  utilisation d’antiseptiques possible, mais à éliminer par du sérum 
physiologique stérile avant de réaliser le prélèvement

SPILF, Med Mal Infect 2007
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Quelles méthodes ?
Importance du débridement de la plaie



���� Débrider et nettoyer l’ulcère
���� Prélèvement du tissu par grattage de la base de l’ulcère au moyen d’une curette ou 
d’un scalpel stériles
���� Prélever en frottant avec un écouvillon la périphérie du fond de l’ulcère

� Cette méthode est indiquée pour les prélèvements superficiels et les plaies 
anfractueuses profondes

SPILF, Med Mal Infect 2007

Préférer les prélèvements profonds+++Préférer les prélèvements profonds+++
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Quelles méthodes ?
Le Curetage-Ecouvillonnage 



Le Prélèvement Profond

���� Débrider et nettoyer
���� Désinfecter la peau en périphérie (antiseptique)
���� Ponctionner avec une seringue et une aiguille pour IM ou SC: La ponction doit 
être effectuée en passant par une zone saine
���� En l’absence d’obtention de liquide, 1 à 2 ml de sérum physiologique stérile 
peuvent être injectés puis réaspirés immédiatement à l’aide d’une seconde aiguille 
pour être analysés 
�La seringue ayant servi au prélèvement est envoyée au laboratoire sans l’aiguille, 
purgée d’air et bouchée hermétiquement et stérilement.

� indiquée pour les plaies profondes et en particulier lors d’infections collectées

SPILF, Med Mal Infect 2007ARLIN Tours 2 Octobre 2012

Quelles méthodes ?
L’aspiration à l’aiguille fine



���� La sévérité de la neuropathie autorise souvent une biopsie au lit du patient sans 
préparation particulière. 
���� Deux à trois fragments de tissu sont obtenus à partir de plusieurs zones ; 
immédiatement déposés dans un tube stérile additionné de quelques gouttes de 
sérum physiologique pour éviter la dessiccation 
���� La signification clinique d’une analyse quantitative des tissus n’a pas été clairement 
démontrée

� la biopsie est la méthode à privilégier chaque fois que possible devant toute 
lésion tissulaire profonde

Le Prélèvement Profond
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Quelles méthodes ?
La biopsie tissulaire



���� La biopsie osseuse est la méthode de référence pour le diagnostic d’ostéite : 
rapide, simple, sans effet secondaire

���� rarement réalisée en dehors des centres spécialisés

���� Indication si le diagnostic d'ostéite reste douteux après la réalisation d'autres 
examens ou après une fenêtre thérapeutique de 15 jours ou si les bactéries 
responsables ne peuvent être isolées du fait d'un traitement antibiotique 
antérieur

���� Prélèvement par chirurgie ou par ponction percutanée radio ou  
écho-guidée,
passage en peau saine au moyen d'un trocart, 
après désinfection 
sans anesthésie locale (neuropathie sensitive)
Pot stérile contenant du sérum physiologique

Le Prélèvement Profond
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Quelles méthodes ?
La biopsie osseuse



���� Utiles lors de sepsis (Grade 4)

Le Prélèvement Profond

SPILF, Med Mal Infect 2007ARLIN Tours 2 Octobre 2012

Quelles méthodes ?
Les hémocultures



PlaiePlaie

Collection

Aspiration à
l'aiguille fine
Aspiration à
l'aiguille fine

Biopsie
osseuse
Biopsie
osseuseNon réalisableNon réalisable

Conduite à tenir: Les Prélèvements
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Quelques précisions
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Quelques précisions
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Il n’existe à ce jour aucun moyen formel permettant de 
différencier une colonisation d’une infection!!!

L’interprétation doit tenir compte:
- des conditions de recueil du prélèvement
- du délai de transport du prélèvement au laboratoire
- des conditions de transport du prélèvement
- du type de bactéries isolées
- de la localisation des bactéries isolées
- du nombre de prélèvements où la même bactérie est isolée 

(cas des bactéries commensales)
- de la clinique +++

SPILF, Med Mal Infect 2007

Quelle interprétation des résultats ?
Le principe
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Plaie cutanéePlaie cutanée

Signes cliniques d’infection?OuiOui NonNon

Ne pas préleverNe pas prélever

Pas d’ATBPas d’ATB

Suivi cliniqueSuivi clinique

PréleverPrélever

Bact. 
pathogènes
Bact. 
pathogènes

Bact. 
pathogènes + 
commensales

Bact. 
pathogènes + 
commensales

Bact. 
commensales
Bact. 
commensales

ATB ciblant 
pathogènes
ATB ciblant 
pathogènes

ATB ciblant 
pathogènes
ATB ciblant 
pathogènes

ATB ciblant 
commensaux
ATB ciblant 
commensaux

Suivi cliniqueSuivi clinique

Bonne évolutionBonne évolution Mauvaise évolutionMauvaise évolution

Mauvaise qualité Prélèvement?Mauvaise qualité Prélèvement?

Mauvaise évolutionMauvaise évolution

Décharge? 
Equilibre glycémique?
Prise ATB? …

Décharge? 
Equilibre glycémique?
Prise ATB? …
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Quelle interprétation des résultats ?
Schéma théorique



Depuis 2003:

*Nb de BMR divisé par 2
*Economie

. Prélèvements 21 000 €

. ATB   162 000€
*Nb amputations divisé par 3

Depuis 2003:

*Nb de BMR divisé par 2
*Economie

. Prélèvements 21 000 €
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*Nb amputations divisé par 3

Rôle du bon usage des prélèvements dans le but d’un bon 

usage des antibiotiques: 

Mise en place de procédures au CHU de Nîmes

Efficacité de la prise en charge 
multidisciplinaire

Sotto et al, Diabetologia 2010 
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Coexistence de bactéries sur le revêtement cutané

Distinction colonisation/infection

Le bon prélèvement = signes cliniques + prélèvement s profonds

Problème dans l’attitude thérapeutique

Réduction de l’utilisation des antibiotiques (Bon u sage des ATB)

Diminution de l’émergence des souches multirésistant es 

Conclusions
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