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Résumé

Le diabéte constitue un probléme majeur de santé publique, associ¢ a une vaste gamme de
complications affectant divers organes. L’ulcére du pied diabétique (UPD) est ’'une des
complications les plus graves, représentant une cause importante d’amputations des membres
inférieurs. Les patients atteints d’UPD présentent un risque élevé de développer des infections
du pied diabétique (IPD) impliquant les tissus mous et/ou I’os.

Cette these est divisée en deux parties : la prémiere concerne la caractérisation génomique des
souches de Staphylococcus et Mammaliicoccus spp. isolées des IPD et de la peau saine du pied
contralatéral (PSPC) chez les mémes patients ; la deuxiéme partie porte sur 1’évaluation de la
diversité et de la structure des communautés bactériennes des IPD comparées a celles de la
PSPC, en utilisant le séquencage métagénomique shotgun.

Dans un premier temps, 58 souches de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. isolées de 44
patients ont été séquencées, annotées pour identifier les génes de résistance aux antimicrobiens
et de virulence, puis soumises a un typage in silico (MLST, spa, SCCmec) ainsi qu’a une
analyse du pangénome. Dans un second temps, des échantillons provenant de 32 patients ont
¢été analysés par s€quengage métagénomique afin d’examiner la composition bactérienne et la
diversité des IPD et de la PSPC.

Au total, 32 isolats de Staphylococcus aureus et 10 Staphylococcus epidermidis ont été isolés
a la fois a partir des IPD et de la PSPC. Par contre, Staphylococcus haemolyticus (n = 8),
Mammaliicoccus sciuri (n = 1), Staphylococcus hominis (n = 1) et Staphylococcus simulans (n
= 3) ont été isolés uniquement a partir de la PSPC, tandis que Staphylococcus caprae (n = 2)
et Staphylococcus saprophyticus (n = 1) étaient spécifiques aux IPD.

Le typage des 32 isolats de S. aureus a révélé 6 types ST (ST672, ST80, ST241, ST1, ST97,
ST291) et 4 ST non définis (STNF), 8 types spa (t044, t037, t3841, t1247, t127, 1639, t937,
t9432), ainsi que 2 types SCCmec (IV et III (A)). Parmi les staphylocoques & coagulase
négative (SCoN), les isolats de S. epidermidis appartenaient aux ST54, ST35 et ST640, et ceux
de S. haemolyticus aux ST3, ST25, ST29, ST1 et ST56. L’isolat unique de M. sciuri possédait
un SCCmec de type III(A).

Une large diversité de génes de résistance et de virulence a ét¢ identifiée, avec une répartition
variable selon les especes ou les ST. L’analyse du pangénome a mis en évidence une population
hautement clonale, notamment parmi les isolats de S. aureus.

L’analyse métagénomique a révélé une prédominance d’anaérobies stricts appartenant aux
Bacteroidetes dans les IPD de grade PEDIS 4, tandis que PEDIS 3 et 2 étaient dominés par les
Proteobacteria. La PSPC présentait une composition bactérienne relativement stable a travers
tous les grades, dominée par les genres Corynebacterium, Staphylococcus, Pseudomonas et
Cutibacterium. La diversité bactérienne était plus élevée dans la PSPC que dans les IPD pour
les grades PEDIS 3 et 4, alors qu’elle était comparable entre les deux sites pour le grade PEDIS
2.

L’analyse PCoA a mis en évidence des structures communautaires distinctes entre les IPD et
la PSPC, Prevotella, Bacteroides et Porphyromonas étant les principaux contributeurs a cette
différenciation. Les analyses par Neighbor-Net ont confirmé une diversité réduite et une
composition bactérienne dominante plus homogene dans les IPD comparativement a la PSPC.

Mots clés : Infection du pied diabétique, Staphylococcus, Mammaliicoccus, Séquengage du
génome entier, Microbiome, Métagénomique shotgun.



Abstract

Diabetes is a major public health problem associated with a wide range of complications
affecting various organs. Diabetic foot ulcer (DFU) is one of the most serious complications
and represents a major cause of lower-limb amputations. Patients with DFU are at high risk of
developing diabetic foot infections (DFI) involving soft tissues and/or bone.

This thesis is divided into two parts: the first concerns the genomic characterization of
Staphylococcus and Mammaliicoccus spp. strains isolated from DFI and from contralateral
healthy foot skin (CHFS) of the same patients; the second focuses on the evaluation of the
diversity and structure of bacterial communities in DFI compared to CHFS, using shotgun
metagenomic sequencing.

In the first part, 58 Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. strains isolated from 44 patients were
sequenced and annotated to identify antimicrobial resistance and virulence genes, followed by
in silico typing (MLST, spa, SCCmec) and pan-genome analysis.In the second part, samples
from 32 patients were analyzed by metagenomic sequencing to examine the bacterial
composition and diversity of DFI and CHFS. A total of 32 Staphylococcus aureus and 10
Staphylococcus epidermidis isolates were recovered from both DFI and CHFS. In contrast,
Staphylococcus haemolyticus (n = 8), Mammaliicoccus sciuri (n = 1), Staphylococcus hominis
(n = 1), and Staphylococcus simulans (n = 3) were isolated exclusively from CHFS, while
Staphylococcus caprae (n = 2) and Staphylococcus saprophyticus (n = 1) were specific to DFI.

Typing of the 32 S. aureus isolates revealed six sequence types (ST672, ST80, ST241, STI,
ST97, ST291) and four undefined STs (STNF), eight spa types (t044, t037, t3841, t1247, t127,
t639, t937, t9432), and two SCCmec types (IV and III(A)). Among coagulase-negative
staphylococci (CoNS), S. epidermidis isolates belonged to ST54, ST35, and ST640, while S.
haemolyticus isolates belonged to ST3, ST25, ST29, ST1, and ST56. The unique M. sciuri
isolate carried an SCCmec type III(A).A wide diversity of resistance and virulence genes was
identified, with variable distribution across species and STs. Pangenome analysis revealed a
highly clonal population, particularly among S. aureus isolates.

Metagenomic analysis showed a predominance of strict anaerobes belonging to Bacteroidetes
in PEDIS grade 4 DFI, whereas grades 3 and 2 were dominated by Proteobacteria. CHFS
exhibited a relatively stable bacterial composition across all grades, dominated by the genera
Corynebacterium, Staphylococcus, Pseudomonas, and Cutibacterium. Bacterial diversity was
higher in CHFS than in DFI for PEDIS grades 3 and 4, while it was comparable between both
sites for grade 2.

PCoA analysis revealed distinct community structures between DFI and CHFS, with
Prevotella, Bacteroides, and Porphyromonas being the main contributors to this differentiation.
Neighbor-Net analyses confirmed reduced diversity and a more homogeneous dominant
bacterial composition in DFI compared to CHFS.

Keywords: Diabetic foot infection, Staphylococcus, Mammaliicoccus, whole-genome
sequencing, microbiome, shotgun metagenomics.
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Le diabete est un probléme de santé publique majeur et 1'une des principales causes de mortalité
et d'incapacité dans le monde (Ong et al., 2023). 1l représente la huitieme cause de déces et
d'incapacité combinée, avec pres de 529 millions de personnes vivant avec cette maladie en

2021 (Ong et al., 2023).

Le diabéte sucré regroupe un ensemble de troubles métaboliques caractérisés par une
hyperglycémie chronique persistante (Cho et al., 2018). Cette pathologie est associée a une
large gamme de complications, entrainant des lésions vasculaires diffuses affectant divers
organes. Parmi ces complications figurent les affections vasculaires, les troubles
neuropathiques, ainsi que des pathologies graves telles que les maladies coronariennes, les
accidents vasculaires cérébraux, les ulceres du pied diabétique (UPD), la perte de vision et

l'insuffisance rénale (Cho et al., 2018 ; Paula et al., 2023).

La présence d'ulceres au niveau du pied représente une porte d'entrée pour les microorganismes
invasifs, susceptibles d'atteindre les tissus profonds, les articulations ou les os, entrainant des
infections graves pouvant nécessiter une hospitalisation, provoquer des amputations et
augmenter le risque de mortalit¢ prématurée (Lavery et al., 2024 ; Pitocco et al., 2019 ;

Raspovic et Wukich, 2014).

Plusieurs facteurs contribuent au développement des infections du pied diabétique (IPD),
notamment la présence d’ulcéres chroniques, d’ulceéres profonds ou atteignant 1’os, des
antécédents d'amputation, ainsi que ’artériopathie périphérique et I’immunopathie (Lavery et

al., 2006 ; Pitocco et al., 2019).

Les IPD peuvent étre causées par une large gamme de micro-organismes, principalement des
bactéries. Parmi les cocci @ Gram positif les plus fréquemment identifiés figurent notamment
Staphylococcus aureus (S. aureus), un cocci aéro-anaérobie facultatif, qui constitue le

pathogéne le plus couramment isolé.
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D'autres especes de Staphylococcus, telles que S. epidermidis et S. haemolyticus, généralement
considérées comme des contaminants de la flore cutanée, sont également fréquemment

retrouvées (Morsli et al., 2024).

Dans les plaies chroniques, en particulier chez les patients ayant récemment suivi un traitement
antimicrobien, les infections sont souvent polymicrobiennes et les agents pathogenes
responsables sont plus diversifiés. Elles incluent des bacilles @ Gram négatif de 1'ordre des
Entérobactériales, tels qu' Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Proteus et
Serratia, ainsi que des bacilles a Gram négatif non fermentants comme Pseudomonas. On
retrouve ¢également des bacilles anaérobies obligatoires tels que Propionibacterium,

Clostridium et Porphyromonas (Rajha et al., 2024 ; Spichler et al., 2015).

Dans les UPD, Les bactéries pathogeénes et commensales forment des agrégats multicellulaires
de manicre symbiotique dans un biofilm pathogeéne, pour maintenir une infection chronique
(Pouget et al., 2020). Les interactions entre les organismes au sein de biofilms polymicrobiens
favorisent la production de facteurs de virulence, tels que les hémolysines, les protéases et les
collagénases, ainsi que des acides gras a chaine courte, ce qui provoque une inflammation,
entrave la cicatrisation des plaies et contribue a la chronicité de l'infection. De plus, le biofilm
limite également la pénétration des agents antimicrobiens dans le site infecté (Citron et al.,

2007).

Le taux élevé d'isolement de pathogenes résistants aux antibiotiques les IPD constitue un défi
majeur pour leur traitement. Cela inclut notamment S. aureus résistant a la méthicilline (SARM),
S. aureus de sensibilité intermédiaire aux glycopeptides (GISA), des entérocoques résistants a
la vancomycine (ERV), ainsi que des bacilles a gram négatif producteurs de pf-lactamases a

spectre ¢largi (BLSE) ou de carbapénémases.

Une meilleure compréhension des étiologies microbiennes des IPD est essentielle pour une
prise en charge efficace, notamment pour orienter la thérapie antimicrobienne et guider le

développement de nouveaux traitements (Pitocco et al., 2019).
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L'émergence des approches moléculaires a permis de réduire la durée des analyses tout en
fournissant des résultats plus fiables que les méthodes de culture traditionnelles (Lavigne et al.,

2015).

Ces techniques ont offert un nouvel éclairage sur la communauté bactérienne complexe des IPD
et ont joué un rdle crucial dans l'identification précise des bactéries. En outre, elles ont permis
de découvrir de nouvelles espéces bactériennes ainsi que de nouveaux genes impliqués dans

ces infections (Heravi et al., 2019).

Ce travail poursuit deux objectifs principaux. D'une part, nous visons a caractériser
génétiquement des souches de Staphylococcus et Mammaliicoccus spp. isolées des IPD, en les
comparant avec celles de la peau saine du pied contralatéral (PSPC) chez le méme patient, en
utilisant le séquengage du génome entier. Nous chercherons également a évaluer 1'association
potentielle entre les clones/especes et/ou les génes de virulence/résistance avec les grades de

sévérité PEDIS et la source des isolats.

D'autre part, nous avons pour objectif d'évaluer la diversité et la structure des communautés
bactériennes des IPD en comparaison avec la PSPC chez le méme patient, en utilisant le

séquencage métagénomique shotgun.
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1. Généralités sur le diabéte

Le diabéte est une maladie métabolique chronique caractérisée par des niveaux élevés de
glucose dans le sang (glycémie), causée par une production insuffisante d'insuline par le
pancréas ou par une inefficacité de 1'utilisation de 1'insuline par l'organisme (Lahoti et Kamat,

2018 ; OMS, 2023)

Le diabete sucré provoque un désordre du métabolisme des glucides, des lipides et des
protéines, affectant ainsi divers organes, notamment le cceur, les vaisseaux sanguins, les yeux,

les reins, la peau et les nerfs (Bonamigo et al., 2023 ; OMS, 2023).

La prévalence mondiale du diabéte est en forte augmentation, principalement a cause de
l'augmentation de I'obésité. Entre 1980 et 2014, le nombre estimé de personnes atteintes de
diabete dans le monde a presque quadruplé, passant de 108 millions a 422 millions (OMS,

2016).

En 2021, 529 millions de personnes vivaient avec le diabéte, avec une prévalence normalisée
selon 1'age de 6,1 % (Ong et al., 2023). L'Afrique du Nord et le Moyen-Orient présentent les
taux les plus élevés, atteignant 9,3 %, tandis qu'en Algérie, la prévalence est de 10,0 %. D'ici
2050, plus de 1,31 milliard de personnes pourraient étre touchées, avec une prévalence élevée

de 16,8 % en Afrique du Nord (Ong et al., 2023).
1.1. Classification du diabete

La classification précise du diabéte est une étape importante pour la prévention et le controle
efficace de la maladie. Cependant, elle dépend des circonstances présentes au moment du
diagnostic ; ainsi de nombreux patients ne se classent pas facilement dans une seule catégorie

(Diabetes, 2013).
1.1.1. Diabéte de type 1
Le diabete sucré de type 1 (DT1), anciennement appelé diabéte juvénile, un diabéte auto-

immune associé¢ a certains haplotypes des antigeénes leucocytaires humains (Nandhini et al.,

2023).
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DT est caractérisé par une déficience en insuline résultant de la destruction (apoptose) des
cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, médiée par les lymphocytes T du systéme

immunitaire (Lahoti et Kamat, 2018 ; Rother, 2007).
1.1.2. Diabete de type 2

Le diabete de type 2 (DT2) se caractérise par une synthese insuffisante d'insuline et sa sécrétion,
résultant d'une dysfonction des cellules B et d'une résistance a I'action de l'insuline dans les
tissus cibles. Ce type de diabéte est généralement identifi¢ apres la quatrieme décennie de la

vie (Kaul et al., 2012).

Les principaux facteurs de risque associés a ce type de diabéte sont I'obésité, l'inactivité
physique, les antécédents de diabete gestationnel, les antécédents familiaux de diabete,

I'hypertension et certaines origines ethniques (Kaul ef al., 2012 ; Nandhini ef al., 2023).
1.1.3. Diabete sucré gestationnel

Le diabete gestationnel (DG) est défini comme une intolérance au glucose de divers degrés,
détectée pour la premicre fois pendant la grossesse (Buchanan et Xiang, 2005). Il résulte d'une
résistance accrue a l'insuline et d'un dysfonctionnement des cellules béta du pancréas (Imam,

2013).
1.1.4. Autres types de diabete

En plus du DT1, du DT2 et du DG, d'autres formes de diabéte existent. Parmi celles-ci, on
retrouve le diabéte monogénique, qui résulte de mutations génétiques affectant la fonction des
cellules béta ou l'action de l'insuline, ainsi que le diabete li¢ a des maladies du pancréas
(traumatisme, tumeur, inflammation, etc.). Il existe é¢galement le diabéte médi€ par le systéme
immunitaire, ainsi que certains cas de diabéte induits par des médicaments ou des produits

chimiques (OMS, 2020).
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1.2. Complications du diabéte

Les complications du diabéte constituent un ensemble varié de troubles qui affectent de
manicre significativement la qualité de vie des patients (Dutta et al., 2023). Parmi les
complications les plus fréquentes figurent les maladies cardiovasculaires, 1’artériopathie
périphérique, les affections ophtalmiques, rénales, ainsi que la neuropathie périphérique. En
outre, le diabéte accroit le risque d’infections bactériennes, fongiques et virales, souvent

observées chez les patients atteints de diabete de type 2 (Atreja et al., 2023).

L'une des complications les plus séveres du diabéte est le pied diabétique, résultant d’anomalies
affectant la vascularité, les nerfs périphériques, la peau et le systtme musculo-squelettique

(Dutta et al., 2023).
2. Pied diabétique
2.1. Définition

Le pied diabétique est 1'une des complications les plus graves du diabéte sucré. Il se définit
comme toute ulcération, infection ou autre condition destructrice du membre inférieur chez les

personnes atteintes de diabéte (van Netten et al., 2020).

Le pied diabétique est généralement associ¢ a des anomalies neurologiques, ainsi qu'a des
degrés variables de maladie artérielle périphérique dans les membres inférieurs, contribuant a

un risque accru de complications (Abbas et Boulton, 2022).
2.2. Ulcere du pied diabétique

L’ulcére du pied diabétique (UPD) est défini comme une rupture de I'épiderme et du derme
(McDermott et al., 2023), causé souvent par une pression excessive sur les zones plantaires
porteuses, des frottements et des traumatismes causés par des chaussures mal ajustées ou des
anomalies de la marche, la présence de blessures d'autres origines, ainsi que la présence des

déformations physiologiques (McDermott et al., 2023 ; Schaper et al., 2019).
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2.3. Morbidité et mortalité
2.3.1. Infection du pied diabétique

Une infection du pied diabétique (IPD) est définie comme toute infection située sous la malléole
chez une personne atteinte de diabéte sucré. Ces infections résultent de I'invasion microbienne
des tissus mous ou osseux, en nombre suffisant pour déclencher une réponse de I'hote, ce qui

entraine une altération de la cicatrisation (Hurlow et al., 2018).

Les IPD surviennent fréquemment comme conséquence des UPD, plutot que comme leur cause.

Toutefois, elles peuvent entrainer une détérioration significative et retarder la cicatrisation

(Jeffcoate et Harding, 2003).

Les IPD se développent généralement a partir d'une rupture de la barriére cutanée, souvent
causée par un traumatisme ou une ulcération. Bien que la plupart des IPD soient superficielles
au moment du diagnostic, elles peuvent rapidement se propager par voie vasculaire vers les
tissus sous-cutanés (Saeed et al., 2020). Elle inclue diverses formes cliniques, notamment les
infections des UPD, les panaris, les cellulites, les myosites, les abces, les fasciites nécrosantes,

les arthrites septiques, les tendinites et les ostéomyélites (Lipsky et al., 2012b).

L'ostéomyélite est généralement considérée comme la forme la plus grave des IPD, car
lorsqu'elle atteint les os, elle provoque une augmentation de la pression intraosseuse et altére la

circulation sanguine, entrainant ainsi la nécrose osseuse ischémique (Hartemann-Heurtier et

Senneville, 2008).
2.3.2. Récidive

Malgré une prise en charge clinique appropriée, les ulceres deviennent facilement des plaies
chroniques (Jeffcoate et Harding, 2003). Chez les patients ayant guéri d'UPD, le taux de
récidive reste €levé, atteignant 57,5 % dans les trois ans suivant la guérison (Dubsky et al.,

2013).
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Plusieurs facteurs de risque sont associés a cette récidive, notamment la localisation plantaire
de l'ulcere, la présence d'ostéomyélite sous-jacente, ainsi qu'un mauvais controle glycémique

(Dubsky et al., 2013).

L’incidence de récidive des ulceres est estimé a 97 pour 1 000 personnes-années de suivi, ce
qui souligne la nécessité d'une prévention ciblée et d'un suivi a long terme chez les patients a

risque (Chamberlain et al., 2022).
2.3.3. Amputation

L’UPD meéne souvent a I'amputation, avec un taux de mortalité ¢levé. Les amputations se
réalisent généralement a un stade avancé des maladies, telles que l'ischémie sévére, la gangréne,

les infections séveres et les UPD chroniques non cicatrisants (Chen et al., 2023).

La prévalence d'amputation chez les patients atteints d'UPD est de 18 %, avec une moyenne
d'age de 62,9 ans (Rodrigues et al., 2022). Plusieurs facteurs de risque sont associés a des taux
d'amputation plus élevés, notamment le sexe, la présence et la durée prolongée d'une UPD, l'age
avancé, un mauvais controle glycémique, la neuropathie périphérique, la maladie vasculaire

périphérique, l'insuffisance rénale et le tabagisme (Bruun et al., 2013 ; Rodrigues et al., 2022).

L'amputation ne refléte pas toujours un échec dans la prise en charge des patients, mais peut
résulter d'une approche appropriée visant a sauver des vies et a permettre un retour a une vie
quotidienne plus indépendante. Toutefois, une forte prévalence des UPD, associée a une prise
en charge tardive, conduit souvent a un taux élevé d'amputation et de mortalité (Jeffcoate et

Harding, 2003).
2.3.4. Mortalité

Les taux de survie globale des patients atteints d'UPD sont de 86,9 % a 1 an, 66,9 % a 3 ans et
50,9 % a 5 ans. Les maladies cardiovasculaires et les infections, y compris les IPD représentent
les deux principales causes de déces. De plus, 1'age avancé, le sexe masculin, I’amputation, la
maladie artérielle périphérique et la maladie rénale chronique sont associés a des taux de

mortalité ¢levés (Chamberlain et al., 2022 ; Chen et al., 2023).
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Le taux de mortalité chez les patients ayant subi une amputation est alarmant, avec une
estimation de 39 a 68 % a 5 ans (Dietrich et al., 2017). De méme, les patients ayant des
antécédents d’UPD présentent un risque de mortalité accru de 2,3 fois par rapport a ceux qui

n'en ont pas, sur une période de suivi de 5,9 ans (Chamberlain et al., 2022).

2.4. Epidémiologie de I'UPD
2.4.1. Prévalence et incidence de I’UPD

D’aprés des méta-analyses récentes, la prévalence mondiale de I’UPD est estimée & environ
6,3 %, touchant prés de 33 millions de personnes (McDermott et al., 2023). La prévalence la
plus ¢élevée a été observée en Amérique du Nord (13,0 %), suivie de I'Afrique (7,2 %), et celle
de I'Asie (5,5 %), tandis que la prévalence la plus faible a été rapportée en Océanie (3,0 %)
(Zhang et al., 2017) (Figure 1).

North America
N=5

I 15<N <25
B 5<N <15

1<N <5
None

South America

Figure 1: Prévalence mondiale de I’UPD selon les continents, issue d’une méta-analyse. N
correspond au nombre d’études incluses dans la méta-analyse pour chaque continent (Zhang

etal,2017).

Selon des données issues d’une autre méta-analyse, depuis 2010, l'incidence cumulée annuelle
de I’'UPD dans le monde a considérablement augmenté, atteignant des niveaux allant de 0,2 %
a 11 % dans les milieux cliniques spécialisés et de 0,1 % a 8 % dans les communautés. Cette
hausse notable refléte 'augmentation de la prévalence du diabéte dans le monde (McDermott

etal.,2023).
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2.4.2. Facteurs de risque de ’UPD

Les UPD résultent souvent d'une combinaison de facteurs mécaniques extrinséques, tels que
des pressions plantaires excessives ou des traumatismes, ainsi que de facteurs intrinséques liés
a I'hote, notamment des complications du diabéte comme la neuropathie périphérique,
l'artériopathie périphérique, les maladies cardiovasculaires, et I’'immunopathie (McDermott et

al., 2023 ; Tomic et al., 2022) (Figure 2).
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FOOT DEFORMITIES

0@ ‘>(%\<h

Vo,
@ RETINOPATHY

7722 GARDIOVASCULAR PES CAVUS
DISEASE
PRIOR
ULCERATION \
Py < 44
KIDNEY PERIPHERAL ARTERY . )
P PLAN
DISEASE DISEASE ES PLANU
{/‘} b
o SMOKING ~
EDEMA MIDFOOT
COLLAPSE
(W)
( WEIGHT LOSS A <&
PERIPHERAL @
NEUROPATHY P

o z] INACTIVITY CALLUS DEFORMITIES OF

TOE AND FOOT

Figure 2: Les facteurs favorisant les UPD (McDermott ef al., 2023)

a. Neuropathie périphérique diabétique

La neuropathie périphérique diabétique désigne la présence de symptomes et/ou de signes de
dysfonctionnement des nerfs périphériques, résultant d'une dysfonction nerveuse et d'une mort
cellulaire causées par le stress oxydatif, l'inflammation et la dysrégulation des voies
métaboliques liées a I'hyperglycémie et a la résistance a l'insuline (Hicks et Selvin, 2019 ; Pop-

Busui et al., 2017).
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Elle touche pres de 50 % des adultes atteints de diabete au cours de leur vie et est associée a
une morbidité importante, notamment des amputations des membres inférieur (Hicks et Selvin,

2019).

La neuropathie périphérique diabétique se manifeste par des douleurs et des paresthésies, mais
peut également étre asymptomatique dans jusqu'a 50 % des cas. Elle s'accompagne de déficits
sensoriels, et la perte de la sensibilité proprioceptive a la douleur et a la température prédispose
a des traumatismes, ce qui peut entrainer la formation d'ulceres et retarder souvent leur

diagnostic (McDermott et al., 2023).
b. Angiopathie diabétique

L'angiopathie diabétique est une complication courante chez les patients diabétiques, affectant
les vaisseaux sanguins (Pitocco et al., 2019). Cette affection résulte d'une athérosclérose
accélérée due au diabéte, ou les parois artérielles s'épaississent et perdent leur élasticité, en
grande partie a cause de l'accumulation de plaques lipidiques. Cela entraine une réduction du
flux sanguin et provoque un artériopathie périphérique des membres inférieurs (Pitocco ef al.,

2019).

L’artériopathie périphérique diabétique est considérée comme la principale cause
d’amputations des membres inférieurs et de liées a ’'UPD (Peters et al., 2005 ; Pitocco et al.,

2019).
c¢. Maladies cardiovasculaires

L'insuffisance cardiaque congestive, la maladie coronarienne et I'accident vasculaire cérébral
sont les principales complications cardiovasculaires affectant jusqu'a 30 % des personnes

atteintes de diabéte (Dietrich et al., 2017).

Les patients diabétiques atteints d'UPD présentent un taux de mortalité cardiovasculaire
significativement plus élevé que ceux sans problemes de pieds. En effet, 78 % des patients

diabétiques souffrant d'ulceres du pied montrent des signes de dysfonctionnement cardiaque

(Londahl et al., 2008).

11
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d. Immunopathie

L'hyperglycémie persistante a un effet délétere sur I'immunité innée, ce qui pourrait entrainer
des infections de la peau et des infections des tissus mous (Park et al., 2009). Cet effet néfaste
se traduit par des défauts dans la fonction des leucocytes ainsi que par des modifications

morphologiques des macrophages (Pitocco et al., 2019).

Il a été démontré que I'hyperglycémie altére 'activité phagocytaire des cellules mononucléées
chez les patients atteints de DT2. Cette altération est due a 'activation de 1'aldose réductase par
I'hyperglycémie, ce qui conduit a la réduction de I'exces de glucose en sorbitol (Lecube ef al.,
2011). Ce processus consomme une grande quantité de NADPH, réduisant ainsi sa disponibilité
pour les fonctions des cellules mononucléées, ce qui altére leur pouvoir oxydatif de destruction

des agents pathogenes (Lecube et al., 2011).

De plus, I'hyperglycémie a été prouvée responsable de I'augmentation de l'apoptose dans les
plaies diabétiques, notamment dans les plaies les plus séveres, ce qui retarde le processus de
cicatrisation chez les diabétiques (Rai et al., 2005).

e. Age et duration de diabéte

L'age et la durée du diabéte ont été identifiés comme des facteurs de risque d’UPD,

d'amputations des membres inférieurs et de mortalit¢ (Chamberlain et al., 2022).

Cependant, un jeune age représente ¢galement un facteur de risque pour la récidive des UPD,
en raison des traumatismes répétitifs associés a des niveaux d'activité plus élevés au sein de
cette population (Hicks et al., 2020).

f. Sexe

Le sexe masculin a été identifi¢ comme un facteur de risque majeur de complications liées au

pied diabétique, avec un ratio de 1,5 pour les patients diabétiques masculins comparés aux

patients diabétiques féminins (Rossboth et al., 2021).
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De plus, les patients masculins atteints d’UPD sont 3,4 fois plus susceptibles de subir une
amputation par rapport aux patientes féminines (Moura Neto et al., 2013). Cette différence entre
les deux sexes peut étre attribuée a I'engagement des hommes dans des activités de travail

physique intense (Moura Neto et al., 2013).
g. Glycémie

Un mauvais contrdle du diabete, reflété par des niveaux €levés des principaux biomarqueurs du
diabéte, tels que I'hémoglobine glycosylée (HbAlc), la glycémie a jeun, la glycémie
postprandiale et le niveau d'insuline, a été identifi¢é comme un facteur de risque majeur pour le

développement des UPD et leurs complications (Jiang et al., 2015 ; Rossboth et al., 2021).
h. Obésité

Bien que 1'obésité et le manque d'activité physique figurent parmi les principaux facteurs de
risque du DT2, certaines études n'ont pas établi d'association entre I'obésité et I"UPD (Rossboth

etal.,2021).

Une ¢étude récente a identifié 1'obésité comme un facteur de risque significatif pour I’'UPD chez
les patients diabétiques, révélant que les individus ayant un IMC > 45 présentent un risque 2,1

fois plus élevé d'ulcération du pied au cours des six années suivantes (Sohn et al., 2014).

2.4.3. Physiopathologie

La neuropathie périphérique, qu'elle soit sensorielle, motrice ou vasomotrice (autonome),
résulte d'interactions complexes entre les anomalies métaboliques et l'altération des vasa
nervorum, ce qui affecte la sensation protectrice, I'innervation des muscles du pied et le controle

vasomoteur (Lipsky et al., 2016).

La neuropathie motrice altere la fonction des muscles responsables du mouvement normal du
pied, modifiant ainsi la répartition des forces lors de la marche. Cela favorise la formation de
callosités, et la nécrose ischémique des tissus sous-jacents peut entrainer une dégradation

progressive de la peau et du tissu sous-cutané, générant des ulceres neuropathiques.

13
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Ces plaies ouvertes sont souvent colonisées par la flore cutanée avant de devenir infectées

(Jeffcoate et Harding, 2003).

La neuropathie vasomotrice perturbe la régulation nerveuse périphérique de la circulation
sanguine au niveau des artérioles, réduisant ainsi l'irrigation des zones nécessitant un apport
sanguin et favorisant 1l'ischémie tissulaire (Jeffcoate et Harding, 2003 ; Lipsky et al., 2016).
Toutefois, chez les patients diabétiques, elle constitue rarement la cause primaire des plaies du
pied. Néanmoins, elle accroit le risque d'infection et complique son évolution. La perte de la
sudation protectrice, conséquence de la neuropathie autonome, laisse la peau du pied
ischémique rouge, seche, fine, avec des ongles dystrophiques (Jeffcoate et Harding, 2003 ;

Lipsky et al., 2016)

Les ulcéres neuropathiques se manifestent typiquement par des ulcérations rondes et perforées
localisées sur les surfaces plantaires du pied, avec des bords surélevés, macérés ou sous-minés,
associés a un épaississement callositaire périphérique (Figure 3 B et C). En revanche, les
ulceres ischémiques ou neuroischémiques apparaissent sous forme de Iésions irrégulieres, avec

une base pale ou nécrotique, et peuvent évoluer vers une gangrene (McDermott et al., 2023).

Les ulceres ischémiques et neuroischémiques ont tendance a étre plus grands, localisés au
niveau du médio-pied ou de 'arriére-pied, et sont fréquemment associés a la cellulite, aux abces

ou a l'ostéomyélite (Figure 3 D-I) (McDermott et al., 2023).

14



Chapitre 1 Synthése bibliographique

Figure 3: Exemples représentatifs d'ulcéres préulcératifs (A), neuropathiques (B et C),

neuroischémiques (D—F) et ischémiques (G-I) dans les UPD (McDermott et al., 2023).
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3. Diagnostic

Tous les patients présentant une UPD/IPD nécessitent une évaluation a trois niveaux : 1'état
général du patient (statut cognitif, métabolique et hydrique), l'examen du pied (la présence
d’une neuropathie et d’une insuffisance vasculaire) et I'évaluation de la plaie infectée (nécrose,
tissu de granulation friable ou décoloré, sécrétions non purulentes, odeur fétide) (Lipsky et al.,

2016).

Le diagnostic clinique repose sur la présence d’au moins deux signes ou symptomes locaux et
systémiques d'inflammation, tels qu’une rougeur péri-ulcéreuse ou une induration, un
¢coulement purulent accru, ainsi qu’une douleur exacerbée liée a la congestion tissulaire

(Armstrong et Lipsky, 2004 ; Hurlow et al., 2018 ; Lipsky et al., 2016).

Un diagnostic et une prise en charge précoces des infections sont essentiels chez les diabétiques.
Cependant, ce diagnostic peut étre retardé car les signes et symptomes locaux d’infection sont
souvent atténués dans une IPD en raison de la neuropathie périphérique et de ’artériopathie

périphérique concomitantes (Hurlow et al., 2018).

Aprées identification des UPD/IPD, les cliniciens doivent classer leur gravité a l'aide d'un
systetme de classification adéquat, prenant en compte a la fois la présence et la gravité de

l'infection (Lipsky et al., 2016).

Lors du diagnostic initial et pendant le suivi des patients, des examens d’imagerie
(radiographies standard, IRM, scintigraphie) et des tests de laboratoire (cultures, sensibilité aux
antibiotiques, suivi des marqueurs inflammatoires sériques et examens histologiques) sont
nécessaires pour définir 1’étendue de 1’infection et toute implication osseuse (Lipsky et al.,

2016).
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4. Systemes de classification des UPD/IPD

Actuellement, il existe 37 systémes de classification pour les UPD/IPD. Cependant, seuls 19
sont congus pour guider les soins cliniques et mener des audits. Les autres systémes,
principalement destinés a la recherche prospective, n'ont pas été validés pour évaluer les

résultats cliniques (Monteiro-Soares et al., 2020).

Les systémes de classification prennent en compte divers facteurs liés au patient (l'insuffisance
rénale), au membre affecté (I’artériopathie périphérique et la neuropathie), ainsi qu’a 1’ulcére
(surface, profondeur, localisation, nombre et présence d'infection) (IWGDF, 2023 ; Monteiro-

Soares et al., 2020).

Le groupe international de travail sur le pied diabétique (International Working Group on the
Diabetic Foot, IWGDF) recommande 1'utilisation de cinq systémes de classification dans la
pratique clinique courante, en fonction des objectifs visés (IWGDF, 2023) .

4.1. Classification de Meggitt-Wagner

Le systéme de classification des UPD de Meggitt-Wagner est un outil simple et facile a utiliser

pour le personnel de santé (Meggitt, 1976 ; Wagner, 1979).
I1 comprend six groupes distincts (grades 0 a 5) et offre une description des ulcéres a différents

stades de gravité (Tableau 1), en tenant compte de la profondeur de 1’ulcere ainsi que de la

présence d'ostéomyélite ou de gangréne (Oyibo ef al., 2001).
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Tableau 1: Systémes de classification Meggitt-Wagner des UPD (Mills et al, 2014 ;
Mponponsuo et al., 2021)

Grades Description

Grade 0 Peau intacte

Grade 1 Ulcere superficiel

Grade 2 Ulcere profond atteignant le tendon ou la capsule sans ostéomyélite ni
abces

Grade 3 Ulcere profonde avec atteinte osseuse, ostéomyélite ou formation
d'abces

Grade 4 Gangrene (partielle) des orteils ou de 1'avant-pied

Grade 5 Gangrene de I'ensemble du pied.

Bien que cette classification soit la plus couramment utilisée en raison de sa simplicité
d'application clinique, elle présente plusieurs limitations (Bravo-Molina et al., 2018). Elle ne
permet pas d’identifier I’artériopathie périphérique, la perte de la sensibilité ou I’infection, et
ne distingue pas la gangréne causée par une infection de celle provoquée par 1'ischémie, ce qui
limite sa précision dans I’évaluation des complications (Karthikesalingam et al., 2010 ; Schaper

etal.,2019).

De plus, elle ne fournit aucune indication sur le degré d'infection, l'intensité de l'ischémie ni
I’étendue de la plaie, ce qui impacte la prise en charge optimale et la personnalisation des

traitements (Mills et al., 2014).
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4.2. Classification de I’Université du Texas

La classification de I'Université du Texas a été développé en 1996 a I'Université du Texas
(Lavery et al., 1996). Elle évalue la présence d'ischémie, d'infection ou les deux, en fonction
de la profondeur de la plaie, en utilisant une grille bidimensionnelle de 4 x 4 créant une

matrice de 16 carrés (Tableau 2) (Bravo-Molina et al., 2018 ; Lavery et al., 1996).

Les facteurs liés aux patients, les déformations de pied, la perte de la sensibilité de protection,
ainsi que la localisation et la taille de l'ulcére ne sont pas pris en considération dans cette

classification (Mponponsuo et al., 2021 ; Schaper et al., 2019).

Tableau 2: Systéme de classification I'Université du Texas des UPD (Hobizal et Wukich,
2012 ; Lavery et al., 1996)

0 1 2 3
A Pasdelésion Ulcere Plaie pénétrant au Plaie pénétrantal'osoua
ouverte superficielle tendon ou a la capsule  'articulation
Infection Infection Infection Infection
Ischémie Ischémie Ischémie Ischémie
Infection Infection Infection et Ischémie  Infection et Ischémie

etischémie et Ischémie

4.3. Classification SINBAD

Le systéme de classification SINBAD (Site, Ischaemia, Neuropathy, Bacterial Infection, Area,
Depth) est un outil simple, basé sur 1'examen clinique, particulierement adapté aux contextes
ou les équipements spécialisés sont limités ou indisponibles. Il fournit des informations
essentielles pour évaluer le pronostic de guérison de I’ulcere ou le risque d’amputation (IWGDF,

2023 ; Monteiro-Soares et al., 2020).

Le systtme SINBAD prend en compte plusieurs parametres, tels que la localisation et la
profondeur de l'ulcere, ainsi que la présence d’artériopathie et de neuropathie. Chaque

paramétre est noté de 0 a 1 point (Tableau 3), pour un score total maximal de 6 points.
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En général, un score égal ou supérieur a 3 est associé a un pronostic moins favorable dans divers

contextes cliniques (Monteiro-Soares et al., 2020).

Tableau 3: Systémes de classification SINBAD des UPD (IWGDF, 2023)

Pondération
0
1

—O e O e O = O

Catégorie

Localisation

Ischémie

Neuropathie

Infection bactérienne

Surface

Profondeur

Score total possible

Définition
Ulcere situé a I'avant-pied

Ulcere situé au médio-pied ou arriere-pied

D¢bit sanguin conservé : au moins un pouls
palpable

Signes cliniques de réduction du flux artériel au
niveau du pied

Sensibilité de protection intacte

Perte de la sensibilité de protection

Absence d'infection bactérienne

Présence d'infection bactérienne

Surface d’ulcére < 1 cm?

Surface d’ulcére > 1 cm?

Plaie superficielle limitée au tissu sous-cutané

Plaie profonde atteignant muscle, tendon

Cette classification a été validée pour prédire a la fois la guérison de l'ulcere et le risque

d’amputation. Elle est recommandée pour faciliter la communication entre les professionnels

de santé concernant les caractéristiques de 1’ulcere et est utilisée pour les audits des patients

atteints d’UPD, permettant des comparaisons entre établissements (IWGDF, 2023 ; Schaper et

al., 2019).

20



Chapitre 1 Synthése bibliographique

4.4. Classification PEDIS

Le systeme de classification PEDIS (perfusion, extent/size, depth/tissue loss, infection,
sensation) a été élaboré en 2004 par la Société Américaine des Maladies Infectieuses (IDSA)

et le Groupe de Travail International sur le Pied Diabétique (IWGDF) (Schaper, 2004).

Ce systéme repose sur 1'évaluation de plusieurs aspects : la taille (surface et profondeur),
l'infection, la perfusion (artériopathie) et la sensation (neuropathie), comme indiqué dans le
Tableau 4 (Bravo-Molina et al., 2018 ; Monteiro-Soares et al., 2020 ; Pitocco et al., 2019 ;
Schaper, 2004).

Tableau 4: Systeme de classification PEDIS des IPD (IWGDF, 2023)

Description clinique Sévérité de  Grade

I'infection PEDIS

Aucun symptdme ni signe d'infection, qu'il soit Non infecté

systémique ou local. 1

Présence d'au moins deux manifestations d'inflammation

(purulence, érythéme, douleur, chaleur ou induration), avec une

cellulite ou un érythéme s'étendant a 2 cm ou moins autour de Infection 2
l'ulcere, l'infection étant limitée a la peau ou aux tissus sous- légere

cutanés superficiels, sans autres complications locales ni

maladie systémique.

Infection impliquant des structures plus profondes que la peau

et les tissus sous-cutanés chez un patient qui est

systématiquement bien, mais qui présente au moins une des Infection 3
caractéristiques suivantes : cellulite s'étendant a plus de 2 cm, modéré

stries lymphangitiques, propagation sous le fascia superficiel,

abces tissulaire profond, gangréne, ou atteinte du muscle, du

tendon, de l'articulation ou de I'os.
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Infection avec syndrome de réponse inflammatoire systémique

chez un patient présentant une instabilité métabolique, avec des Infection 4
symptomes tels que fievre, frissons, tachycardie, hypotension, sévére

confusion,  vomissements,  hyperleucocytose, acidose,

hyperglycémie sévere ou azotémie.

PEDIS : perfusion, extent/size, depth/tissue loss, infection, sensation.

L’objectif de la classification PEDIS est d'orienter la prise en charge, notamment pour identifier
les patients nécessitant une hospitalisation pour antibiothérapie. Ainsi, un score plus élevé est
associé a un risque accru d'amputation, a un niveau anatomique d'amputation plus élevé et a un

risque d'hospitalisation accru (Nikoloudi ef al., 2018).

Contrairement a la plupart des autres systémes de classification qui évaluent la taille et la
profondeur de l'ulcére ainsi que la présence ou l'absence de gangréne, de neuropathie ou
d'insuffisance artérielle, le systtme PEDIS permet d'évaluer spécifiquement la présence et la

gravité de l'infection (Lipsky et al., 2016).

Cependant, il ne prend pas en compte les facteurs spécifiques au patient, tels que la
néphropathie au stade terminal, et ne précise ni la localisation ni le nombre d'ulcéres présents

sur le pied (Schaper et al., 2019).

4.5. Classification WIfI

Le systeme de classification WIfl (Wound, Ischemia, foot Infection) a été proposé par la Société
de chirurgie vasculaire en 2014 (Mills et al., 2014). Son objectif est de stratifier le risque
d’amputation majeure a un an et de prédire la probabilit¢é qu’une revascularisation soit

nécessaire pour préserver le membre (Mills ef al., 2014 ; Monteiro-Soares ef al., 2020).

Le systeme WIfI repose sur I'évaluation des UPD en prenant en compte trois facteurs principaux
influencant le risque d'amputation et la prise en charge clinique : la profondeur de la plaie (W),
le degré d’ischémie (I) (évalué a partir de l'indice de pression systolique a la cheville, de la
pression transcutanée en oxygene et de la pression systolique des orteils), et la présence ou

I’absence d’infection du pied (f1), chacune sur une échelle de 0 a 3 (Tableau 5). De plus,
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I’évaluation de I’'infection est effectuée selon les critéres de 'IDSA/IWGDF (Mills et al., 2014 ;
Monteiro-Soares et al., 2020).

Tableau 5: Systeme de classification WIfl des UPD (IWGDF, 2023 ; Mills et al., 2014)

Plaie
Grade UPD Description clinique Gangrene
Perte tissulaire mineure pouvant étre
0 Absence d'ulcere traitée par une amputation digitale Pas de
limitée (un ou deux orteils) ou une gangrene
simple couverture cutanée.
Petit ulceére superficiel Perte tissulaire mineure. Sauvable par
sur la jambe ou le pied amputation digitale simple (un ou deux
1 distal ; pas d'os exposé, doigts) ou couverture cutanée Pas de
sauf si limit¢ a la gangrene
phalange distale.
Ulceére plus profond Perte tissulaire majeure sauvable par
avec os, articulation ou  amputations multiples (>3) ou
tendon exposé ; amputation trans métatarsienne (TMA) Changements
2 généralement sans standard + couverture cutanée. gangréneux
implication du talon ; limités aux
ulcere superficiel du doigts.
talon sans implication
calcanéenne.
Ulcere profond et Perte tissulaire étendue sauvable Gangréne
étendu impliquant uniquement par une reconstruction étendue
l'avant-pied et/ou le complexe du pied ou une TMA non impliquant
3 médio-pied ; ulcere traditionnelle (Chopart ou Lisfranc); l'avant-pied
profond et complet du  couverture par lambeau ou gestion et/ou le
talon + implication complexe de la plaie nécessaire pour médio-pied ;
calcanéenne. un large défaut de tissus mous. nécrose

complete du
talon avec
implication

calcanéenne.
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Ischémie
Grade Ischémie Pression systolique a la  Pression des orteils,
cheville, mmHg Pression d’oxygéne
transcutanée

0 >0.80 >100 >60

1 0.6-0.79 70-100 40-59

2 0.4-0.59 50-70 30-39

3 <0.39 <50 <30

IPD

Grade Manifestations cliniques

0 Pas de symptdmes ou de signes d'infection.

Infection présente, définie par la présence d'au moins deux des
¢léments suivants :

* Gonflement ou induration localisés

« Erythéme >0,5 4 <2 cm autour de I'ulcére

* Sensibilité ou douleur locale

* Chaleur locale

« Ecoulement purulent

1 Infection locale n'impliquant que la peau et le tissu sous-cutané
(sans atteinte des tissus plus profonds et sans signes systémiques).
Exclure d'autres causes de réponse inflammatoire de la peau (par
exemple, traumatisme, goutte, neuro-ostéoarthropathie de Charcot
aigué, fracture, thrombose et stase veineuse)

2 Infection locale avec érythéme >2 cm ou impliquant des structures
plus profondes que la peau et les tissus sous-cutanés (par exemple,
abces, ostéomyélite, arthrite septique et fasciite) et sans signes de
réponse inflammatoire systémique

3 Infection locale avec des signes de réponse inflammatoire

systémique, se manifestée par deux ou plusieurs des éléments
suivants :
* Température >38 °C ou <36 °C

* Fréquence cardiaque >90 battements/min
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* Fréquence respiratoire >20 respirations/min ou PaCO2 <32
mmHg
* Numération des globules blancs >12 000 ou <4000 mm3 ou 10 %

de formes immatures (bandes)

mmHg millimétre de mercure

Malgré son utilité pour évaluer le risque d'amputation, le systeme WIAfI présente des limites. Il
est relativement complexe et nécessite une expertise en mesures de perfusion, ce qui peut limiter
son application dans certains contextes cliniques. De plus, il ne prend pas en compte la
neuropathie périphérique ni la perte de sensation protectrice, qui sont pourtant des ¢léments

cruciaux dans la gestion des ulceres du pied diabétique (McDermott et al., 2023).
5. Pathogénie et étiologie de I’'IPD
5.1. Microbiote cutané

Le microbiote cutané est une communauté microbienne complexe et hautement dynamique,
principalement dominée par des microbes commensaux (Uberoi et al., 2020). Ces derniers
jouent un role crucial dans le maintien de l'équilibre cutané et la protection contre la

colonisation par des agents pathogénes (Grice et Segre, 2011 ; Uberoi ef al., 2020).

Cependant, le diabete induit des modifications du microbiote cutané, notamment une sécheresse
accrue, une altération du pH et la glycosylation des protéines structurelles de la peau. Ces
changements peuvent perturber 1'équilibre microbien et conduire a un état de dysbiose
(Gardiner et al., 2017). Par conséquent, des organismes généralement considérés comme non
pathogenes peuvent provoquer des infections (Uberoi et al., 2020). Un exemple représentatif
des altérations induites par le diabéte sur le microbiote cutané est la concentration élevée de
glucose dans les UPD, qui favorise la formation de biofilm en activant I'expression de 1'opéron
ica chez S. aureus. Ce processus contribue a 1'aggravation des 1ésions et au ralentissement de

la cicatrisation (Luo et al., 2019 ; Pouget et al., 2021).
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En outre, la perte d'intégrité de la barriere cutanée dans la zone de I’UPD compromet les
mécanismes protecteurs normalement associés a une peau intacte. Cette défaillance crée une
porte d'entrée favorable a I'invasion par des micro-organismes, facilitant ainsi la colonisation et

l'infection (Grice, 2015).

L'exposition du tissu sous-cutané et le retard de cicatrisation, résultant d'une perte d'intégrité
cutanée et d'une immunité affaiblie, créent des conditions propices a la colonisation et a la

prolifération des UPD par les micro-organismes autochtones de la peau (Bowler et al., 2001).
5.2. Confirmation de ’infection

La simple présence de micro-organismes dans une plaie ne constitue pas nécessairement une
infection clinique (Williams et al., 2004). La présence de micro-organismes non réplicatifs
dans I'UPD est qualifié¢e de contamination. Lorsque ces micro-organismes se multiplient
rapidement sans provoquer de réaction immunitaire évidente chez 1'hote, il s'agit alors de

colonisation (Jneid et al., 2017 ; Williams et al., 2004).

En revanche, l'infection résulte de l'interaction entre 1'hote et des bactéries en multiplication
accompagnée des Iésions tissulaires, entrainant une réaction immunitaire évidente et une

réponse inflammatoire (Pitocco ef al., 2019 ; Williams et al., 2004).

Malgré les efforts considérables déployés et les systemes de classification développés, basés
sur des criteres cliniques pour reconnaitre et classer la gravité des IPD, la distinction entre
infection, contamination et colonisation demeure un défi pour les cliniciens (Pitocco et al.,

2019 ; Williams et al., 2004).

Les signes cliniques typiques de I’infection sont le gonflement, la rougeur, la douleur, la chaleur,
une mauvaise odeur, la perte de fonction, la faible tension en oxygene transcutané, la présence
de tissu nécrotique, la dégradation de la plaie ou simplement I'absence de guérison (Bjarnsholt
et al., 2008). Cependant, ces signes peuvent étre masqués par I’immunité altérée de 1’hote due
au diabéte, l'artériopathie la neuropathie, ce qui complique le diagnostic. Un retard dans
I’identification de l'infection peut entrainer sa progression, passant d'une forme limitée a une

forme plus grave (Jneid et al., 2017).
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L'évolution d'une plaie, de la contamination a l'infection, et la maniére dont cette infection se
manifestera dépendent de l'interaction complexe entre les bactéries présentes dans la plaie et la
réponse immunitaire de 1'hote (Bjarnsholt ez al., 2008 ; Hurlow ef al., 2018 ; Kalan et Brennan,

2019). 11 existe un spectre, ou continuum, de I'évolution des IPD (figure 4).

Contamination > Colonization >

No Antimicrobials
A Indicated

Host Factors

* Hyperglycemia » Vascular Disease
* Peripheral Neuropathy  + Neuroarthropathy (e.g., Charcot Foot Deformity)

Figure 4: Facteurs influencant la cicatrisation altérée des UPD. (A) Le continuum d'infection
des UPD. (B) Facteurs de I'hdte contribuant a une cicatrisation altérée chez les patients

diabétiques (Kalan et Brennan, 2019).

D’un autre c6té, une charge bactérienne élevée, généralement supérieure a 10° UFC de bactéries
par gramme de tissu, est considérée comme suffisante pour provoquer une infection de 1'UPD
(Williams et al., 2004). Cependant, la virulence des bactéries joue un role déterminant dans
l'apparition et le développement de l'infection, méme avec une charge bactérienne plus faible
(Dunyach-Remy et al., 2016). Par exemple, les streptocoques B-hémolytiques sécrétent des
toxines qui favorisent une propagation rapide a travers les plans tissulaires de ’hote. D’autre
part, les souches toxigénes de S. aureus (portant des génes codant pour les exfoliatines, EDIN,
PVL ou TSST) sont souvent associées aux grades séveres d’infection, tandis que les souches
non toxinogenes de S. aureus sont principalement impliquées dans les infections des structures
profondes, notamment les ostéomyélites (Dunyach-Remy et al, 2016). Fait intéressant,
certaines souches toxigeénes présentant un fort potentiel pathogéne peuvent étre présentes sur

des plaies non infectées sans manifester de virulence (Dunyach-Remy et al., 2016).
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5.3. Nature polymicrobienne des IPD et biofilm

Les infections légeres sont souvent monomicrobiennes, tandis que les infections chroniques, en
particulier chez les patients ayant récemment regu une antibiothérapie, sont généralement
polymicrobiennes. Elles incluent un mélange de bactéries a Gram positif et &8 Gram négatif,
aérobies et anaérobies (Dowd et al., 2008; Heravi et al., 2019; Lipsky, Berendt, Deery, et al.,
2012; Spichler et al., 2015).

La nature polymicrobienne de ces infections, associée a la production de divers facteurs de
virulence tels que les protéases, les collagénases et les hémolysines, contribue a la chronicité

de l'infection, rendant ainsi son traitement particuliérement difficile (Heravi et al., 2019).

Cette diversité microbienne permet aux bactéries de s’organiser en biofilms, des structures
complexes ou elles se fixent de maniére irréversible aux tissus de I’héte ( Dowd et al., 2008).
Dans ces biofilms, les bactéries se multiplient et proliférent, formant des microcolonies
intégrées dans une matrice biopolymere extracellulaire, ce qui leur confére une stabilité
structurelle et les rend particuliérement résistantes aux traitements (Bjarnsholt e al., 2008 ;

Dowd et al., 2008b ; Uberoi et al., 2020).

Les populations microbiennes dans un biofilm sont trés diverses et forment des groupes
pathogeénes fonctionnellement équivalents (FEP). Selon ce concept, certaines especes
bactériennes ne sont pas capables de maintenir une infection chronique lorsqu'elles sont
présentes seules. Cependant, lorsqu'elles se co-agglomeérent au sein d'un FEP, leur interaction
synergique confére a la communauté des propriétés lui permettant de maintenir des infections

chroniques liées au biofilm (Dowd et al., 2008Db).

La chronicité des plaies, ainsi que la résistance accrue aux traitements antibiotiques et a
l'activité antimicrobienne du systéme immunitaire inné, sont attribuées a la capacité des
bactéries a former des biofilms et a excréter des facteurs de virulence au sein de ces structures

protectrices complexes (Figure 5) (Hurlow et al., 2018 ; Uberoi et al., 2020).
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Antibodies and EPIDERMIS
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Figure 5:Facteurs influengant le retard de cicatrisation des plaies. La présence de biofilm et
'abondance de leucocytes entourant le biofilm empéchent la cicatrisation des plaies. De plus,
1'équilibre des protéases produites par les cellules inflammatoires endo endommage également

les tissus normaux et en cours de cicatrisation (Lavigne ef al., 2015).

La distribution des micro-organismes au sein d’un biofilm suit une organisation spécifique : les
bactéries aérobies, telles que les corynébactéries, se localisent dans les couches superficielles
de la plaie, ou la concentration en oxygene est relativement élevée. En revanche, les bactéries
anaérobies colonisent des niches hypoxiques plus profondes, créées par la consommation

d’oxygene par les bactéries aérobies situées en surface (Lavigne et al., 2015).

Un exemple représentatif de la distribution non aléatoire des biofilms multi-espéces est le
biofilm composé de P. aeruginosa et de S. aureus, ou P. aeruginosa se localise de maniére
significativement plus profonde dans le lit de la plaie que S. aureus (Figure 6) (Fazli et al.,

2009).
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Figure 6:Images représentatives obtenues par microscopie confocale a balayage laser de S.
aureus (A et B), P. aeruginosa (C et D) et des deux espéces combinées (E) dans des plaies
chroniques. Les bactéries ont été détectées par la technique FISH avec des sondes spécifiques
marquées pour S. aureus (vert) et P. aeruginosa (rouge) ou un mélange des deux sondes. Les

fleches indiquent les surfaces des plaies (Fazli et al., 2009).
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Cette distribution pourrait étre expliquée par la capacité de P. aeruginosa a migrer via les pili
de type IV et sa motilit¢ médiée par le flagelle au sein des biofilms. De surcroit, sa production
de facteurs de virulence capables d’inhiber 1’activité des systemes de défense de 1’hote favorise
la colonisation de ces bactéries dans les régions profondes des plaies chroniques (Fazli et al.,

2009).

De plus, P. aeruginosa peut s'adapter pour survivre dans 1’environnement anaérobie des plaies
profondes ou des ostéomyélites grace a des mutations de certains génes impliqués dans la
résistance au stress anaérobie et membranaire, ainsi que dans certains voies métaboliques

(Morgan et al., 2019).
5.4. Microbiote du pied diabétique

Les IPD peuvent étre colonisées par une grande diversité d'organismes, tels que des bactéries
aérobies et anaérobies (Ghotaslou et al., 2018). Dans les pays occidentaux développés, les
patients présentant des IPD bénignes de courte durée et n'ayant pas récemment regu de
traitement antibiotique semblent avoir un microbiote plus simple. Ces infections sont
principalement causées par des cocci a Gram positif aérobies, en particulier S. aureus et, dans
une moindre mesure, par des [-streptocoques (généralement du groupe B) ou des
staphylocoques a coagulase négative (SCoN) (Heravi e al., 2019 ; Lipsky et al., 2012b ; Ugkay
etal.,2014).

Les infections modérées et sévéres, en particulier chez les patients ayant été traités avec des
antibiotiques, sont plus susceptibles d'étre polymicrobiennes. Elles incluent des cocci a Gram
positif aérobies, tels que Staphylococcus spp. , Streptococcus spp. et Enterococcus spp., ainsi
qu'une grande variété de bacilles a Gram négatif, parmi lesquels figurent les Enterobacterales
(Escherichia coli, Proteus mirabilis et Klebsiella spp.) et des bacilles a Gram négatif non
fermentatifs, notamment Pseudomonas spp. (Roberts et Simon, 2012 ; Uckay et al., 2014 ;
Zanella et al., 2016).

Dans les pays tropicaux/subtropicaux (principalement en Asie et en Afrique du Nord) moins
développés, caractérisés par des climats chauds et humides, les bacilles & Gram négatif aérobies,
notamment P. aeruginosa, figurent parmi les principales bactéries responsables des IPD
(Bansal et al., 2008 ; Ramakant et al., 2011). P. aeruginosa est isolé des plaies, soit seul ou en

association avec des cocci a Gram positif (Lipsky et al, 2020). La prédominance de P.
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aeruginosa dans ces régions pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment 1’exposition
fréquente a 1’eau, les hospitalisations prolongées, I’utilisation de méthodes microbiologiques
classiques favorisant son identification, ainsi qu’a des influences environnementales et
hygiéniques, a l'utilisation antérieure d'antibiotiques et a la disponibilité d'antibiotiques sans

prescription médicale (Lipsky et al., 2020 ; Spichler et al., 2015 ; Ugkay et al., 2014).

Les plaies profondes chroniques et les gangrénes sont généralement associées a des bactéries
anaérobies, notamment Peptoniphilus spp., Anaerococcus spp., Finegoldia spp., Clostridioides
spp., Fusobacterium spp. et Bacteroides spp. (Roberts et Simon, 2012). Cependant, les
anaérobies sont des pathogénes moins courants dans I'ostéomyélite diabétique, en particulier

dans les échantillons osseux obtenus de maniere fiable (Lipsky, 1997).

Les anaérobies sont souvent négligés et mal identifiés dans le diagnostic clinique de routine,
car ils ne sont pas toujours associés a des signes cliniques spécifiques ou a des manifestations
séveres En revanche, les études sur les microbiotes des infections profondes, basées sur des
techniques moléculaires telles que la PCR ciblant I’ADNTr 16S et le pyroséquencage, révelent

une forte prévalence de ces bactéries (Ghotaslou et al., 2018 ; Magnan et al., 2022).

La culture des anaérobies reste un défi pour les laboratoires de microbiologie clinique, en raison
des exigences spécifiques pour maintenir un environnement strictement anaérobie. De plus, les
techniques moléculaires, bien que plus sensibles, présentent un coiit élevé et nécessitent des
ressources spécialisées (Spichler et al., 2015). La détection efficace des anaérobies dépend
fortement de méthodes rigoureuses de prélévement (écouvillon de surface, aspiration a l'aiguille
ou biopsie), ainsi que du transport et de ’analyse des échantillons dans des conditions

appropriées (Roberts et Simon, 2012).

L'agent étiologique traditionnel de 1'ostéomyélite est S. aureus, suivi d'autres cocci aérobies a
Gram positif et de bacilles aérobies a Gram négatif, tels que les Enterobacterales et
Pseudomonas spp., car cette infection résulte de la propagation contigué a partir d’un foyer des
tissus mous (Lipsky, 1997). Cependant, le microbiote osseux est plus complexe, et chaque plaie
peut présenter un microbiote unique, dépendant de plusieurs facteurs environnementaux ainsi
que de facteurs liés a I’hote, notamment le statut immunitaire du patient, la durée de la plaie et
I’influence de I’artériopathie (Magnan ef al., 2022). De plus, les défenses de I’hote altérées ainsi

que les tissus mous et osseux nécrosés peuvent permettre a des organismes colonisateurs de
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faible virulence, tels que les SCoN ou les especes de Corynebacterium, de devenir pathogenes

(Lipsky et al., 2012b)

Plusieurs facteurs sont associés a un risque élevé de portage d’organismes multirésistants,
notamment les hospitalisations fréquentes, les traitements antibiotiques inappropriés et la
maladie artérielle périphérique, qui limite la pénétration des antibiotiques dans les tissus

infectés des membres inférieurs (Hartemann-Heurtier ef al., 2004).

Le diagnostic clinique des IPD se concentre principalement sur les bactéries, négligeant souvent
les communautés fongiques (le mycobiome), malgré leur possible contribution aux infections
(Kalan et al., 2016). Les études sur le mycobiome dans les IPD restent limitées, principalement
en raison de la difficulté a distinguer une colonisation fongique d'une infection avérée. Parmi
les principaux facteurs de risque figurent I'hyperglycémie, l'utilisation d'antibiotiques a large

spectre, la maladie vasculaire périphérique et la neuropathie (Saeed et al., 2020).

Une étude récente utilisant le séquencage a haut débit a révélé que le mycobiome peut former
des biofilms mixtes fongiques-bactériens, associés a de mauvais résultats, notamment a la
nécrose, des inflammations systémiques et un retard de cicatrisation (Kalan ef al., 2016). Parmi
les microorganismes fongiques identifiés dans les IPD, les champignons filamenteux de
I’embranchement Ascomycota, tels que Alternaria alternata, Cladosporium herbarum et C.
flabelliforme, ainsi que des especes de Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata et C. smithsonii), figurent parmi les plus abondants (Han et al., 2020 ; Kalan et al.,
2016).

En revanche, les IPD d’origine virale, parasitaire ou mycobactérienne n’ont pas été
rapportées que dans quelques rapports de cas (Ugkay et al., 2014 ; Yang et al., 2022 ; Zanella
etal., 2016).

La composition du microbiote des IPD varie en fonction de plusieurs facteurs, notamment la
localisation géographique. En Europe et en Amérique du Nord, les cocci aérobies a Gram positif
prédominent, tandis qu’en Asie et en Afrique, ou les climats sont plus chauds, les bacilles a
Gram négatif sont plus fréquemment observes (Bansal et al., 2008 ; Dunyach-Remy et al.,
2016).

D’autres facteurs liés aux patients, tels que I’hygiéne personnelle, le contrdle glycémique, les

traitements antibiotiques et leur durée, la fréquence et la durée des hospitalisations, la gravité
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et la durée de I’ulcere, influencent également la composition du microbiote (Jneid et al., 2017 ;

Saeed et al., 2020).

5.5. Principales bactéries dominantes dans les IPD

5.5.1. Bactéries a Gram positif
a. S. aureus

S. aureus est I’espéce la plus couramment isolée des IPD, en particulier dans les pays
occidentaux (Heravi et al., 2019 ; Jneid et al., 2018 ; Saeed et al., 2020). S. aureus est a la fois
une bactérie commensale des humains et cause un large éventail d'infections, allant de
superficielles (infections cutanées et des tissus mous) aux infections graves et potentiellement

mortelles (Dunyach-Remy et al., 2016 ; Tong et al., 2015 ; Wertheim et al., 2005).

S. aureus produit un grand nombre de facteurs de virulences qui sont soit locoalisés sur la

surface externes ou secrétés dans le milieu extra-cellulaire.

S. aureus est capable d’exprimer plusieurs protéines de surface appelés composants microbiens
de surface reconnaissant les molécules de la matrice adhésive (MSCRAMM : microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules), telles que la protéine staphylococcique A
(Spa), la protéine de liaison au collagéne (Cna), la protéine de liaison a 1'¢lastine (EbpS), Les
protéines de liaison au fibrinogeéne (également appelées facteurs d'agglutination A et B (CIfA
et CIfB) et les protéines de liaison a la fibronectine A (FnBPA et FnBPB ) (Bowling et al.,
2009 ; Cunningham et al., 1996).

Ces protéines jouent également un role central important dans I'établissement des biofilms
(Rajab et Hegazy, 2023)., qui contribuent de maniére déterminante au maintien et a

l'aggravation des infections (Bowling ef al., 2009).

De plus, S. aureus est capable de produire une grande variété d’enzymes extracellulaires et des
toxines qui permettent a la bactérie d’envahir et endommager différents tissus de I'hote

(Vandenesch et al., 2012).

Ces facteurs comprennent des coagulases, staphylokinases, hyaluronidases, protéases, lipases
et nucléases, les cytotoxines (les hémolysines et la leucocidine de Panton Valentine), des

toxines exfoliatives et des toxines superantigéniques (la toxine du syndrome de choc toxique et
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les entérotoxines) (Foster, 2005 ; Vandenesch et al., 2012)(Spaulding et al., 2013 ; Vu et al.,
2014).

= S. aureus résistant a la méthicilline (SARM)

S. aureus résistant a la méticilline (SARM) a été décrit pour la premiere fois en Angleterre en 1961,
peu de temps apres l'introduction de la méticilline dans la pratique clinique. La résistance des SARM
a la méticilline est due a l'acquisition d'un geéne mecA, qui code pour une protéine de liaison a la
pénicilline supplémentaire appelée PBP2 (PBP2a). PBP2a présente une faible affinité avec la
plupart des pénicillines semi-synthétiques, et confére une résistance a presque tous les B-lactamines

antibiotiques, y compris la méticilline, I'oxacilline et les céphalosporines (Hiramatsu et al., 2001).

Le géne mecA est localisé sur un élément génétique mobile, appelé cassette chromosomique

staphylococcique (SCCmec) (Hiramatsu et al., 2001).

Les SARM se divisent en deux principales catégories: les SARM acquis a I'hdpital (SARM-
AH) et les SARM acquis dans la communauté (SARM-AC) (Vestergaard et al., 2019). Les
souches de SARM-AH sont généralement multirésistantes et associées a des infections
nosocomiales graves. En revanche, les SARM-AC sont principalement responsables des
infections de la peau et des tissus mous, ainsi que de pneumonies nécrosantes (Biike, 2010 ;

Vestergaard et al., 2019).

Les SARM-AH sont généralement multirésistants et présentent une résistance a un grand
nombre d'antibiotiques par rapport aux SARM-AC (Biike, 2010), notamment : les
fluoroquinolones, les macrolides, les aminosides, les tétracyclines, la rifampicine, l'acide
fusidique, ainsi que la teicoplanine, un glycopeptide. De plus, des sous-populations émergent
avec une résistance a la vancomycine ou, au moins, une sensibilit¢ intermédiaire

(VISA: vancomycin-intermediate S. aureus), aprés exposition a la vancomycine (Biike, 2010).
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b. Les staphylocoques a coagulase négative (SCoN)

Ce groupe se distingue de S. aureus par son incapacité a produire de la coagulase (Rogers et al.,
2009 ; Vuong et Otto, 2002). Les SCoN sont omniprésents et colonisent la peau humaine des

adultes en bonne santé (Rogers et al., 2009).

S. epidermidis est le SCoN le plus fréquemment isolé dans les IPD. Cependant d’autres especes,
telles que S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. saprophyticus et S. simulans,
sont également impliquées dans ces infections de gravité variable, y compris des ostéomy¢lites

(Edelson et al., 1995 ; Natsis et Cohen, 2018).
c. Streptococcus pyogenes

Les streptocoques B-hémolytiques des groupes A, B, C et G sont des agents pathogénes
fréquemment isolés des IPD (Ghotaslou et al., 2018 ; Roberts et Simon, 2012 ; Ugkay et al.,
2014 ; Zanella et al., 2016).

S. pyogenes (ou streptocoque du groupe A, appelé GAS) est l'espece la plus fréquemment
associée aux IPD, bien que d'autres espéces, telles que S. agalactiae, S. dysgalactiae et S.

anginosus, soient également courante (Stappers et al., 2015).

S. pyogenes est responsable d'infections invasives cutanées superficielles ainsi que de formes
plus graves, telles que I’érysipele, la cellulite, la fasciite nécrosante et les infections nécrosantes

des tissus mous, pouvant aboutir a des septicémies (Siemens et Liitticken, 2021).

Les GAS expriment un large éventail de facteurs de virulence qui induisent des réponses
immunitaires pathologiques, notamment les adhésines, qui conférent a la bactérie la capacité
de coloniser 1'hote humain et d'établir une infection initiale. Ces adhésines incluent I’acide
lipoteichoique, des protéines ancrées a la surface (telles que la protéine M), des protéines de
liaison a la fibronectine, la protéine de liaison au collagéne Cpa, la protéine de liaison a la

vitronectine et les protéines de liaison au plasminogene bactérien (Teraon, 2012).

Les GAS sécretent également divers facteurs qui facilitent leur dissémination a travers les tissus
et leur évasion du systéme immunitaire de 1'hote. Ces facteurs incluent des toxines cytolytiques
formant des pores, des protéases, des DNases, des exotoxines superantigeénes, les streptolysines

S et O (SLS et SLO), ainsi que diverses exotoxines bactérienne (Roberts et Simon, 2012).
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d. Enterococcus spp.

Les entérocoques, bactéries commensales du tractus gastro-intestinal, sont impliqués dans
diverses infections, notamment les infections des voies urinaires, la bactériémie, 1'endocardite
et les IPD. Dans le contexte des IPD, ces bactéries sont fréquemment associées a des infections
polymicrobiennes, souvent caractérisées par des taux élevés d’amputation et des durées

prolongées d’hospitalisation(Perzon et al., 2023 ; Rajha et al., 2024).

E. faecalis et E. faecium sont les principales espéces impliquées dans les infections cliniques,

souvent associées a une résistance accrue aux antibiotiques (Fisher et Phillips, 2009).

Les entérocoques possédent une gamme de facteurs de virulence qui contribuent a leur
pathogénicité. L’adhésion des entérocoques aux surfaces eucaryotes repose sur plusieurs
protéines spécifiques. La protéine de surface extracellulaire (Esp) joue un rdle central dans

I’adhésion, la colonisation et I’évasion du systéme immunitaire de 1’hote (Rajha et al., 2024).

Par ailleurs, 1’évasion des défenses immunitaires de 1’hote est assurée par divers mécanismes.
L’anticorps (LTA) participe a ’adhérence et module la réponse immunitaire. La capsule d’E.
faecalis inhibe la phagocytose, tandis que la métalloprotéase GelE clive la protéine C3 du
complément, réduisant ainsi I’efficacité des mécanismes phagocytaires. En outre, la substance
d’agrégation (Agg) confere a E. faecalis une capacité de survie intracellulaire au sein des

phagosomes et une résistance au burst oxydatif des macrophages (Fiore et al., 2019).

Outre ces mécanismes d’évasion, les entérocoques provoquent des dommages tissulaires via la
sécrétion de toxines et d’enzymes. La cytolysine, par exemple, exerce une activité hémolytique
sur les cellules humaines, entrainant leur lyse. Deux protéases majeures, une métalloprotéase
au zinc (gélatinase) et une sérine protéase, participent également a la gravité des infections. Par
ailleurs, les entérocoques produisent des métabolites oxygénés toxiques, tels que le peroxyde

d’hydrogene, qui peuvent causer des dommages cellulaires et organiques (Fiore ef al., 2019).
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5.5.2. Bactéries a Gram négatif

a. P. aeruginosa

P. aeruginosa est une espéce pathogeéne opportuniste qui envahit facilement les hotes
immunodéprimés. Elle est responsable d'infections nosocomiales fréquentes, telles que la
pneumonie, les infections urinaires, la bactériémie et les IPD (Hatipoglu et al., 2014 ; L.

Bowling et al., 2012 ; Rajab et Hegazy, 2023).

P. aeruginosa dispose d'un arsenal vari¢ de facteurs de virulence, incluant le lipopolysaccharide,
plusieurs enzymes telles que 1'exotoxine et I'exoenzyme, ainsi que des exoprotéases, 1'¢lastase,
des sidérophores, des polysaccharides associés a la surface, l'alginate et des adhésines associées
aux pili responsables de la liaison aux récepteurs spécifiques des cellules épithéliales

(Bjarnsholt et al., 2008).

La capacité de P. aeruginosa a provoquer I’infection repose principalement sur son aptitude a
former des biofilms constitués de substances exopolymériques (polysaccharides, alginate, ADN
extracellulaire, protéines et lipides). Dans une plaie chronique, P. aeruginosa forme de grandes
microcolonies au sein de ce biofilm et sécréte des facteurs de virulence délétéres, notamment

le rhamnolipide, dont la production est régulée par le quorum sensing (Bjarnsholt et al., 2008).

b. Enterobacteriaceae et genres associés

Les entérobactéries constituent une famille hétérogeéne de bactéries a Gram négatif qui font
partie intégrante de la flore gastro-intestinale normale. Parmi les genres principaux impliqués
dans les IPD, on retrouve Escherichia, Proteus (famille des Morganellaceae) et Klebsiella (L.

Bowling et al., 2012).

Ces bactéries partagent plusieurs facteurs de virulence, notamment les lipopolysaccharides, qui
participent aux dommages membranaires, les fimbriae jouant un rdle d’adhésines, et les

flagelles, qui leur permettent de se déplacer (L. Bowling et al., 2012).
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i. E. coli

E. coli est une bactérie intestinale opportuniste associée a une variété¢ de maladies en plus des
infections intestinales, telles que les infections urinaires, la méningite néonatale, la septicémie,
ainsi que les infections de la peau et des tissus mous (Petkovsek et al., 2009 ; Ranjan et al.,

2017)

E. coli est ’entérobactérie la plus fréquemment isolée dans les infections cutanées et des tissus
mous, y compris les IPD (Jain et Barman, 2017 ; Macdonald ef al., 2021 ; Miyan et al., 2017 ;
Petkovsek et al., 2009)

Les souches d’E. coli se divisent en trois groupes : les souches pathogenes extra-intestinales
(ExPEC), les pathogenes intestinaux (IPEC) et les souches commensales normales. Les souches
impliquées dans les IPD et les ostéomyélites appartiennent aux ExPEC (Dobrindt, 2005 ;
Lienard et al., 2021).

Les souches d'ExXPEC différent de maniére significative des autres groupes et possédent un
large éventail de facteurs de virulence, tels que des toxines, des sidérophores, des adhésines,
des lipopolysaccharides, des capsules polysaccharidiques, des protéases et des invasines. Ces
facteurs sont localisés dans des ilots de pathogénicité, responsables des infections (Dobrindt,

2005 ; Petkovsek et al., 2009).
ii. P. mirabilis

Proteus est un genre pathogeéne opportuniste impliqué dans des infections, principalement chez
les individus immunodéprimés. il est majoritairement responsable d'infections urinaires
compliquées, d'infections de plaies et d'infections nosocomiales, avec P. mirabilis représentant

la principale espece pathogeéne parmi les infections a Proteus (Drzewiecka, 2016).

Parmi les bactéries a Gram négatif associées aux IPD et a 'ostéomyélite, P. mirabilis occupe
une place importante (Maity et al., 2024 ; Senneville et Robineau, 2021 ; Zou et al., 2020). Ces
infections sont souvent liées a un mauvais pronostic, notamment un risque accru d'amputation

chez les patients atteints d'ostéomyélite du pied diabétique (Zou et al., 2020).
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P. mirabilis exprime de nombreux facteurs de virulence, notamment des protéines d'adhésion,
des molécules de quorum sensing, des lipopolysaccharides, des pompes d'efflux et l'enzyme

uréase, essentielle a sa pathogénicité (Wasfti et al., 2020)

L'adhésion est facilitée par un large éventail de fimbriae et d'adhésines. Ces structures jouent
¢galement un role clé dans la formation de biofilms dans les UPD, connus pour leur persistance
et leur résistance aux traitements. En outre, P. mirabilis produit une variété de toxines,
notamment des protéases, une hémolysine et 'uréase, qui contribuent aux lésions tissulaires

chez I'h6te (Armbruster et al., 2018 ; L. Bowling et al., 2012).

6. Téchniques d’analyse de la composition du microbiote des UPD/IPD
6.1. Prélévement

Avant le prélévement, la plaie doit étre débridée des tissus nécrotiques et nettoyée a 1'aide de
substances non antimicrobiennes. Quatre méthodes couramment utilisées pour obtenir des
¢échantillons du pied diabétique sont : 1’écouvillonnage, 1'aspiration a I’aiguille, le curetage et

la biopsie de la plaie.

Les échantillons de tissus profonds prélevés par aspiration a 1’aiguille ou par biopsie sont les
plus fiables pour ’analyse des ulcéres du pied diabétique par rapport aux techniques par
écouvillonnage, car elles permettent d’isoler les pathogénes probables tout en limitant la
contamination par les microflores commensales de la peau saine (Armstrong et Lipsky, 2004 ;

Ghotaslou et al., 2018 ; Heravi et al., 2019 ; Spichler et al., 2015)
Il est également essentiel de garantir des conditions de transport optimales des échantillons,

notamment en ce qui concerne le milieu de transport, la température, la stérilité des récipients

et la rapidité de I'acheminement (Jneid et al., 2017 ; Spichler et al., 2015).
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6.2. Téchniques basées sur la culture

6.2.1. Culture conventionnel

Les techniques de culture conventionnelles reposent sur la capacit¢ de cultiver les
microorganisms in vitro en utilisant des milieux adaptés en fonction du but recherché, ainsi que
des conditions d'incubation appropriées, telles que la température et I'atmosphéere (Hashsham,

1981 ; Murray, 2014).

L'identification des microorganismes commence par l'examen de leur morphologie et de leurs
caractéristiques microscopiques, telles que la taille, la couleur et la forme des colonies, ainsi
que la présence ou I'absence d'une activité hémolytique. De plus, I'observation microscopique
apres une coloration permet d'identifier des caractéristiques essentielles, telles que la forme des
bactéries (coques, bacilles, formes spiralées), le regroupement des cellules (isolées, en amas,
en chainettes) et le type de Gram (Gram positif ou négatif) (Fournier et al., 2013 ; Murray,
2014).

Une fois des colonies pures obtenues, une série de tests biochimiques est réalisée pour identifier
l'espece bactérienne, suivie d'un test de sensibilité aux agents antimicrobiens (Madigan, M., &

Martinko, 2007).

Bien que les méthodes microbiologiques standard soient largement employées dans les
laboratoires de diagnostic et de recherche, elles présentent plusieurs biais. Ces techniques,
caractérisées par une longue durée d'analyse et un manque de sensibilité pour les anaérobies et
les microorganismes exigeants, privilégient l'identification des bactéries facilement cultivables

dans des conditions de laboratoire (Spichler et al., 2015).
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6.2.2. Culturomique

La culturomique repose sur la diversification des conditions de culture pour favoriser la
croissance de la majorité des bactéries présentes, y inclut celles exigeantes ou anaérobies stricts

auparavant non cultivées.

Apres la culture les bactéries sont rapidement identifiées par Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization Time-of-Flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), ou par I’amplification et le
séquencage du gene de I’ARN ribosomal 16S (Figure 7) (Lagier et al., 2015).
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Figure 7:Vue d'ensemble des étapes de la culturomique, de I'échantillon clinique aux

applications génomiques (Lagier et al., 2015).
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6.3. Téchniques moléculaires

6.3.1. Séquencage du géne de ’ARNr 16S

La séquence du géne de ARNr 16S est hautement conservé chez les bactéries. Cependant, les
variations dans les régions hypervariables (V1-V9) peuvent étre exploitées pour distinguer les

taxons bactériens.

Cette approche repose sur l'utilisation d'amorces universelles complémentaires a des régions
hautement conservées de ce géne, permettant ainsi une amplification par PCR d’une ou
plusieurs des régions (Lavigne et al., 2015), suivie par séquengage des amplicons. Le
séquencage permet ainsi d'évaluer la composition taxonomique et l'abondance des
communautés bactériennes (Uberoi ef al., 2020), les taxons sont ensuite regroupés en unités

taxonomiques opérationnelles (OTUs) (Ranjan et al., 2016).
6.3.2. Métagénomique

La métagénomique repose sur le séquencage de I’ensemble des génomes des microorganismes
présents dans un échantillon. Cette technique permet une caractérisation exhaustive des
bactéries, archées, champignons et virus présents, constituant ainsi le microbiome. Les études
basées sur cette approche suggérent que les bactéries cultivables ne représentent qu’une infime

fraction (<1 %) de la diversité bactérienne totale (Spichler et al., 2015).

La métagénomique permet également d’analyser les processus biologiques du microbiome,
notamment les facteurs de virulence et les mécanismes de résistance aux antibiotiques (Heravi

etal., 2019 ; Morsli et al., 2024 ; Uberoi et al., 2020).

L’identification des voies métaboliques repose sur I’annotation fonctionnelle des génes, qui
consiste a relier les séquences génomiques a leurs fonctions biologiques afin de reconstruire
des voies et réseaux métaboliques. Cette analyse s’appuie sur des outils bioinformatiques et des
bases de données permettant 1’alignement des reads et I’attribution des fonctions. Les fonctions
identifiées sont ensuite regroupées en sous-systeémes représentant des processus biologiques

plus larges (Huson et al., 2007 ; Huson, 2013 ; Mitra et al., 2011 ; Vétrovsky et al., 2018).
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7. Prise en charge du pied diabétique
7.1. Hospitalisation

L'hospitalisation est recommandée pour les patients présentant des IPD sévéres ou compliquées
par une ischémie critique. En revanche, les patients atteints d'infections légeres ou modérées ne
nécessitent généralement pas d'hospitalisation et peuvent étre évalués et traités en ambulatoire.
Toutefois, 'hospitalisation peut étre envisagée par les cliniciens dans le but d'assurer une
observation, de réaliser des tests diagnostiques urgents ou de gérer des facteurs compliquant la
prise en charge des plaies ou l'observance au traitement antibiotique (Lipsky et al., 2012b).

Un objectif essentiel de I'hospitalisation est la prise en charge de 1'état métabolique du patient,
notamment la restauration des équilibres hydrique et électrolytique, la correction de
I'hyperglycémie, de 1'hyperosmolalité, de l'acidose et de l'azotémie, ainsi que le traitement

d'autres troubles aggravants (Lipsky et al., 2012b).
7.2. Chirurgie

L'objectif de la chirurgie est d'éradiquer l'infection, de sauver les membres inférieurs et de
préserver leur fonction. Ainsi, une intervention chirurgicale d'exploration peut étre réalisée pour
déterminer 1'étendue de l'infection et permettre des cultures profondes des tissus afin d'adapter

l'antibiothérapie ciblée (Saeed et al., 2020).

Il est recommandé d'améliorer 1'apport vasculaire chez les patients présentant une insuffisance
artérielle pouvant entrainer une ischémie critique. Ces patients doivent bénéficier d'une

revascularisation, réalisée par des méthodes endovasculaires ou ouvertes (Ugkay et al., 2014).

Les infections compliquées qui s'étendent aux tissus mous profonds ou aux structures osseuses
et qui ne répondent pas a l'antibiothérapie nécessitent des interventions chirurgicales. Les
infections des tissus mous requierent un drainage, une incision des tissus infectés et nécrotiques,
ainsi qu'un débridement des plaies. Dans les cas d'ostéomyélite, une résection osseuse peut étre
nécessaire, tout comme une revascularisation tissulaire ou une amputation (Armstrong et

Lipsky, 2004 ; Saeed et al., 2020).
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Les infections nécessitant une intervention chirurgicale sont généralement associées a des
signes d'infection profonde, notamment un retard de cicatrisation, un écoulement purulent, un
gonflement, un abces, une douleur, un sinus profond, une propagation rapide de l'infection, la
présence de gaz tissulaire et des signes de toxicité systémique tels que la fievre et des anomalies

métaboliques séveres (Armstrong et Lipsky, 2004 ; Uckay et al., 2014).

Des interventions chirurgicales d'urgence sont requises dans des situations spécifiques, telles
que la gangréne gazeuse, la fasciite nécrosante, le syndrome des loges ou une septicémie
systémique, qui menacent non seulement les membres inférieurs, mais aussi la vie du patient.
Ces conditions justifient une prise en charge chirurgicale immédiate. Les procédures peuvent
varier d’un simple débridement ou drainage a des résections étendues, une revascularisation ou

une amputation majeure (Lipsky et al., 2016 ; Saeed et al., 2020).

D'autres interventions chirurgicales plus simples, telles que la correction des déformations du
pied, l'arthrodese, la ténotomie des fléchisseurs ou une combinaison de correction et de
débridement pour infection, peuvent contribuer a la prévention des IPD et a I'amélioration de

la guérison des ulceres.

Des soins podologiques sont également recommandés pour débrider les callosités et les tissus
nécrotiques, soigner les ongles et sélectionner des chaussures appropriées, ce qui peut améliorer

la prise en charge globale des patients (Ugkay et al., 2014).

7.3. Antibiothérapie

Un traitement antibiotique n'est généralement pas requis pour les plaies non infectées.
Cependant, en cas de signes cliniques d'infection, un traitement antibiotique est nécessaire. I1
doit cibler les pathogénes les plus fréquemment identifiés et étre instauré rapidement

(Armstrong et Lipsky, 2004).

Le traitement initial est généralement empirique et vise a couvrir les pathogenes probables.
Cependant, il peut étre ajusté en fonction des résultats de culture, de la sensibilité locale aux
antibiotiques et de la réponse clinique du patient, tout en prenant en compte d'autres facteurs
tels que les allergies médicamenteuses, les hospitalisations récentes, les comorbidités, ainsi que
les effets indésirables ou interactions médicamenteuses (Armstrong et Lipsky, 2004 ; Lipsky et

al., 2020 ; Pitocco et al., 2019).
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Les IPD légeres a modérées n’ayant pas recu d’antibiothérapie préalable sont généralement
traitées en ambulatoire par une antibiothérapie orale a spectre plus étroit. En revanche, les
infections séveres nécessitent initialement une antibiothérapie parentérale a large spectre, dont
I’efficacité clinique contre les IPD a été démontrée, afin d’atteindre des concentrations sériques

¢levées (Armstrong et Lipsky, 2004).

De plus, I’antibiothérapie devrait inclure un agent actif contre les SARM chez les patients a
haut risque (par exemple, ceux ayant des antécédents d’infections a SARM ou des
hospitalisations fréquentes). Un passage a une thérapie orale est recommandé des que le patient

présente des signes d’amélioration clinique (Lipsky et al., 2020 ; Pitocco et al., 2019).

Dans les climats tempérés, I’antibiothérapie empirique doit cibler les bactéries pathogénes a
Gram positif aérobies (streptocoques B-hémolytiques et S. aureus) en cas d’IPD légere chez les
patients n’ayant pas récemment recu d’antibiotiques. En revanche, dans les climats tropicaux
ou subtropicaux, ainsi que chez les patients ayant récemment recu un traitement antibiotique,
présentant une IPD associée a une ischémie, ou une infection modérée a sévere,
I’antibiothérapie empirique doit couvrir les bactéries a Gram positif, les bactéries a Gram

négatif couramment isolés, ainsi que les anaérobies obligatoires.
Pour les IPD modérées a séveres dans ces régions, un traitement empirique ciblant P.
aeruginosa doit également étre envisagé, en utilisant un antibiotique supplémentaire ou a large

spectre (Lipsky et al., 2020).

En cas d’ischémie, de présence d’abces ou d’écoulement malodorant, un traitement empirique

ciblant les anaérobies obligatoires est requis (Lipsky et al., 2020).

Les recommandations de 'TWGDF concernant les facteurs a prendre en compte lors de la

sélection d'un régime antibiotique empirique pour les IPD sont illustrées dans le tableau 6.
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Tableau 6: Facteurs a prendre en compte lors de la sélection d'un régime antibiotique empirique

pour les IPD (Lipsky et al., 2020)

Gravité de  Facteurs supplémentaires Pathogénes Régimes potentiels
I'infection habituels
Aucun facteur CGP PSSR ; Ceph
Allergie ou intolérance aux p-  CGP Clindamycine; FQ; T/S;
lactamines macrolide; doxy
Légere Exposition récente aux CGP + BGN B-L-ase-1; FQ; T/S
antibiotiques
Risque ¢élevé de SARM SARM Linezolide ; T/S ; doxy ;
macrolide
Aucun facteur CGP £ BGN B-L-ase-1; Céph 2e/3e gén
Antibiothérapie récente CGP + BGN 3-L-ase-2; Céph 3e gén;

Carbapénéme de groupe 1

Ulcere macéré ou climat chaud BGN, y compris  B-L-ase-2; PSSR +
Modérée L o
G o Pseudomonas. ceftazidime ; PSSR+ Cipro;

Carbapéneéme de groupe 2

Membre CGP £+ BGN + B-L-ase-1 ou B-L-ase-2;

ischémique/nécrose/Formation Anaérobies Carbapénéme de groupe 1 ou

de gaz 2, Céph 2e/3e gén +
clindamycine ou
métronidazole

Facteurs de risque de SARM SARM Envisager d'ajouter ou de

substituer par des

glycopeptides ; linezolide ;

daptomycine ; acide fusidique ;

T/S (£rifampicine) ; doxy
Facteurs de risque de Bacillea  BLSE Carbapénémes ; FQ ;

a Gram négatif résistants aminosides et colistine

CGP : Cocci a Gram positif ; BGN . Bacilles a Gram négatif ; SARM : S. aureus résistant a la
méthicilline ; BLSE : Micro-organisme producteur de béta-lactamases a spectre étendu ; PSSR :
Pénicilline semi-synthétique résistante a la pénicillinase ; Céph : Céphalosporine ; FQ :
Fluoroquinolone ; T/S : Triméthoprime/Sulfaméthoxazole ; Doxy : Doxycycline ; 3-L-ase : f3-lactame,
inhibiteur de f3-lactamase ; f5-L-ase 1 : Amoxicilline/clavulanate, ampicilline/sulbactam ; 5-L-ase 2 :
Ticarcilline/clavulanate, pipéracilline/tazobactam ; 2e, 3e gén : 2éme, 3eéme génération ; Cipro :
Ciprofloxacine
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La sélection du traitement antibiotique définitif et la durée du traitements sont basées sur les
résultats des cultures, les tests de sensibilité aux antibiotiques, les examens d'imagerie ou
d'autres investigations, ainsi que sur la réponse clinique initiale, tout en tenant compte des effets

indésirables li¢s a 1'antibiothérapie (Lipsky et al., 2012b).

Lorsque les résultats révelent la nature polymicrobienne des IPD, 1’antibiothérapie doit cibler
les agents pathogénes virulents, tels que S. aureus ou les streptocoques B-hémolytiques. Les
autres micro-organismes sont généralement considérés comme des contaminants ou des

colonisateurs (Lipsky et al., 2020).

La durée de I’antibiothérapie est déterminée en fonction de la gravité de l'infection, de la
présence d'ostéomyeélite et de I'ampleur de l'intervention chirurgicale (Saeed ef al., 2020). Elle
doit étre limitée pour réduire les effets indésirables liés a I’administration des antibiotiques et
préserver le microbiome de 1’hote. Les infections légeres des tissus mous sont traitées pendant
1 a 2 semaines, tandis qu’une antibiothérapie de 2 a 3 semaines peut étre appropriée pour
certaines infections étendues ou lorsque I’ischémie limite la distribution des antibiotiques. En
cas d'ostéomyélite, un traitement de 4 a 6 semaines est recommand¢ (Lipsky ez al., 2020 ; Saeed

et al., 2020)

L’utilisation d’antibiotiques topiques et d’antiseptiques ayant des effets antibactériens ou
antibiofilms, tels que [’éponge collagéne-gentamicine et le pexiganan (un peptide
antimicrobien), peut étre efficace comme traitement complémentaire aux antibiotiques

systémiques (Lavigne et al., 2015 ; Lipsky et al., 2020).
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7.4. Thérapies adjuvantes

Les thérapies adjuvantes comprennent 1’utilisation de billes imprégnées d’antibiotiques et
I’application de la thérapie par pression négative, qui favorisent le drainage et réduisent
'eedéme. L’ oxygénothérapie hyperbare adjuvante a également démontré un effet bénéfique sur
la cicatrisation des plaies infectées chez les patients diabétiques (Lavigne et al., 2015 ; Lipsky

et al., 2012b).

D’autres approches incluent I'utilisation de facteurs de croissance recombinants, de substituts
cutanés, de la thérapie par larves stériles (asticots) et des facteurs de stimulation des colonies
de granulocytes, et la thérapie par des phages anti-Staphylococcus contre différentes souches,
en association avec un traitement antibiotique, pour augmenter l'efficacité¢ du traitement du
SARM (Heravi et al., 2019 ; Lavigne et al., 2015 ; Lipsky et al., 2012b ; Pitocco et al., 2019).
Ces interventions, bien qu’encourageantes, nécessitent encore des études supplémentaires pour

établir des recommandations cliniques précises (Lavigne et al., 2015).
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1. Lieu et période de I’étude

Cette ¢tude transversale, dont 1’objectif était I’analyse de la composition du microbiote dans les
IPD chez des patients hospitalisés a I’Hopital Militaire Régional Universitaire de Constantine
et au Centre Hospitalier Universitaire Dr Ben Badis de Constantine, a été réalisée durant la
période allant d’Octobre 2019 a février 2020.

2. Population d’étude

2.1. Criteres d’inclusion

Ont été inclus dans cette étude :

- Les patients hospitalisés, agés de plus de 18 ans, et souffrant d’une IPD classée de

PEDIS 2 a PEDIS 4 au niveau d’un seul pied, ont ét¢ inclus dans cette étude.
2.2. Criteéres d’exclusion

Ont été exclus de ’étude :

Les patients n’ayant pas donné leur consentement pour participer a I’étude.

- Les patients non diabétiques ou présentant d’autres 1ésions podologiques.

Les patients non hospitalisés.

Les patients présentant une IPD classée PEDIS 1.

Les patients ayant subi une intervention chirurgicale, y compris une amputation.
3. Classification des IPD
La gravité des infections 4 été déterminée par des cliniciens a 1’aide du systéme de classification

IDSA-IWGDF (Lipsky et al., 2012a), les patients ont été répartis en conséquence (PEDIS 2—
infection légere, PEDIS 3—infection modérée et PEDIS—4 infection grave).
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4. Prélevements
Les prélévements ont été réalisés en double a partir de chaque site, a 1’aide de 2 écouvillons

stériles et transporté au laboratoire. L’un des écouvillons a été utilisé pour 1’isolement des

souches bactériennes, tandis que le second a été réservé au séquengage metagénomique shotgun.
4.1. Préléevements a partir des IPD

Aprés débridement et nettoyage au sérum physiologique stérile, les prélévements ont été

obtenus par écouvillonnage profond de la plaie.
4.2. Prélevements a partir de la PSPC

Aprées un nettoyage au sérum physiologique stérile, les prélévements de la PSPC ont été obtenus,

par écouvillonnage d’une zone mesurant 50 cm?.
5. Isolement des souches de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp.

Les souches de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. ont été isolées sur gélose Chapman et
incubées a 37°C pendant 24 heures. Ce milieu contient une forte teneur en NaCl (7.5%), ce qui

favorise la croissance des especes appartenant a ces genres.

De plus, 14 souches isolées de 12 patients hospitalisés pour une IPD, dans le cadre des activités
de routine du laboratoire de bactériologie, ont été incluses dans notre étude. Parmi ces patients,

deux présentaient deux ulceres sur le méme pied.

Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, les souches ont été purifiées par des repiquages
successifs sur le méme milieu de culture, dans le but d'obtenir des souches pures qui seraient
conservées et soumises au séquencage du génome entier. Les souches ont été conservées dans

le glycérol a -20°C dans des cryotubes.
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6. Extraction de ’ADN génomique

6.1. Extraction de I’ADN génomique a partir des souches de Staphylococcus/

Mammaliicoccus spp.
6.1.1. Prétraitement a I’achromopeptidase

Avant D’extraction de I’ADN génomique, un prétraitement avec une enzyme lytiques a été
effectué. Apres Centrifugation rapide a 13000 rpm, le surnageant a été jeté et le culot a été
vortexé jusqu’a homogénéisation. 400 pL d'achromopeptidase (1mg/ml) (Wako Pure Chemical
Industries, Osaka, Japan) et 400 uLL de tampon Tris-EDTA (pH 7,5) ont été ajoutés, vortexés et
incubés a 37°C pendant 1h. Ensuite, 50 pL de dodécylsulfate de sodium (10%) ont été ajoutés,

et la suspension a été¢ mélangée et incubée a 65°C pendant 1 h jusqu'a ce qu'elle devienne claire.
6.1.2. Lyse cellulaire et purification de I’ADN génomique

La lyse cellulaire a été effectuée dans des tubes ZR Bashing Bead lysis tubes (Zymo Research,
Irvine, CA, United States) 4 I’aide de Geno Grinder pendant 10 min &4 1500 rpm, en suivant le
protocole du fabricant (adapté par le Centre de Génomique des Pathogenes, NIID, Tokyo-
Japon). 3 volumes (60 pL) de tampon ADB (Agarose Dissolving Buffer) ont été ajoutés a 20
pL du lysat de chaque souche, transférés précédemment dans les 96 puits de la plaque de

collection et centrifugés a 5000 rpm pendant 5 min.

Le contenu des puits a été transféré dans les puits de la plaque Zymo-SpinTM 1-96, placée sur
la plaque de collecte, et centrifugé a 5000 rpm pendant 5 min jusqu'a ce que les mélanges
d'échantillons soient completement filtrés. Le filtrat a été jeté dans la plaque de collecte.

300 pl de DNA Wash Buffer ont été ajoutés dans chaque puits de la plaque Zymo-SpinTM I-
96 et une centrifuger a 5000 rpm pendant 5 min a été effectuée. Cette étape a été répétée en
centrifugeant pendant 15 min. 50 ul de DNA Elution Buffer ont été ajoutés a chaque puits, la
plaque Zymo-SpinTM 1-96 a été transférée ensuite sur une plaque d'élution et incubée a 65°C

pour ¢éluer 'ADN.
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L’ADN a été quantifié¢ a I’aide de Qubit Flex Fluorometer (ThermoFisher) dont la concentration
doit étre comprise entre 20-50 ng/ pl pour un volume d’ADN pure de 17,5 pl. Pour les solutions
d’ADN génomique a concentration élevée, des dilutions avec I’eau exempte de nucléase ont été

faites pour atteindre la concentration de 20-50 ng/ pl.

17,5 ul d’ADN pure ont été directement prélevés des solutions d’ADN génomique pour les

solutions a concentration faible.
6.2. Extraction de ’ADN génomique a partir des prélevements des IPD et de la PSPC

La lyse cellulaire a été effectuée dans des tubes ZR Bashing Bead lysis tubes (Zymo Research,
Irvine, CA, United States) 4 1’aide de Geno Grinder pendant 10 min & 1500 rpm. L’ADN

génomique a été extrait a I’aide du kit Qiagen DNA purification kit (Qiagen, Germany).

L’application du protocole a été faite selon les instructions du fabricant. 50 pl du lysat ont été
ajoutés a 250 pl de tampon BP “Binding Buffer”, mélangés par Vortex puis transféré dans une
colonne QIAquick spin column placée dans un tube collecteur et centrifugé 1 min a 13000 rpm.
750 pl du tampon de lavage PE (Wash Buffer) ont été ajoutés. Aprés Centrifugation a 13000
rpm pendant 1 min, la colonne QIAquick contenant I’ADN génomique a été placée dans un

nouveau tube collecteur.

Une étape d’¢lution a été effectuée, 50 pl de tampon EB “Elution Buffer” (10 mM Tris-Cl, pH
8.5) ont ét¢ ajoutés au centre de la membrane QIAquick. L’ADN a été ensuite quantifié¢ a ’aide

de Qubit Flex Fluorometer (ThermoFisher).

Pour les échantillons de 1a PSPC, la concentration d’ADN était trop faible, pour cela nous avons
ajouté 300 pl du lysat a 1500 pl de tampon PB. Pour I’étape d’¢lution 30 ul de tampon EB ont
¢té ajoutés. Ensuite la concentration d’ADN a été ajustée pour tous les échantillons a 20-50

ng/pl pour un volume final de 17.5 pl.
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7. Next Generation Sequencing
7.1. Préparation des librairies de séquencage

Le Next Generation Sequencing (NGS) nécessite la préparation de fragments d’ADN
génomique de taille homogene, auxquels sont fixées a leurs extrémités de courtes séquences

appelées adaptateurs indexés, avant les réactions de séquencage.

Pour cela nous avons suivi le méme protocole pour la préparation des librairies de séquencage
des souches bactériennes et le séquencage métagénomique des prélévements de des IPD et de

la PSPC.

Les librairies de séquengage ont été préparées en utilisant le QIAseq FX DNA Library Kit
(Qiagen, Germany) afin d’obtenir des fragments de taille 300-500 pb comme suit :

7.1.1. Fragmentation

Pour chaque échantillon, la réaction de fragmentation FX a été réalisée dans un puits d’une
plaque a 96 puits. Un volume de 17.5 pl d’ADN génomique a été transferé dans chaque puits
et mélangé par pipetage avec 7.5 pl du master mix (constitu¢ de 2.5 pl de tampon FX x10

concentré et de 5 pl de ’enzyme FX).

La fragmentation a été effectuée a 1’aide d’un thermocycleur Takara-Thermal Cycler Dice
Touch (Japan) programmé comme suit: étape 1 : 1 min a 4°C, étape 2 : 3 min a 32°C, étape 3 :
30 min a 65°C et étape 4 : 1 min a 4°C.

7.1.2. Ligation des adaptateurs

Un volume de 2.5 pl d’ADN adaptateurs, préalablement répartis dans les puits d’une plaque a

96 puits, a été transféré dans le puits correspondant contenant I’ADN fragmenté obtenu dans

I’étape précédente.
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Ensuite, un volume de 22.5 pl du master mix, constitué¢ de 7.5 pul d’eau, 10 pl de Tampon 5X et
5 ul d’ADN ligase, a été ajouté a chaque prélévement, mélangé par vortex puis incubé pendant

15 min a 20°C.
7.1.3. Lavage

L’ADN a été précipité par ajout de 40 pl de solution de billes AMPure XP (Beckman Coulter,
et de 400 pl d’éthanol (80%), mixés par vortex et laissé reposer pendant 5 min a température

ambiante. Le surnageant a ensuite été éliminé par aspiration.

Deux lavages consécutifs ont été effectués en ajoutant, a chaque fois, 200 pl d’éthanol (80%)
dans chaque puits et en éliminant le surnageant par aspiration. L’éthanol résiduel a été éliminé

par incubation pendant 5-10 min jusqu’au séchage des billes.
7.1.4. Amplification des librairies de séquencage

L’amplification des fragments d’ADN génomique a ¢été réalisée par PCR, apres l'ajout, dans
chaque puits, de 25 pl de master mix de PCR composé de 12.5 pl de master mix HiFi (2x
concentré), 0.75 ul d’amorces (10 uM de chacune) et 11.75 pl de tampon EB.

L’amplification a été réalisée a partir de 17,5 uL d’ADN génomique, & une concentration
comprise entre 20 et 50 ng/uL.

L’amplification a été effectuée a 1’aide d’un thermocycleur de type Takara-Thermal Cycler
Dice Touch (Japan), programmé comme suit : une étape de dénaturation initiale a 98°C pendant
2 min ; suivit par 4 cycles de : 20 sec a 98°C (dénaturation), 30 sec a 60°C (hybridation) et 30

sec a 72°C (¢élongation) et enfin une extension finale de 1 min a 72°C.
7.1.5. Purificarion des librairies de séquencage

Les amplifiats positionnés sur la méme ligne de la plaque de 96 puits ont été collectés dans un
seul tube Eppendorf. 5 pl de chaque tube ont été ajoutés a 10 pl de 2X PB et mélangé par vortex.
Ensuite, 5 pl de chaque tube ont été ont été soumis a une électrophorese sur gel d’agarose a 1%
(p/v) dans du tampon TAE (1X), coloré¢ avec le colorant d'acide nuclé¢ique GelRed (Sigma

aldrich), sous un voltage constant (100 V) pendant 30 min.

55



Chapitre 11 Materiel et méthodes

L’ADN est ensuite visualisé a I’aide d’un transilluminateur a UV, et la taille des amplicons est

révélée par un marqueur de poids moléculaire a 100 bp (Promega, USA). La partie du gel

contenant des amplicons ayant une taille entre 350-500 pb a été excisée a I’aide d’un scalpel et

récupérée dans un tube.

L’ADN contenu dans la partie du gel excisée a été purifié en suivant le protocole Wizard SV

Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA) comme decrit ci-dessous :

7.1.6.

700 pl de Membrane Binding Solution ont été ajoutés a un volume égal du gel excisé.
Le mélange a été transféré dans une colonne SV Minicolumn posée sur un tube
collecteur, incubée 1 min a température ambiante et centrifugée 1 min a 10000 rpm.
Ensuite, le filtrat a été éliminé du tube collecteur.

La colonne a été lavée par ajout de 700 pl d’une solution de lavage Membrane Wash
Solution (éthanol ajouté), suivi d’une centrifugation a 10000 rpm pendant 1 min. Le
filtrat a ét¢ ¢liminé du tube collecteur. Cette étape a été répétée avec 1’ajout de 500 pl
de Membrane Wash Solution et centrifugation a 10000 rpm pendant 5 min.

Le filtrat a été éliminé du tube collecteur. Une centrifugation pendant 1 min a 10000
rpm a été réalisée en laissant le couvercle ouvert pour permettre 1’évaporation de
I’éthanol résiduel.

L’ADN fix¢é sur la colonne a été ¢lué par ajout de 50 ul d’eau, suivi d’une incubation
pendant 1 min a température ambiante, puis d’une centrifugation a 10000 rpm pendant
1 min. L’ADN récupéré dans le tube a ensuite été incubé 5 min a 65 °C.

L’ADN a ensuite ¢été quantifié a I’aide de Qubit Flex Fluorometer (ThermoFisher) et

conserveé a -20°C.

Dénaturation, normalisation et pooling des librairies de séquencage

Les librairies de séquencgage ont été diluées avec le tampon EB, afin d’obtenir une concentration

d’environ 1 ng/pl. Un volume de 10 pl des librairies de séquengage a été dénaturé pendant 5

min en présence de 10 pl de NaOH (0.2 N).
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3 dilutions successives de la banque d’ADN dénaturée ont été réalisée dans tampon HT1 (Hyb

Buffer 1) comme suit :

= Premiére dilution : 20 pul d’ADN dans 980 pl de tampon HT1 (V final= 1000 pl).
= Deuxi¢me dilution : 260 pl de la dilution précédente dans 740 pl de tampon HT1 (V
final= 1000 pl).
= Troisieéme dilution : 200 pl de la dilution précédente dans 1400 pl de tampon HT1 (V
final= 1600 pl).
Un volume de 2 pl de la banque d’ADN PhiX Control v3 (20pM) a été ajouté, cette banque
d’ADN sert comme controle de qualité pour le séquengage, I’alignement et pour estimer le taux

d’erreur.

7.2. Réactions de séquencage

Le séquencgage en paires " paired-end read sequencing" (2 x150-mer) a été effectué a 1’aide
d’un séquenceur Illumina NexSeq 500 (300 cycles), en utilisant le kit NextSeq 500/550 Mid

Output Reagent Kit v2.5.

Un volume de 1.3 ml de librairies de séquencage a ¢été chargé dans le séquenceur, et le

séquencage a été lancé.
8. Analyse bioinformatique
8.1. Analyse bioinformatique des génomes de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp.

8.1.1. Démultiplexage, controle de la qualité et assemblage des séquences

Apres le trimming, visant a éliminer les séquences d’adaptateurs, les codes-barres et les bases
de mauvaise qualité, Les séquences obtenues ont été assemblées de novo a I’aide du pipeline

AS5-miseq.
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8.1.2. Annotation, génotypage et détection des génes

L'annotation des génomes a été réalisée avec le logiciel Prokka (rapid prokaryotic genome

annotation tool)(Seemann, 2014).

Le génotypage in silico des souches par MLST (Larsen et al., 2012) et spaTyper (Bartels et al.,
2014) a été réalis¢ sur le site du Center for Genomic Epidemiology

(https://www.genomicepidemiology.org/services/)

Les geénes de résistance aux antibiotiques et le type SCCmec ont été identifiés a l'aide de

ResFinder (Zankari et al., 2012) et de SCCmecFinder, respectivement.

8.1.3. Analyse du pangénome

L’analyse du pangenome des 78 génomes entiers de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. (58
de cette étude et 20 disponible sur NCBI ; voir Annexe) a été réalisée a 1'aide de Roary (Page
etal., 2015).

La construction des arbres phylogénétiques a été effectuée avec FastTree et visualisée en ligne
via Phandango (Hadfield et al., 2018). Cela a été réalisé en utilisant la matrice d'absence et de

présence des genes, ainsi que le fichier d'arbre au format Newick standard généré par Roary.

8.2. Analyse bioinformatique des métagénomes dans les pieds diabétiques et les PSPC

8.2.1. Visualisation et caractérisation taxonomiques des communautés bactériennes

Apres ¢élimination des séquences d’ADN adaptateurs et les séquences de faible qualité, le
pipeline MePIC (Metagenomic Pathogen Identification for Clinical Specimens) (Takeuchi et
al., 2014) a été utilis¢é dans I’analyse métagénomique pour identifier les communautés

bactériennes du pied diabétique et de la PSPC.
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MePIC compare les séquences d’ADN avec les séquences similaires d’especes/souches
pathogeénes connues, dans la base de données (NCBI nt) en utilisant le programme

MEGABLAST.

L’abondance d’un organisme dans 1’échantillon et de génes de virulence peuvent étre déduites
du nombre de séquences détectées, qui est proportionnelle au nombre de séquences
nucléotidiques correspondantes. Les pourcentages des séquences du génome humain ont été

seulement estimés mais exclues de l'analyse en aval.
8.2.2. Visualisation des métagénomes

Les données métagénomiques ont été visualisée sous forme de graphes interactifs a 1’aide de
Krona (Ondov ef al., 2011), un outil de visualisation des résultats métagénomiques. Krona
permet 1’exploitation des abondances relatives au sein d’une hiérarchie complexe de

classification métagénomique.
8.2.3. Analyses de la diversité et abondance relative des taxa
a. Analyses de la diversité des taxa

La diversité bactérienne alpha et beta des IPD et de la PSPC a été estimée au niveau du genre

bactérien a I’aide du logiciel MEGAN v6.

La diversité alpha a été quantifiée en utilisant I’indice de diversité de Shannon-Weaver H'.
L’analyse de la diversité beta a été réalisée a 1’aide de I’ Analyse en Coordonnées Principales
(PCoA) et du réseau Neighbor-net, basés respectivement sur les distances de dissimilarité de

Bray-Curtis et I’indice de similarité¢ de Goodall (Bryant et Moulton, 2004 ; Mitra et al., 2010).
b. Analyses de I’abondance relative des taxa

Les données métagénomiques ont été analysées en utilisant Megan 6. Basé sur une approche
statistique, Megan utilise un algorithme simple pour comparer les séquences aléatoires des
génomes avec des séquences connues dans les bases de données en utilisant BLAST, puis

Megan 6 utilise la taxonomie NCBI pour organiser et résumer les résultats avant de les présenter
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sous forme d’arbres phylogénétique, de graphes statistique ou d’abondance relative ce qui

garantit une haute résolution taxonomique au niveau d’espéce et de souche (Huson et al., 2007).
9. Analyse statistique

L'analyse statistique a ét¢ effectuée a I'aide du logiciel Statistical Package for Social Sciences

(SPSS ; version 26.0). Une valeur p < 0,05 était considérée comme statistiquement significative.

Les tableaux de contingence ont été construits et le test Khi 2 a été utilisé pour calculer les
valeurs de p permettant de décrire les associations potentielles entre les especes/ST et les génes
de virulence/résistance avec les grades PEDIS et la source des isolats. La signification

statistique a été évaluée par le test Khi 2.

Le test des rangs signés de Wilcoxon a été appliqué pour estimer les différences de 1’indice de
diversité H’ et des abondances entre les échantillons des IPD et de la PSPC. Le test de Kruskal—
Wallis a été appliqué pour évaluer les différences de I’indice de diversité H et des abondances

entre les grades PEDIS.

Les données continues ont été exprimées selon la normalité de la distribution des données, sous

forme de médiane avec écart interquartile (EI, 25°-75¢ centiles) (distribution non normale).
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1. Caractéristiques des patients

Dans le cadre de cette étude, 32 patients atteints d’IPD au niveau d’un seul pied et hospitalisés
au niveau de deux centres hospitaliers de la Wilaya de Constantine, le Centre Hospitalier
Universitaire Dr Ben Badis et ’'Hopital Militaire Régional Universitaire, ont été inclus dans

cette étude.

Les IPDs ont été classées par les cliniciens en se basant sur la classification PEDIS IWGDF
(Lipsky et al., 2020). Deux prélévements ont été collectés a partir de chaque patient, un du

pied diabétique et le deuxieéme de la peau saine.

De plus, 14 souches précédemment isolées de 12 patients atteints d’IPDs ont ét¢ inclus dans

cette étude.

Les données démographiques et cliniques des patients inclus dans cette étude sont présentées

dans le tableau 7.

Tableau 7: Données démographiques et cliniques des patients.

Patient Sexe Ag Typede Grade Localisation Antibiothérapie  Pathologies liées au diabéte
e diabéte PEDIS de ’ulcére

Po1 M 73 T2 3 Avant-pied Ciprofloxacine =~ Maladie artérielle
périphérique, Hypertension
P02 F 51 T2 3 Meédio pied Amoxicilline- Maladie artérielle
clavulanate périphérique
P03 M 61 T2 4 Talon Métronidazole, = Maladie artérielle
Céfotaxime périphérique
P04 M 62 T2 3 Avant-pied  Clindamycine, Maladie artérielle
Ciprofloxacine  périphérique
PoOs F 60 T2 4 Meédio pied Métronidazole, = Maladie artérielle
Céfotaxime périphérique
Po6 M 71 T2 3 Avant-pied Ciprofloxacine =~ Maladie coronarienne,
Hypertension
Po7 M 61 T2 3 Avant-pied Clindamycine Maladie coronarienne,
P08 F 63 T2 3 Talon Métronidazole, = Maladie artérielle
Céfotaxime périphérique, Neuropathie
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P09 M
P10 M
P11 M
P12 M
P13

P14 F
P15

P16 M
P17 M
P18 M
P19 M
P20 M
P21 M
P22 M
P23 M
P24 M
P25 M
P26 M
P27 M
P28 M
P29 M
P30 M
P31 M

64
73

66
59

54

80

74

61
70

49

44
71

62

66

57

63
70

85

82

72

54

59
64

T2
T2

T1
T2

T1

T2

T1

T2
T1

T2

T1
T1

T1

T2

T2

T2
T2

T1

T2

T2

Tl

T2
T2

Avant-pied

Talon

Meédio pied
Meédio pied
Avant-pied
Avant-pied

Talon

Avant-pied

Talon

Meédio pied

Avant-pied
Meédio pied

Meédio pied

Talon

Talon

Meédio pied
Avant-pied

Talon

Avant-pied

Meédio pied

Talon

Avant-pied
Avant-pied
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Céfotaxime
Amoxicilline-
clavulanate
Clindamycine

Céphalexine

Bactrim
Imipénem
Amoxicilline-
clavulanate
Céfazoline

Bactrim

Clindamycine,
Céfotaxime
Imipénem

Imipénem

Ciprofloxacine

Clindamycine,
Ciprofloxacine

Imipénem

Céfazoline
Amoxicilline-
clavulanate
Clindamycine,
Ciprofloxacine
Métronidazole,
Céfotaxime
Métronidazole,
Céfotaxime
Bactrim,

Céfotaxime

Ciprofloxacine
Clindamycine,

Ciprofloxacine

Resultats

Hypertension
Hypertension, Neuropathie

Neuropathie

Maladie artérielle
périphérique

Hypertension
Hypertension, Neuropathie
Maladie artérielle
périphérique, Hypertension
Maladie coronarienne,
Maladie artérielle
périphérique, Neuropathie

Hypertension

N

Maladie artérielle
périphérique
Maladie artérielle
périphérique

Neuropathie

Maladie artérielle
périphérique, Neuropathie
Hypertension

Maladie artérielle
périphérique, Neuropathie

Hypertension

Maladie coronarienne,
Neuropathie
Hypertension, Neuropathie

Maladie coronarienne,
Maladie artérielle
périphérique
Hypertension, Neuropathie
Maladie coronarienne,
Maladie artérielle

périphérique
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P32 M
S16* F
S17K* M
S104K* F
S4K* M
S6K* M
STK* M
S8K* M
S9K* M
S10K* M
S11K* M
S12K* M
S14K* F

60

57
72

60
59

49

58

60

52

60

67

85
60

T2

T1
T2

T2
T2

T1

T2

T2

T1

T2

T2

T2
T2

3
4

Talon

Talon

Talon

Meédio pied
Avant-pied

Meédio pied

Talon

Talon

Meédio pied

Avant-pied

Talon

Avant-pied
Meédio pied

Métronidazole,
Céfotaxime
Céfazoline
Amoxicilline-
clavulanate
Imipénem
Clindamycine,
Ciprofloxacine
Bactrim
Ciprofloxacine
Métronidazole,
Céfotaxime
Céphalexine,
Gentamicine
Métronidazole,
Céfotaxime
Clindamycine,
Ciprofloxacine
Ciprofloxacine

Céfazoline

Resultats

Maladie artérielle
périphérique
Neuropathie

Maladie coronarienne

Maladie coronarienne
Maladie artérielle
périphérique
Hypertension
Neuropathie

Maladie artérielle
périphérique, Neuropathie

Hypertension

Neuropathie

Maladie coronarienne

Neuropathie
N

* Preléevement collecté uniquement a partir d'IPD. M : Masculin ; F : Féminin ; T1/T2 : diabéte de type 1 ou 2.
PI1-P32 : patients inclus dans les deux parties de I’étude, N : aucune pathologie liée au diabéte identifice.

Trente-sept patients (84,1%) étaient de sexe masculin et sept (15,1%) de sexe féminin. L’age

des patients variait entre 44 et 85 ans, avec une moyenne d’age de 63,6+9.3 ans.

Selon la classification PEDIS IWGDF, 36,4% (n=6) des infections ont été classées comme
PEDIS 2 légeres, 38,7% (n=17) PEDIS 3 _modérées, et 25% (n=11) PEDIS 4 _séveres.

Quarante-deux (95.5%) patients ont présenté au moins une pathologie liée au diabéte. La

maladie artérielle périphérique était la plus fréquente (40,9%, n=18), suivie de la neuropathie

(36,4%, n=16), de I’hypertension artérielle (31,8%, n=14) et de la coronaropathie (22,7%,

n=10).
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2. Isolement de Staphylococcus et Mammaliicoccus spp.

L’identification des souches a été basée sur les caractéres culturaux et morphologiques apres
incubation. Les colonies de S. aureus sont de couleur jaune doré¢, arrondies a bords réguliers.
En revanche, les colonies appartenant aux autres especes de SCoN/Mammaliicoccus présentent

une apparence variable en fonction de l'espéce et de la souche elles-mémes.

D’aprés ces résultats, 58 colonies ont été suspectées appartenir aux genres Staphylococcus et
Mammaliicoccus spp., dont 44 provenaient de 32 patients prélevés de la peau saine et du pied

diabétique, et 14 souches supplémentaire isolées pied diabétique des 12 patients.

3. Identification des isolats de Staphylococcus et Mammaliicoccus spp. par séquencage du

génome entier

Les 58 isolats retenus dans 1’étape précédente ont été soumis a un séquengage du génome entier.
Les résultats ont permis ’identification de 32 (55,2%) S. aureus, 10 (17,2%) S. epidermidis, 8
(13.8%) S. haemolyticus, 3 (5,2%) S. simulans, 2 (3.5%) S. caprae , ainsi qu’un isolat chacun
(1,7 %) de S. hominis, S. saprophyticus et M. sciuri.

Parmi les 32 isolats de S. aureus, 23 (71,9 %) provenaient d’IPD, tandis que 9 (28,1 %) de la
PSPC.

Vingt-sept des 32 isolats de S. aureus (84.4%) portaient le géne mecA, qui confere la résistance
a la méthicilline ; et par conséquent, ils ont été classés comme des SARM. Parmi ces derniers,

66.7% (18/27) provenaient des IPD et 33.3% (9/27) de la PSPC.

Pour ce qui est des SCoON/ Mammaliicoccus spp., S. epidermidis est I’espéce la plus abondante,
dans la PSPC (6/10, 60%). Les autres espéces ont été exclusivement isolées de la PSPC.
Statistiquement, la variation des espéces était significativement associée a la source d'isolement

(valeur p = 0,004).
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4. Typage moléculaire des isolats de Staphylococcus/ Mammaliicoccus spp.
4.1. Typage par MLST

La détermination in silico des séquences types (STs) a révélé que les isolats de S. aureus
appartenaient a 6 STs connues, dont ST80 (16/32, 50 %), ST241 (5/32, 15,6 %), ST672 (3/32,
9,4 %),ST1 (2/32,6,3 %), ST97 et ST291 (1/32 chacun, 3,1 %), ainsi que 4 isolats appartenaient
a une ST non identifiée (STNF) (12,5 %) (Tableau 8).

Trois STs ont été détectées parmi les isolats de S. epidermidis, ST54 (6/10; 60 %), ST35 (2/10;
20 %) et ST640 (1/10; 10 %). Tandis que cing STs ont ét¢ détectées parmi les isolats de S.
haemolyticus, ST3 (3/8 ; 37,5 %), ST25 (2/8; 25 %) et ST29, ST1 et ST56 (1/8; 12,5 %)
(Tableau 8).

Table 8: Caractéristiques moléculaires des souches de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp.
isolées des IPD et de la peau saine.

Patient Nombre Origine Espéce SCCmec ST Spa
d’isolats

Po1 3 IPD S. aureus IVd(2B) ST672 t3841
PSPC S. aureus IVd(2B) ST672 t3841
PSPC S. epidermidis SCoNSM ST54

P02 2 PSPC S. aureus IVe(2B) ST80 t1247
PSPC S. aureus I(3A) STNF t037

P03 3 IPD S.aureus IVe(2B) ST80 t044
PSPC S.aureus IVce(2B) ST80- t044
PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST38

P04 2 IPD S. epidermidis SCoNSM ST54
PSPC S. epidermidis SCoNSM ST54

P05 3 IPD S. epidermidis SCoNSM ST54
PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST29
PSPC M. sciuri ITI(3A) STNF

Po6 2 IPD S. epidermidis SCoNSM ST54
PSPC S. epidermidis SCoNSM ST54

P07 1 PSPC S. epidermidis SCoNSM STNF

P08 1 PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST25

P09 3 IPD S. aureus IVce(2B) ST80 t044
IPD S. caprae SCoNSM STNF
PSPC S. aureus IVc(2B) ST80 t044

P10 2 IPD S. aureus SASM ST291 t937
PSPC S. hominis SCoNSM STNF

P11 1 IPD S. aureus II(3A) STNF t037

P13 1 PSPC S. epidermidis SCoNSM ST35

P14 1 PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST3

P15 3 IPD S. aureus ITI(3A) ST241 t037
PSPC S. aureus III(3A) ST241 t037
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PSPC S. epidermidis SCoNSM ST35
P16 2 IPD S. aureus ITI(3A) ST241 t037
PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST3
P17 2 IPD S. epidermidis SCoNSM ST640
PSPC S. simulans SCoNSM STNF
P18 1 PSPC S. simulans SCoNSM STNF
P19 2 IPD S. caprae SCoNSM STNF
PSPC S. simulans SCoNSM STNF
P20 1 PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST1
P26 1 IPD S. aureus III(3A) STNF t037
P27 1 PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST56
P28 1 PSPC S. haemolyticus SCoNSM ST25
P29 1 PSPC S. aureus IVe(2B) ST80 t044
P30 1 PSPC S. aureus SASM ST97 t9432
P31 1 IPD S. aureus IVd(2B) ST672 t3841
P32 2 IPD S. aureus ITI(3A) ST241 t037
PSPC S. aureus ITI(3A) ST241 t037
S16* 1 IPD S. aureus SASM STNF t037
S17K* 1 IPD S. aureus IVe(2B) ST80 t044
S104K* 1 IPD S. aureus IVc(2B) ST80 t044
S4K* 1 IPD S. saprophyticus SCoNSM STNF
S6K* 1 IPD S. aureus IVce(2B) ST80 t044
S7TK* 1 IPD S. aureus IVe(2B) ST80 t044
S8K* 1 IPD S. aureus IVce(2B) ST80 t044
S9K* 1 IPD S. aureus IVe(2B) ST80 t044
S10K* 1 IPD S. aureus IVce(2B) ST80 t044
S11K* 2 IPD S. aureus IVe(2B) ST80 t044
IPD S. aureus IVc(2B) ST80 t044
S12K* 2 IPD S. aureus IVe(2B) ST80 t044
IPD S. aureus SASM ST1 t127
S14K* 1 IPD S. aureus SASM ST1 t127

IPD : infection du pied diabétique, PSPC : peau saine du pied contralatéral; SASM : Staphylocoque aureus
sensible a la méthicilline ; SCoONSM : Staphylocoque a coagulase négative sensible a la méthicilline ; ST :
Séquence type; STNF : ST non identifié ; SCCmec : Cassette chromosomique Staphylococcique mec.
*souches supplémentaires. § Nouvel allele, ST peut indiquer le ST le plus proche. Les valeurs sont des

nombres.
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4.2. Typage spa

Le typage du géne spa codant la protéine A spécifique de S. aureus, a permis 1’identification
de 8 types spa différents. Le type le plus dominant était le t044 (13/32 ; 40,6 %), suivi de t037
(9/32, 28,1 %), t3841 (3/32, 9,4 %), t1247 et t127 (2/32 chacun, 6,3 %), ainsi que t639, t9432
et t937 (1/32 chacun, 3,1 %).

4.3. Typage SCCmec

Deux types de SCCmec ont été détectés parmi les souches de SARM, le type IV (19/27 ; 70,4%)
et le type III(A) (8/27 ; 29,6%). Les SCCmec de type IV ont été classées en sous-types [Vc(2B)
(16/27 ;59,3 %) et IVA(2B) (3/27 ; 11,11 %).

Parmi les souches de SCoN/ Mammaliicoccus spp., SCCmec 1II(A) a également été détecté

chez M. sciuri (1/26 ; 3,8 %).
4.4. Caractérisation des clones de S. aureus par combinaison des typages ST-SCCmec-spa

La combinaison des types ST-SCCmec-spa a révélé la présence de quatre clones de SARM
distincts. Le clone prédominant était ST80-t044-1Ve(2B) (13/27, 48,1 %) suivi par ST241-
t037-111(3 A) (5/27, 18,5 %), ST672-t3841-1Vd(2B) (3/27, 11,1 %) et STNF-t037-111(3 A) (3/27,
11,1 %). De plus, deux autres types spa ont été détectés parmi les isolats ST80-IVc(2B), t1247
(2/27, 7,4 %) et t639 (1/27, 3,7 %).

Quatre clones ont également été identifiés parmi les isolats de SASM, avec 2 isolats de ST1-
t127 (2/5, 40 %), et 1 isolat chacun de ST97-t9432, ST291-t937 et STNF-t037 (1/5 chacun,
20 %).
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5. Analyse des génes de virulence chez les isolats de S. aureus.

Nous avons analysé la présence et 1'absence des génes de virulence. Toutes les associations
statistiques potentielles entre les STs et les génes de virulence avec les grades PEDIS et la
source des isolats ont été examinées en utilisant le test Khi 2. Cependant, seules les associations

statistiques entre la présence/absence des genes et les clones ont été rapportées.
L’analyse des génomes des isolats de S. aureus a révélé la présence d’un large éventail de génes

de virulence. Le tableau 9 présente les proportions des génes de virulence dans chaque clone,

ainsi que les associations statistiques entre les génes de virulence et le type de clone.

Tableau 9 :Distribution des génes de virulence parmi les différents clones de S. aureus.

I 58 58 I8 € 98 e 8§ o

Se 3T 3L 8% a5% 3T 3T Ip &

2% @ 2= 28 E£TE€ e Zg ¥ %

i =L EL 2L st =L EL % -

= «E ws ZFE I« «w& g

’ Adhésinesa
clfA 2(100) 5(100) 0(0)  0(0)  0(0) 1(100)  4(100)  12(37.5) <0.001
clfB 2(100) 5(100) 0(0)  3(100) 0(0) 1(100)  2(50)  13(40.6) <0.001
ebp 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
fubA 2(100) 0(0)  0(0)  0(0)  0(0) 0(0) 0(0) 2(63)  <0.001
fubB 2(100) 0(0)  0(0)  0(0) 1(6.3)  0(0) 0(0) 3(9.4)  0.002
map 0(0)  5(100) 0(0)  3(100) 15(93.8) 1(100) 4(100) 28(87.5) 0.001
capA 1(50) 0(0) 0(0)  1(33.3) 3(18.8) 1(100) 0(0) 6(18.8)  0.214
cap84 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
cap8B 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
cap8C 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
cap8D 0(0)  5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 30(93.8) <0.001
cap8E 0(0)  5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 30(93.8) <0.001
cap8F 0(0)  5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 30(93.8) <0.001
cap8G 0(0)  5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 30(93.8) <0.001
capSH 0(0)  5(100) 0(0)  3(100) 16(100) 0(0) 4(100)  28(87.5) <0.001
cap8I 2(100) 5(100) 0(0)  3(100) 16(100) 0(0) 4(100)  30(93.8) <0.001
cap8J 2(100) 5(100) 0(0)  3(100) 16(100) 0(0) 4(100)  30(93.8) <0.001
cap8K 2(100) 5(100) 0(0)  3(100) 16(100) 0(0) 4(100)  30(93.8) <0.001
capSL 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
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cap8M 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
cap8N 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
cap80 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
cap8P 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
capN 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)
srtB 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 15(93.8)
sdrC 2(100) 5(100) 0(0) 1(33.3) 12(75)
sdrD 2(100) 5(100) 0(0) 3(100)  15(93.8)
sdrE 1(50) 3(60) 0(0) 0(0) 15(93.8)
icaA/B/C/D/R 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
isdA 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
isdB 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
isdC 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
isdD 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 15(93.8)
isdE 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
isdF 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
isdG 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
isdl 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)
harA 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)

Toxines

Hemolysines
hly/hla 2(100) 0(0) 1(100) 3(100) 16(100)
hilb 1(50)  0(0) 1(100) 1(33.3) 5(31.3)
hid 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
higA/B/C 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100)
Enterotoxines et enterotoxines-Like
sea 2(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
seb 2(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
seh 2(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
egc cluster*® 0(0) 0(0) 0(0) 3(100) 0(0)
sek 2(100) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0)
seq 2(100) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0)
selk 2(100) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0)
selgq 2(100) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0)
Toxines similaires a 1'exotoxine staphylococcique
setl6 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 0(0)
setl7 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)
setl8 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)
setl9 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3) 0(0)
set20 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)
set21] 1(50)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
set22 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)
set23 1(50)  0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8)
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1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)

1(100)
1(100)
1(100)
1(100)

0(0)
1(100)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
1(100)
1(100)
1(100)
1(100)
0(0)

1(100)
1(100)

4(100)
4(100)
4(100)
4(100)
0(0)
4(100)
4(100)
4(100)
3(75)
4(100)
4(100)
4(100)
4(100)
4(100)
4(100)
4(100)
4(100)
0(0)
0(0)

0(0)
0(0)
4(100)
4(100)

4(100)
0(0)
0(0)
0(0)
4(100)
4(100)
4(100)
4(100)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

Resultats

32(100) N
32(100) N
32(100) N
32(100) N
6(18.8) 0214
31(96.9) 0.984
25(78.1) 0.104
30(93.8) 0.014
23(71.9) 0.018
32(100) N
32(100) N
32(100) N
32(100) N
31(96.9) 0.984
32(100) N
32(100) N
32(100) N
6(18.8)  0.214
6(18.8) 0214
23(71.9) <0.001
9(28.1)  0.161
32(100) N
32(100) N
6(18.8)  <0.001
3(9.4)  <0.001
2(6.3)  <0.001
3(9.4)  <0.001
11(34.4) <0.001
11(34.4) <0.001
11(34.4) <0.001
11(34.4) <0.001
263)  0.060
6(18.8) 0214
6(18.8)  0.214
2(63)  0.002
6(18.8)  0.214
13.1)  0.017
6(18.8)  0.214
6(18.8) 0214
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set24

set25

set26

Autres toxines
edinB
lukS-PV/lukF-PV
lukD/E

esaA
esaB
esaD
esak
esaG
esaGl
esaG2
esaG3
esaG4
esaG5
esaG6
esaG7
esaG8
esaG9
essA
essB
essC
esxA
esxB
esxC

esxD

lipases
geh

lip
Protéases
sspA

sspB
sspC

splA

splB

splE
Hyaluronidases
hysA

Coagulases

1(50)
1(50)
1(50)

0(0)
0(0)
2(100)

2(100)
2(100)
2(100)
2(100)
1(50)
1(50)
1(50)
1(50)
1(50)
1(50)
0(0)
1(50)
1(50)
1(50)
2(100)
2(100)
2(100)
2(100)
2(100)
2(100)
2(100)

2(100)
2(100)

2(100)
2(100)
2(100)
2(100)
2(100)
2(100)

2(100)

0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
0(0)
5(100)

5(100)
5(100)
0(0)
0(0)
0(0)
5(100)
0(0)
0(0)
5(100)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
5(100)
5(100)
5(100)
0(0)
5(100)
0(0)
0(0)
0(0)

5(100)
5(100)

5(100)
5(100)
5(100)
5(100)
5(100)
5(100)

5(100)

0(0) 1(33.3) 3(18.8)  1(100)
0(0) 1(33.3) 3(18.8)  1(100)
0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
1(100) 0(0) 16(100)  0(0)
0(0) 0(0) 16(100)  0(0)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
Systéme de sécrétion de type VII
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
0(0) 1(33.3) 3(18.8)  1(100)
1(100) 0(0) 0(0) 0(0)
0(0) 2(66.7) 13(81.3) 0(0)
0(0) 2(66.7) 0(0) 0(0)
0(0) 2(66.7) 0(0) 0(0)
0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
1(100) 2(66.7) 0(0) 0(0)
0(0) 2(66.7) 0(0) 0(0)
0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
0(0) 2(66.7) 13(81.3) 0(0)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
Enzymes de degradation
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 3(100) 16(100) 1(100)
1(100) 0(0) 16(100)  1(100)
0(0) 0(0) 16(100)  1(100)
1(100) 0(0) 0(0) 1(100)
1(100) 0(0) 16(100)  0(0)
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0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
0(0)
4(100)

4(100)
4(100)
0(0)
0(0)
0(0)
4(100)
0(0)
0(0)
4(100)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
4(100)
4(100)
4(100)
0(0)
4(100)
0(0)
0(0)
0(0)

4(100)
4(100)

4(100)
0(0)

4(100)
4(100)
4(100)
4(100)

4(100)

Resultats

6(18.8)
6(18.8)
1(3.1)

17(53.1)
16(50)
32(100)

32(100)
32(100)
23(71.9)
23(71.9)
6(18.8)
11(34.4)
16(50)
3(9.4)
12(37.5)
1(3.1)
3(9.4)
3(9.4)
13.1)
25(78.1)
32(100)
32(100)
23(71.9)
32(100)
23(71.9)
23(71.9)
23(71.9)

32(100)
32(100)

32(100)
28(87.5)
32(100)
29(90.6)
28(87.5)
13(40.6)

28(87.5)

0.214
0.214
0.017

<0.001
<0.001
N

N

N
<0.001
<0.001
0.214
<0.001
0.007
0.006
<0.001
0.017
<0.001
0.006
0.017
0.091

<0.001

<0.001

<0.001
<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
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coa 2(100) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(9.4) <0.001

vWbp 2(100) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 4(100)  11(34.4) <0.001

Autres enzymes

aur 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100)  4(100)  32(100) N
Evasion immunitaire

adsA 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100)  4(100)  32(100) N

chp 0(0) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(15.6) <0.001

sak 2(100) 5(100) 0(0) 3(100)  14(87.5) 1(100)  4(100)  29(90.6) 0.077

scn 2(100) 5(100) 0(0) 3(100) 14(87.5) 1(100)  4(100)  29(90.6) 0.077

spa 2(100) 0(0) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100)  0(0) 23(71.9) <0.001

sbi 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100)  4(100)  32(100) N

* Le cluster egc correspond aux genes seg, sei, sem, sen, seo et seu. N : valeur de p non significative (p >

0,05). Les valeurs sont exprimées en nombres et les pourcentages sont entre parentheses.
5.1. Adhésines

Quarante-deux geénes codant des protéines de surface impliquées dans 1'adhérence aux tissus de
I’hote ont été détectés. Cela inclut les genes clfA4 (12/32 ; 37.5%) et clfB (13/32 ;40.6%) codant
pour les protéines de liaison au fibrinogene, fnbA4 (2/32 ;6.3%) et fubB (3/32 ;9.4%) codant pour
les protéines de liaison a la fibronectine. Parmi ces genes, 15 étaient statistiquement associés

au type de clone.

5.2. Toxines

Trente-cinq génes codants des toxines ont été détectés aussi bien dans les SARM que dans les

SASM.
A l'exception des génes codant pour les toxines similaires a I'exotoxine staphylococcique, nous

avons observé que chaque clone présentait un profil génétique distinct en ce qui concerne les

genes codant pour les toxines.
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5.2.1. Hémolysines

Six geénes codant les hémolysines a, B, o et y ont ¢été détectées.
De maniére remarquable, les génes codant la y-hémolysine (higA, higC et higB) et la d-
hémolysine (h/d) ont été détectés dans tous les isolats de S. aureus. D'un autre coté, les génes
codant I'a-hémolysine (//a/hly) et la f-hémolysine (h/b) n'ont pas été détectés dans les isolats
appartenant aux ST241-t037 et ST97-t9432. Seul hla/hly était associé statistiquement au le type
de clone (p <0.001).

5.2.2. Entérotoxines et entérotoxines-like
Onze genes codant les entérotoxines (se) (sea, seb, seh, sek, seq, seg, sei, sem, sen, seo et seu)
et 2 geénes codant les entérotoxines-like (sel) (selk et selg) ont été détectés. L'association

statistique entre les genes se/sel et le type de clone était trés significative (p= < 0.001).

Les isolats ST1 portaient le plus grand nombre (n=7) de génes se/sel, sea, seb, seh, sek, seq,

selk et selg. En revanche, aucun des geénes se/sel n'a été détecté parmi les isolats STSO0.
5.2.3. Toxines similaires a I'exotoxine staphylococcique

Nous avons détecté 11 geénes codant pour des toxines similaires a l'exotoxine staphylococcique,

de set16 a set26, avec des proportions de portage faibles allant de 3,1 % a 18,8 %.

5.2.4. Autres toxines

Les génes codant les leucocidines (lukD, [ukE) ont ét¢ détectés dans tous les isolats de S. aureus
(32/32; 100%). En revanche, les geénes [lukF/lukS-PV, codant la leucocidine de Panton-
Valentine (PVL), n'ont été détectés que dans les isolats appartenant au ST80 (16/32 ; 50%).
De plus, le géne edinB codant des inhibiteurs de la différenciation cellulaire épidermique a

¢galement été détecté uniquement dans les isolats appartenant a ST80 (16/32 ; 50%) et dans

ST291-t937 (1/32 ; 3,1%).
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De maniére remarquable, aucun des isolats de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. ne portait

de genes de toxine exfoliante (efa ou eth) ni de geéne de toxine du choc toxique (#s?).

5.3. Systéme de sécrétion de type VII

Les geénes du locus ess qui codent pour le systeme de sécrétion Ess/Type VII, essentiel a la
virulence, ont ét¢ détectés chez les souches de S. aureus. Le géne esxA a été retrouvé dans tous
les isolats (32/32, 100 %), tandis que les genes esxB, esxC et esxD, codant pour de petites
protéines sécrétées, étaient présents dans 71,9 % d’isolats (23/32 chacun). Les geénes esaD et
esaE, identifiés également chez 23 isolats (71,9 % chacun), codent respectivement pour une

toxine a activité nucléase et une chaperonne putative.

Les geénes esaA, essA et essB, codant pour des protéines membranaires, ainsi que esaB, codant
pour une protéine cytoplasmique présumée, ont été retrouvés dans toutes les souches (32/32
chacun, 100 %). Le gene essC, codant pour une ATPase hexamérique ancrée a la membrane, a
été détecté chez 71,9 % des isolats (23/32). Par ailleurs, les génes esaG(1 a 9), codant pour des

antitoxines homologues, ont également été identifiés, avec des fréquences variables.

5.4. Exoenzymes
5.4.1. Lipases

Les geénes /lip et geh codant pour des lipases capables de détruire les tissus hotes ont été

identifiés dans tous les isolats de S. aureus (32/32 chacun; 100%),.
5.4.2. Protéases
Une forte prévalence de génes codant pour des protéases a été identifiée, tels que sspA (32/32 ;

100%), sspB (28/32 ; 87,5%) et sspC (32/32 ; 100%), codant respectivement pour la sérine

protéase, la staphopaine B et la staphostatine B.
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5.4.3. Hyaluronidases

Le gene hysA, codant pour I'hyaluronate lyase était présent dans (28/32 ; 87.5%) des isolats.
Cette enzyme clive l'acide hyaluronique, facilitant ainsi la dissémination des pathogénes a
travers les tissus de I'hote.

5.4.4. Coagulases

Les geénes coa et vWhp, codant respectivement pour la coagulase et la protéine de liaison au
facteur de Willebrand, ont été détectés dans les souches de S. aureus, montrant une forte
association statistique (p < 0.001) avec le type de clones.

5.4.5. Autres exoenzymes

Tous les isolats de S. aureus possédaient le géne aur (32/32 ; 100%) codant pour 'aureolysine,

une métalloprotéinase jouant un role dans I'inhibition des lymphocytes.

5.5. Protéines d’échappement au systéme immunitaire

On a identifié une forte prévalence de geénes codant pour des protéines impliquées dans la
réduction, le blocage et 1'échappement aux défenses immunitaires de 1'hote, ads4 (32/32 ;
100%), chp (5/32 ; 15,6%), sak (29/32 ; 90,6%), scn (29/32 ; 90,6%), spa (23/32 ; 71,9%) et
sbi (32/32 5 100%).

6. Analyse des génes de résistance aux antibiotiques chez les isolats de S. aureus.

Les génes codant pour la résistance a plusieurs classes d’antibiotiques ont été détectés parmi

les isolats de S. aureus. Le tableau 10 récapitule les proportions des genes de résistance détectés,

ainsi que 1’association statistique de ces genes avec les différents clones.
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Tableau 10: Génes de résistance aux antibiotiques détectés dans les isolats de S. aureus (n =

32).

— 2 -~

E = E = ; = 'E = % E l?*z = %‘ = % a{,';'

= & 5 £ 8 £ s &
p-lactamines ’
mecA 0(0) 5(100)  0(0) 3(100) 16(100)  0(0) 3(75) 27(84.4) <0.001
blaZ 0(0) 5(100) 1(100) 3(100)  2(12.5)  1(100) 4(100) 16(50) <0.001
blal 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3)  0(0) 1(100) 0(0) 2(6.3) 0.002
blaR1 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3)  0(0) 1(100) 0(0) 2(6.3) 0.002
Enzymes modifiant les aminosides
ant(6)-Ia 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 16(100)  1(100) 0(0) 17(53.1) <0.001
ant(9)-Ia 0(0) 5(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(15.6)  <0.001
aac(6')- aph(2") 0(0) 5(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(75) 8(25) <0.001
aph(3")-111 0(0) 5(100)  0(0) 2(66.7)  13(81.3) 0(0) 0(0) 20(62.5) 0.005
aph(3")-Illa 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3)  3(18.8)  1(100) 0(0) 5(15.6)  0.207
sat4 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3)  3(18.8)  1(100) 0(0) 5(15.6)  0.207
Macrolides
mph(C) 0(0) 0(0) 0(0) 3(100)  0(0) 0(0) 0(0) 3(9.4) <0.001
msr(A) 0(0) 0(0) 0(0) 3(100)  0(0) 0(0) 0(0) 3(9.4) <0.001
ermA 0(0) 5(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(15.6)  <0.001
ermC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(6.3) 1(100) 0(0) 2(6.3) 0.014
Tétracyclines
tet(K) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(12.5)  0(0) 0(0) 2(6.3) 0.907
tet(M) 0(0) 5(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 4(100)  9(28.1) <0.001
tet(38) 1(50) 0(0) 0(0) 1(33.3)  3(18.8)  1(100) 0(0) 6(18.8) 0.214
Acide fusidique
fusB 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(12.5)  0(0) 0(0) 2(6.3) 0.907
fusC 2(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(6.3) <0.001
Triméthoprime-sulfaméthoxazole
dfrG 0(0) 5(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(15.6)  <0.001
Fosfomycine
fosB 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3)  0(0) 0(0) 0(0) 1(3.1) 0.126

p > 0,05 est considéré comme statistiquement significatif. Les valeurs sont exprimées en

nombres et les pourcentages sont entre parentheses.
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6.1. p-lactamines

Les genes conférant la résistance aux B-lactamines, mecA et blaZ, ont été identifiés parmi les

isolats de S. aureus a des fréquences respectives de 84,4 % (27/32) et 50 % (16/32).
6.2. Enzymes modifiant les aminosides (EMA)

Le gene aph(3')-1ll/aph(3')-1lla était le plus répandu parmi les isolats de S. aureus (25/32 ;
78,1 %). Tous les isolats ST80 (16/32, 50 %) étaient positifs pour les génes ant(6)-1a et aph(3')-
IIl/aph(3')-1l1a, et tous les isolats ST241 (5/32, 15,6 %) étaient positifs pour 3 génes EMA,
ant(9)-1a, aac(6')-aph(2") et aph(3')-1ll. En revanche, les isolats appartenant aux clones ST1-
t127 et ST291-t937 ne portaient aucun gene EMA.

6.3. Macrolides

Quatre geénes conférant la résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramine B (MLSB)
ont été identifiés dans les isolats de S. aureus. Les geénes msr(4) et mph(C) ont été identifiés
dans tous les isolats de ST672 (3/32 ; 9,4 %), tandis que le géne erm(A4) a été détecté dans tous
les isolats de ST241 (5/32; 15,6 %).

6.4. Tétracyclines
Trois génes associés a la résistance a la tétracycline ont été identifiés parmi les isolats de S.
aureus, tet(M) (9/32 ; 28,1 %), tet(K) (2/32 ; 6,3 %) et tet(38) (6/32 ; 18,8 %).

Il est particulierement notable que seuls les isolats du type spa t037, porteurs de SCCmec-I11
(ST241 et STNF), étaient positifs pour le gene tet(M).
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6.5. Acide fusidique

Les genes fusB (2/32; 6,3 %) et fusC (2/32; 6,3 %), responsables de la résistance a l'acide
fusidique, ont été identifiés dans les clones ST80-t1247 et ST1-t127, respectivement.

6.6. Triméthoprime-sulfaméthoxazole

Le gene dfrG codant la résistance au triméthoprime-sulfaméthoxazole a été détecté uniquement

dans les isolats appartenant a ST241 (5/32 ; 15,6 %).

6.7. Fosfomycine

Le géne fosB, conférant la résistance a la fosfomycine, a été identifié chez un seul isolat (1/32,

3.1%) appartenant au ST672.

7. Analyse des génes de virulence chez les isolats de SCoN/Mammaliicoccus spp.

Le seul élément de virulence identifi¢ parmi les 26 isolats de SCoN/Mammaliicoccus spp. était
I’¢lément mobile de catabolisme de 1’arginine (arginine catabolic mobile element, ACME),

présent exclusivement dans les isolats de S. epidermidis (9/26; 34,6%) (Tableau 11).

Tableau 11: Génes codant 1'élément mobile catabolique de l'arginine dans les isolats de

SCoN/Mammaliicoccus spp. (n = 26).

~ ~ ] ’;‘ § —_ ~ 5 ? " = ’?
S v S 58 €2 g3 £ 88 ) @
SF S F £E =F =£F S 7 = & =
S o~ %A Oy S 2 g 2 g": 3 o ° & C;
9 - S N NS s %) S = LT _E en -~ 1
=T 4T 3% T st sl 3T T &
%] T
ACME — 0(0) 0(0) 990)  0(0)  0(0) 00)  0(0) 934.6)  0.001

ACME arginine catabolic mobile element, p > 0,05 est considéré comme statistiquement significatif. Les

valeurs sont exprimées en nombres et les pourcentages sont entre parentheses.
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8. Analyse des génes de résistance aux antibiotiques et aux biocides chez les isolats de

SCoN/Mammaliicoccus spp.

Les genes de résistance aux antibiotiques et aux biocides détectés parmi les isolats de

SCoN/Mammaliicoccus spp. sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12: Genes de résistance aux antibiotiques et aux biocides détectés dans les isolats de

SCoN/Mammaliicoccus spp. (n = 26).

S = €5 $2 .z §z 22 9
ST 3T 3= §§ ST T 5T =8 &
g “g YL Sz “4E FE 4E g ¢
© ~ “ 4

p-lactamines
blaZ 0(0) 2(100) 10(100) 8(100)  1(100) 0(0) 0(0) 21(80.8)  <0.001
blal 0(0) 2(100) 1(10) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 5(19.2) 0.103
blaR1 0(0) 1(50) 1(10) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 4(15.4) 0.714
mecA 1(100)  0(0) 9(90) 8(100)  1(100) 0(0) 0(0) 19(73.1) 0.002
mecAl 1(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) <0.001
mecl 1(100)  0(0) 1(10) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(7.7) 0.038
mecR1 1(100)  0(0) 1(10) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(7.7) 0.038
Enzymes modifiant les aminosides

aac(6')- aph(2") 0(0) 0(0) 0(0) 5(62.5) 0(0) 0(0) 0(0) 5(19.2) 0.030
aac(6')-Ie/aph(2")-Ia 1(100)  0(0) 0(0) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 3(11.5) 0.079
aph(3")-II1 0(0) 0(0) 0(0) 4(50) 0(0) 0(0) 0(0) 4(15.4) 0.100
aph(3')-Illa 0(0) 0(0) 0(0) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 2(7.7) 0.560
sat4 0(0) 0(0) 0(0) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 2(7.7) 0.560
Streptogramine

vat(B) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5)  0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) 0.886
vat(C) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5)  0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) 0.886
vgh(B) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5)  0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) 0.886
Macrolides

mph (C) 0(0) 0(0) 2(20) 8(100)  0(0) 0(0) 0(0) 10(38.5) 0.004
msr(A) 0(0) 0(0) 2(20) 8(100)  1(100) 0(0) 0(0) 11(42.3) 0.003
ermC 0(0) 0(0) 1(10) 5(62.5) 0(0) 0(0) 0(0) 6(23.1) 0.110
vga(A) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5)  0(0) 0(0) 3(100) 4(15.4) 0.004
vga(B) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5)  0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) 0.886
vga(A)LC 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5)  0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) 0.886
sal(A) 1(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) <0.001
Tétracycline

tet(L) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5)  0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) 0.886
tet(K) 0(0) 7(70)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 7(26.9) 0.018
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Acide fusidique

fusB 0(0)

fusC 0(0)
Trimethoprim-sulfamethoxazole
dfrG 0(0)
dfrS1 0(0)
Fosfomycine

fosB 0(0)
Streptomycine

str 0(0)
Kanamycine and néomycine

aadD 0(0)
Composés d'ammonium
quaternaire

qacB 0(0)

p > 0,05 est considéré comme statistiquement significatif. Les

pourcentages sont entre parenthéses.

8.1. B-lactamines

1(50)
0(0)

0(0)
0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

9(90)
1(10)

0(0)
1(10)

10(100)

0(0)

0(0)

0(0)

3(37.5)
1(12.5)

5(62.5)
0(0)

0(0)

1(12.5)

1(12.5)

1(12.5)

0(0)
0(0)

0(0)
0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)
0(0)

0(0)
0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)
0(0)

0(0)
0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

10(38.5)

Resultats

13(50) 0.045

0.986

5(19.2) 0.030

0.948

<0.001

0.886

0.886

0.886

valeurs sont exprimées en nombres et les

Une fréquence élevée de génes associés a la résistance aux B-lactamines, blaZ (21/26 ; 80,8%)

et mecA/mecAl (20/26; 76,9%), a été observée parmi les isolats de SCoN/M. sciuri.

De maniére remarquable, le seul isolat de M. sciuri portait simultanément les génes mecA et

mecAl (1/1 ; 100%).

8.2. EMA

A l'exception de M. sciuri, qui est positif pour aac(6')-Ie/aph(2")-Ia (1/26 ; 3,8%), les génes

conférant la résistance aux EMA ont été détectés exclusivement dans les isolats appartenant a

S. haemolyticus.

8.3. Macrolides

Sept génes conférant la résistance aux macrolides ont été détectés, avec mrs(4) (11/26 ;42,3%),

mph(C) (10/26 ; 38,5%) et ermC (6/26 ; 23,1%) présentant les prévalences les plus élevées.

Tous les isolats de S. haemolyticus étaient positifs pour msr(4) et mph(C).
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8.4. Tétracyclines

Deux génes conférant la résistance a la tétracycline, tet(L) (1/26 ; 3,8%) et tet(K) (7/26 ; 26,9%),

ont été détectés dans S. haemolyticus et S. caprae, respectivement.
8.5. Acide fusidique

Deux génes conférant la résistance a l'acide fusidique ont été détectés, fusB (13/26 ; 50%) et

fucC (12/26; 7,7%), dont 9 isolat appartenant a S. epidermidis portaient le géne fusB.
8.6. Autres génes de résistance aux antibiotiques et aux biocides

Les génes conférant la résistance a la streptogramine (vat(B), vat(C) et vgb(B)), a la
kanamycine/néomycine (aadD), a la streptomycine (s#r), ainsi qu'aux composés d'ammonium
quaternaire (qacB), ont été détectés exclusivement dans les isolats de S. haemolyticus, avec une

fréquence d'un géne par isolat (1/8 ; 12,5%).
9. Analyse du pangénome

L'analyse du pangénome permet de classifier I'ensemble des génes (pangénome) des souches
appartenant a la méme espéce en genes de base (core genes), la combinaison de génes de base
et de génes de base souples, et en génes accessoires (accessory genes), la combinaison de génes

de coquille et de génes de nuage.
Un grand nombre de génes accessoires a été observé, en particulier chez S. epidermidis (n=4383,

72,3%), S. aureus (n=3997, 67,1%), S. haemolyticus (n=3874, 65,9%) et M. sciuri (n=3813,
65,7%) (Figure 8).
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S.aureus S.epidermidis S.haemolyticus S.simulans

1378

S.caprae S.hominis S.saprophyticus M.sciuri
f 2257
AN
1556

Hl Core (99% <= strains <= 100%) I Shell (15% <= strains < 95%)

2619

.‘ ° | 2987

2

B Soft core (95% <= strains < 99%) [ Cloud (0% <= strains < 15%)

Figure 8: Représentation du pangénome de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. Les
diagrammes  circulaires du pangénome montrent le contenu génique de

Staphylococcus/Mammaliicoccus spp., déterminé par le logiciel Roary.

9.1. Analyse phylogénétique basée sur le pangénome

L'analyse phylogénétique basée sur le pangénome a I’aide de Roary a permis la construction
des arbres phylogénétiques (Figures 9-11) regroupant les isolats de S. aureus et

SCoN/Mammaliicoccus spp.

9.1.1. Analyse phylogénétique basée sur le pangénome des S. aureus

Les isolats de S. aureus ST80 se regroupent en trois sous-groupes distincts (Figure 9). Le
premier sous-groupe est constitué de dix isolats portant le spa type t044, étroitement liés entre
eux. Le deuxiéme sous-groupe est composé de deux isolats de spa t1247 et un isolat de type
t639, qui présentent des liens étroits. Enfin, le troisiéme sous-groupe comprend trois isolats de

type t044, lesquels étaient notablement plus éloignés des souches ST80 provenant d'autres pays.
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Figure 9: Analyse phylogénétique de S. aureus basée sur les pangénomes avec Roary. La
heatmap, présentée a droite, illustre la présence et I'absence des genes de base et accessoires.

Les souches de référence sont surlignées en noir dans le nom de la souche.

De maniére intéressante, les souches de S. aureus appartenant a ST80, ST1, ST672, ST241 et
STNF se sont révélées étroitement liées les unes aux autres et plus éloignées des souches de

référence.

9.1.2. Analyse phylogénétique basée sur le pangénome des SCoN/Mammaliicoccus spp.

L'arbre phylogénétique de S. epidermidis a révélé deux clusters principaux (Figure 10A). Le
premier inclut les isolats de notre étude appartenant a ST54, qui sont distincts des autres souches
de référence, tandis que le deuxiéme regroupe les souches de référence de ST54. De méme, les
isolats de ST35 de notre é¢tude forment un groupe distinct, tout en étant séparés des souches de

ST35 provenant d'autres pays.
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Resultats
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Figure 10: Analyse phylogénétique des SCoN ((A) S. epidermidis, (B) S. haemolyticus, (C) S.

simulans, (D) S. caprae, (E) S. saprophyticus, (F) S. hominis) basée sur les pangénomes avec

Roary. La heatmap, présentée a droite, illustre la présence et 1'absence des geénes de base et

accessoires. Les souches de référence sont surlignées en noir dans le nom de la souche.

L'arbre phylogénétique de S. haemolyticus montre une distinction trés claire entre nos isolats et

les souches de référence (Figure 10B). De manicre similaire, les isolats de S. simulans et S.

caprae (Figures 10C et D) de notre étude sont étroitement liés entre eux, tout en étant plus

¢loignés des isolats cliniques de Chine (CJ16) et du Japon (JMUB145, IMUBS590 et JMUB898),

respectivement.
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Figure 11: Analyse phylogénétique de M.sciuri basée sur les pangénomes avec Roary. La
heatmap, présentée a droite, illustre la présence et I'absence des genes de base et accessoires.

Les souches de référence sont surlignées en noir dans le nom de la souche.

Les isolats de S. saprophyticus et S. hominis sont regroupés avec les isolats cliniques d'Inde et
des Pays-Bas, respectivement (Figures 10E et F). Cependant, notre unique isolat de M. sciuri

forme un groupe externe distinct du reste des souches de référence (Figure 11).

10. Caractérisation du microbiote des IPD et de la PSPC par séquencage métagénomique

shotgun

L’objectif de cette partie de notre étude était de caractériser la composition du microbiote

présent dans les IPD et sur la PSPC.
Trente-deux patients diabétiques ont été inclus dans cette étude. Les échantillons ont été

prélevés des IPD et de la PSPC du méme patient. Le microbiote a été profilé par séquencage

métagénomique « shotgun ».
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Un total de 327 606 662 de lectures de séquences brutes (raw sequence reads) (médiane : 2 239
643 % ; E1: 233 530 % — 7 600 495,5 %) a été obtenu a partir de 64 échantillons (32 provenant
des IPD et 32 de la PSPC. Le nombre de lectures de séquences brutes était plus élevé dans les
¢chantillons des IPD (médiane : 7 589 587 % ; EI : 5 041 074,5 % — 15 062 956 %) que dans
ceux des PSPC (médiane : 237 874 % ; E1: 108 856,5 % — 556 493,5 %) (Figure 12A et C).
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Figure 12: Analyse des lectures de séquences (NGS reads) issus du séquencage
métagénomique shotgun. A et C : Nombre total de lectures de séquences attribuées aux
Bactéries, les Eucaryotes et Virus dans les IPD (DFI) et la PSPC (CHFS). B et D : Abondance

relative des lectures de séquences dans ces deux groupes.

La comparaison de 1'abondance relative entre les deux groupes a révélé que I'ADN eucaryotique
avait une abondance relative plus ¢élevée dans les échantillons des IPD par rapport a ceux de la
PSPC. De manicre notable, la distribution de I'ADN bactérien était élevée et homogene dans
tous les échantillons de la PSPC, tandis qu'elle était plus hétérogeéne dans les échantillons des

IPD (Figure 12B et D).
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10.1. Analyse de la diversité bactérienne des IPD en comparaison avec la PSPC
10.1.1. Diversité alpha

Afin d’évaluer la diversité alpha des échantillons, I’indice de diversité Shannon-Weaver H’ a
été calculé au niveau du genre bactérien. Une diminution significative de la diversité
bactérienne a été observée dans les échantillons des IPD par rapport a ceux de la PSPC. Les
valeurs de I’indice Shannon-Weaver H’ pour la PSPC (médiane : 5,05 % ; EI : 4,87 %-5,25 %)
¢taient significativement plus élevées que celles des IPD (médiane : 4,20 % ; EI : 3,80 %-

4,67 %) (valeur p < 0,001 ; Figure 13).

Shannon index
|
|

CHFS DFI

’

Figure 13: Analyse de la diversité alpha utilisant l'indice de diversité de Shannon-Weaver H
des échantillons de la PSPC et d'IPD au niveau du genre bactérien. La barre au centre des boites
représente la médiane, tandis que les bords supérieur et inférieur de la boite correspondent

respectivement au premier et au troisiéme quartiles.
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La comparaison entre les IPD et la PSPC pour chaque grade PEDIS (Figure 14) a révélé que
les valeurs de l'indice de diversité H'de la PSPC (médiane : 5,06 % ; EI : 4,79 %-5,23 %) étaient
significativement plus élevées que celles des IPD (médiane : 4,20 % ; EI : 3,98 %-4,66 %) dans
le grade PEDIS 3 (valeur p = 0,006).

De méme, pour le grade PEDIS 4, la PSPC présentait des valeurs de H' significativement
supérieures (médiane : 5,01 % ; EI : 4,92 %-5,31 %) comparées a celles des IPD (médiane :
4,08 % ; EI : 3,73 %-4,69 %) (valeur p = 0,001).

En revanche, aucune différence significative n’a été observée entre les échantillons de PSPC
(médiane : 5,12 % ; EI : 4,38 %-5,44 %) et ceux des IPD (médiane : 4,39 % ; EI : 3,80 %-
4,70 %) pour le grade PEDIS 2 (valeur p = 0,237).

5 cHrs [N
oFl ]I

Shannon index

2 3 4
PEDIS

Figure 14: Analyse de la diversité alpha utilisant l'indice de diversité de Shannon-Weaver H’
des échantillons de la PSPC et d'IPD selon la classification PEDIS. La barre au centre des boites
représente la médiane, tandis que les bords supérieur et inférieur de la boite correspondent

respectivement au premier et au troisieme quartiles.
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10.1.2. Diversité beta

La diversité beta des PSPC et des IPD a été évaluée a l'aide des analyses PCoA et Neighbor-

Resultats

Net, basées respectivement sur la distance de Bray-Curtis et 1'indice de Goodall.

a. Analyse PCoA

L'analyse PCoA a révélé que les groupes PSPC et IPD étaient distincts (Figure 15). Les

¢chantillons de PSPC se sont regroupés de maniére homogene, indiquant une grande similarité

entre eux.
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5.5
DFI PEDIS 2
S
DFI PEDIS 3
4.5
B DFI PEDIS 4
'Y 4
35 e .Q CHFS PEDIS 2
3
o e @ CHFS PEDIS 3
23 CHFS PEDIS 4
2 o
-1.5 ‘ .
‘ Aﬁ‘@ .
A
05 A ®
PC2 2‘@ A® [ ]
[ ]
0.5
X (]
15 A
: Porphyromonas
. o
: Bacteroides
25
Prevotella ®
3
35 '
®
4 o
A o)
4.5 .
5
55 [ ]
6 o0
65 o
7
7.5
15 10 5 PC1 5 10 15 20

Figure 15: Analyse de la diversité beta des IPD (DFI) et de la PSPC (CHFS) par PCoA, basée

sur les distances de dissimilarit¢ de Bray—Curtis, montrant Prevotella, Bacteroides et

Porphyromonas comme principaux contributeurs au regroupement.
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En revanche, les échantillons IPD étaient plus diversifiés et se répartissaient en deux groupes
distincts, avec les genres Porphyromonas, Bacteroides et Prevotella identifiés comme des
contributeurs majeurs a cette séparation. Les vecteurs correspondant a ces genres principaux

indiquent la direction d'un gradient croissant de leur abondance dans les échantillons IPD.
b. Analyse Neighbor-Net

L'analyse Neighbor-Net des IPD et de la PSPC a révélé une distinction marquée entre les deux
groupes. De plus, les échantillons IPD se regroupent plus étroitement, tandis que les

¢chantillons de la PSPC sont nettement plus dispersés (Figure 16).

DFI PEDIS 2
DFI PEDIS 3
DFI PEDIS 4

CHFS PEDIS 2
CHFS PEDIS 3
CHFS PEDIS 4

Figure 16: Analyse de la diversité beta des IPD (DFI) et de la PSPC (CHFS) par Neighbor Net,

basée sur l'indice de similarité de Goodall.
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10.2. Comparaison de la composition des microbiotes des IPD et de la PSPC

La composition des communautés bactériennes les plus abondantes dans les groupes PSPC et

IPD a été comparée en se basant sur les abondances relatives au niveau du phylum et du genre.

10.2.1. Comparaison de la composition des microbiotes au niveau du phylum

Les phyla bactériens les plus abondants dans le groupe PSPC étaient Actinobacteria (médiane,
42,5 % ; EI, 30,25 %51 %), suivis de Proteobacteria (médiane, 33 % ; EI, 22,5 %—41,75 %),
Firmicutes (médiane, 15,5 % ; EI, 10,5 %25 %) et Bacteroidetes (médiane, 2 % ; EI, 0,93 %—
4,75 %).

Cependant, seul le phylum Actinobacteria était significativement plus abondant dans le groupe

PSPC que dans le groupe IPD (p-value < 0,001) (Figures 17A et C).

En revanche, le groupe IPD était dominé par Proteobacteria (médiane, 21 % ; EI, 8,25 %—
69,5 %), Bacteroidetes (médiane, 14 % ; EI, 0,60 %—68 %), Firmicutes (médiane, 9,5 % ; EI,
6,25 %—25,25 %) et Actinobacteria (médiane, 6,5 % ; EL 0,78 %—17,75 %), parmi lesquels,
seul Bacteroidetes était significativement plus abondant dans le groupe IPD que dans le groupe

PSPC (p-value < 0,001) (Figure 17B et C).
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Figure 17: Représentation de I’abondance relative des phyla bactériens les plus abondants dans
les groupes PSPC (A et C) et IPD (B et C), basée sur le nombre de lectures de séquences. La
barre au centre des boites représente la médiane, tandis que les bords supérieur et inférieur de

la boite correspondent respectivement au premier et au troisiéme quartiles.

10.2.2. Comparaison de la composition des microbiotes au niveau du genre

Au niveau du genre, Corynebacterium était le plus abondant (médiane, 17,49 % ; EI, 7,63 %—
31,88 %) dans le groupe PSPC, suivi de Staphylococcus (médiane, 9,11 % ; EI, 5,71 %—12,5 %),
Pseudomonas (médiane, 4,81 % ; EI, 2,31 %—10,97 %), Cutibacterium (médiane, 4,27 % ; EI,
1,48 %-9,61 %), Acinetobacter (médiane, 3,62 % ; EI, 1,95 %—7,22 %) et Streptococcus
(médiane, 1,37 % ; EI, 0,74 %-3,05 %) (Figures 18A et C).
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A T'exception de Streptococcus, les abondances des genres mentionnés étaient significativement

plus ¢élevées dans le groupe IPD (p-value < 0,001).
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Figure 18: Représentation de 1’abondance relative des genres bactériens les plus abondants
dans les groupes PSPC (A et C) et IPD (B et C), basée sur le nombre de lectures de séquences.
La barre au centre des boites représente la médiane, tandis que les bords supérieur et inférieur

de la boite correspondent respectivement au premier et au troisiéme quartiles.

Concernant le groupe IPD, il était dominé par Prevotella (médiane, 1,16 % ; EI, 0,22 %—
13,86 %), Bacteroides (médiane, 1,11 % ; EI, 0,12 %-8,50 %), Streptococcus (médiane,
0,93 % ; EI, 0,1 %—3,04 %), Corynebacterium (médiane, 0,9 % ; EI, 0,11 %—4,04 %), Proteus
(médiane, 0,82 % ; EI, 0,10 %—11,38 %), Morganella (médiane, 0,59 % ; EI, 0,01 %-5,26 %)
et Porphyromonas (médiane, 0,53 % ; EI, 0,04 %-2,08 %) (Figures B et C), avec des
différences significatives observées pour Prevotella, Morganella et Porphyromonas (p-value <

0,001 pour chacun), Bacteroides (p-value = 0,01) et Proteus (p-value = 0,013).
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10.3. Comparaison de la composition des microbiotes des IPD et de la PSPC selon les

grades PEDIS

10.3.1. Comparaison de la composition des microbiotes des IPD et de la PSPC selon les

grades PEDIS au niveau du phylum

Dans le groupe IPD, le phylum Proteobacteria était le plus abondant dans les grades PEDIS 2
(médiane : 68 % ; EI : 18 %78 %) et PEDIS 3 (médiane : 24 % ; EI : 11 %-56,5 %). En
revanche, le grade PEDIS 4 était dominé par Bacteroidetes (médiane : 48 % ; EI : 3 %-79,5 %)
(Figures 19).
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Figure 19: Représentation de I’abondance relative des phylums bactériens les plus abondants
selon les grades de sévérité PEDIS dans les groupes PSPC et IPD. La barre centrale des boites
indique la médiane, tandis que les limites supérieure et inférieure de la la boite correspondent

respectivement au troisiéme et au premier quartiles.
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De maniére notable, une augmentation progressive de l'abondance relative des Bacteroidetes a
¢été observée avec la sévérité de I’infection dans le groupe IPD : PEDIS 2 (médiane : 1 % ; EI :
0 %—19 %), PEDIS 3 (médiane : 8,5 % ; EI : 0 %—42,25 %) et PEDIS 4 (médiane : 48 % ; EI :
3 %-79,5 %). Une tendance similaire a été constatée pour les Firmicutes : PEDIS 2 (médiane :
7 % ; EI: 3 %—10 %), PEDIS 3 (médiane : 13,5 % ; EI : 7 %35 %) et PEDIS 4 (médiane :
15 % ; EL: 6,5 %-27,5 %).

Une tendance inverse a ¢€té observée pour Proteobacteria, dont I'abondance relative a diminué
avec la progression des grades PEDIS dans le groupe IPD : PEDIS 2 (médiane : 68 % ; EI :
18 %—78 %), PEDIS 3 (médiane : 24 % ; EI : 11 %—-56,5 %) et PEDIS 4 (médiane : 9 % ; EI :
2 %—49,5 %). Une diminution similaire a été constatée pour Actinobacteria : PEDIS 2
(médiane : 10 % ; EI : 2 %—46 %), PEDIS 3 (médiane : 10,5 % ; EI1: 2,25 %—31,75 %) et PEDIS
4 (médiane : 3 % ; EI: 0 %-8 %).

Cependant, bien que ces variations d'abondance relative des phyla aient été observées entre les
différents grades PEDIS dans le groupe IPD, elles ne présentaient pas de différence
statistiquement significative (p-value > 0,05).

Dans le groupe PSPC, les trois grades PEDIS étaient dominés par les phylums Actinobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes et Bacteroidetes (Figures 26), sans différence statistiquement

significative entre les grades (p-value > 0,05).

10.3.2. Comparaison de la composition des microbiotes des IPD et de la PSPC selon les

grades PEDIS au niveau du genre

Dans le groupe IPD, le grade PEDIS 2 était dominé par Proteus (médiane : 7,14 % ; EI : 0 %—
14,77 %), Morganella (médiane : 4,67 % ; EI : 0 %—7,19 %) et Corynebacterium (médiane :
3,67 % ; EL: 0 %—26,55 %). Dans PEDIS 3, Morganella (médiane: 7,27 %; E1 : 0 %—-33,83 %),
Corynebacterium (médiane : 3,88 % ; EI : 0 %—10,49 %) et Prevotella (médiane : 1,75 % ; EI :
0 %—7,28 %) étaient les genres les plus abondants. Pour le grade PEDIS 4, I’abondance la plus
elevée était observées pour Prevotella (médiane : 16,05 % ; EI : 0 %—80,41 %), Bacteroides

(médiane : 9,26 % ; EI : 3,89 %—68,9 %) et Porphyromonas (médiane : 2,1 % ; EI : 0 %—2,63 %).
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Une tendance décroissante a été notée pour I'abondance relative de Corynebacterium, Proteus
et Morganella avec 1’augmentation des grades PEDIS. Par ailleurs, les genres tels que
Staphylococcus, Pseudomonas, Cutibacterium, Acinetobacter, Streptococcus et Micrococcus

devenaient pratiquement absents dans les grades PEDIS 3 et 4 (Figure 20).
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Figure 20: Représentation de 1’abondance relative des genres bactériens les plus abondants
selon les grades de sévérité PEDIS dans les groupes PSPC et IPD. La barre centrale des boites
indique la médiane, tandis que les limites supérieure et inférieure de la boite correspondent

respectivement au troisiéme et au premier quartiles.

A T’inverse, I’abondance relative de Prevotella et Bacteroides augmentait en paralléle avec la
sévérité des grades PEDIS, avec une augmentation significative observée uniquement pour

Bacteroides (p-value = 0,018) entre les trois grades dans le groupe IPD.
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Cependant, dans le groupe IPD, seuls Corynebacterium (p-value = 0,015), Bacteroides (p-
Toutefois, seules les abondances de Corynebacterium (p-value = 0,015), Bacteroides (p-value
= 0,018) et Providencia (p-value = 0,037) présentaient des variations statistiquement

significatives entre les trois grades PEDIS au sein du groupe IPD.

Dans le groupe PSPC, Corynebacterium, Staphylococcus, Pseudomonas, Cutibacterium et
Acinetobacter sont les genres dominants dans les trois grades PEDIS, sans différence

statistiquement significative entre ces grades (p-value > 0,05).

10.3.3. Comparaison de la composition des microbiotes des IPD et de la PSPC au sein de

chaque grade PEDIS

Les comparaisons entre les groupes IPD et PSPC pour chaque grade PEDIS ont révélé des
différences significatives au niveau des phyla, notamment pour les Actinobacteria dans PEDIS
3 et4 (p-values : PEDIS 3 = 0,041, PEDIS 4 = 0,001), les Firmicutes dans PEDIS 2 (p-value =
0,018) et les Bacteroidetes en PEDIS 4 (p-value = 0,004, Figure 19 et 20).

Au niveau des genres, des différences significatives ont été observées pour Staphylococcus dans
les trois grades PEDIS (p-values : PEDIS 2 = 0,018, PEDIS 3 = 0,034, PEDIS 4 = 0,001),
Proteus dans PEDIS 2 et 3 (p-values : PEDIS 2 = 0,046, PEDIS 3 = 0,028), Acinetobacter dans
PEDIS 2 et 4 (p-values : PEDIS 2 = 0,028, PEDIS 4 = 0,002), Paracoccus dans PEDIS 3 et 4
(p-values : PEDIS 3 = 0,043, PEDIS 4 = 0,028) et Morganella dans PEDIS 2 (p-value = 0,043).

Par ailleurs, les différences significatives étaient plus marquées dans PEDIS 3 et 4, en
particulier pour les genres Corynebacterium, Staphylococcus, Pseudomonas, Cutibacterium et
Acinetobacter (p-value < 0,05). Toutefois, une différence significative a été observée

uniquement dans PEDIS 4 pour Bacteroides (p-value = 0,008).
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Ce projet de these est divisé en deux parties. La premiére partie porte sur I’isolement et le
séquencage des génomes complets des Staphylococcus et Mammaliicoccus spp. isolés a partir
des IPD et de la PSPC, afin d’établir la clonalité des isolats et de caractériser leurs répertoires
en termes de facteurs de virulence et de résistance aux antibiotiques. La deuxiéme partie vise a
déterminer la composition bactérienne du microbiote dans les IPD, en comparaison avec la

PSPC par séquencage métagénomique shotgun.
1. Séquencage des génomes entiers des isolats de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp.

Dans cette partie de 1’étude, nous avons séquencé les génomes complets de 58 isolats de
Staphylococcus et Mammaliicoccus spp. isolés a partir des IPD et de la PSPC, dont 32 (55,2 %)
S. aureus, 10 (17,2 %) S. epidermidis, 8 (13,8 %) S. haemolyticus, 3 (5,2 %) S. simulans, 2
(3,5 %) S. caprae et 1 (1,7 %) chacun de S. hominis, S. saprophyticus et M. sciuri.

Comme dans plusieurs autres études, nous avons également constaté que S. aureus était le
pathogene prédominant dans les IPD (Dang et al, 2003 ; Dunyach-Remy et al., 2016 ;
Macdonald et al., 2021 ; Makeri et al., 2023 ; Mutonga et al., 2019 ; Tentolouris ef al., 2006).
Cela est cohérent avec la capacité marquée de S. aureus a infecter les tissus mous et a provoquer

I’ostéomy¢lite, une complication fréquente des IPD (Urish et Cassat, 2020).

Par contre, les espéces appartenant aux SCoN ont été principalement isolées de la PSPC. En
effet, en tant que composants naturels de la flore cutanée humaine, les SCoN jouent un rdle
important dans le maintien de 1’équilibre de la peau et la prévention de certaines maladies

(Becker et al., 2014 ; Mutonga et al., 2019).

Cependant, certaines espeéces de SCoN ont été retrouvées en association avec S. aureus dans
les IPD, tandis que d’autres, telles que S. caprae et S. saprophyticus, ont été isolées
exclusivement des IPD, suggérant que les SCoN pourraient également contribuer a 1’étiologie

de ces infections (Eltwisy et al., 2020 ; Natsis et Cohen, 2018 ; Nguyen et al., 2020).
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Parmi les S. aureus isolés dans cette étude, la majorité (27/32 ; 84,4 %) étaient des SARM, dont
la plupart provenaient des IPD (18/27 ; 66,7 %), confirmant les résultats d’é¢tudes antérieures
ayant rapporté une prévalence ¢élevée de SARM dans les IPD (Alizargar ef al., 2013 ; Jouhar ef
al., 2020 ; Stacey et al., 2019 ; Zhou et al., 2024).

Cependant, nos résultats contrastent avec ceux d’une étude menée aux Etats-Unis, qui a
rapporté une faible prévalence de SARM (6 %) dans les IPD (Kim ef al., 2020). De méme, une
étude rétrospective réalisée en Ecosse (Royaume-Uni) auprés de 73 patients a signalé I’absence

de SARM dans les IPD (Macdonald et al., 2020).

Selon plusieurs études, la présence des SARM dans les IPD est associée a un retard de
cicatrisation, a la persistance de 1’ulcere ainsi qu’a un risque élevé d’amputation (Cervantes-
Garcia et al., 2015 ; Kananizadeh et al., 2019 ; Silva et al., 2020). En revanche, d’autres travaux
ont rapporté que I’IPD dues aux SARM n’affecterait pas significativement le développement

de la chronicité des UPD (Nather et al., 2008 ; Richard et al., 2008).

Les isolats de S. aureus détectés dans les IPD et la PSPC de cinq patients (P1, P3, P9, P15 et
P32) appartenaient aux mémes clones de SARM et présentaient un génotype similaire. De
méme, les isolats de S. epidermidis appartenant au méme clone ont ét¢ isolés des deux sites de
prélévement chez deux patients (P4 et P6). Ces résultats confirment ceux d’une étude menée
par McManus et al. (2020), qui ont constaté que des isolats de S. aureus et de S. epidermidis
récupérés a partir de quatre sites anatomiques distincts (cavité oro-nasale, poches parodontales,
peau et ulcere) chez des patients atteints de diabéte de type 2 étaient fortement apparentés chez

un méme individu.

De plus, nos observations sont cohérentes avec plusieurs autres études ayant démontré que la
majorité des infections a S. aureus sont d’origine endogene, c’est-a-dire que la souche
colonisante et la souche infectante partagent le méme génotype (Bode ef al., 2010 ; Dunyach-
Remy et al., 2017 ; Haleem et al., 2014 ; Taki et al., 2023 ; van Belkum et al., 2009 ; von Eiff
et al., 2001 ; Wertheim et al., 2004). Sur la base de ces résultats, il est donc plausible que la

contamination des IPD soit due a des souches endogenes de Staphylococcus spp.
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Toutefois, des isolats de S. aureus appartenant a deux clones distincts de SARM ont été détectés
dans la PSPC du patient P2. Cette observation suggere une diversité au sein des populations de

Staphylococcus spp. présentes sur la peau.

Plusieurs facteurs de risque peuvent augmenter le taux de colonisation ou d’infection par les
SARM chez les patients diabétiques. Dans une étude prospective 1’insulinothérapie a été
associée statistiquement a la colonisation par les SARM. Cette association pourrait s’expliquer
par le recours aux injections, pouvant constituer une porte d’entrée pour les bactéries. D’autres
facteurs de risque ont également été identifiés dans cette étude, notamment la présence de

maladies du tissu conjonctif (Kutlu ef al., 2012).

D’autres études ont également suggéré que le portage nasal de SARM constitue un facteur de
risque d’IPD causées par ces bactéries (Lin et al., 2020 ; Taha, 2013 ; Taki et al., 2023). Par
ailleurs, Teixeira et al. (2021) ont rapporté que les ulcéres des membres inférieurs et le sexe
masculin étaient respectivement des facteurs de risque de colonisation par S. aureus et par les

SARM.

Les SARM isolés dans la présente étude portaient soit le SCCmec de type IV (19/27 ; 70,4 %),
soit le type III (8/27 ; 29,6 %), associés respectivement aux infections communautaires et
nosocomiales (Alioua et al., 2014 ; Vandenesch et al., 2003). La prédominance du SCCmec IV
parmi les SARM est conforme aux résultats d’une étude brésilienne portant sur la prévalence

du portage nasal et oropharyngé chez des individus diabétiques (Teixeira ef al., 2021).

Cette ¢tude a révélé que le clone de SARM dominant était ST80-IVe(2B) (16/27 ; 59,3%) dont
13/27 (48,1%) isolats présentaient les caractéristiques du clone européen (ST80-t044-1Vc(2B)
(Rolo et al., 2012). 11 était suivi du clone brésilien (ST241-t037- III(3A) (5/27 ; 18,5%)
(Oliveira et al., 2001), ainsi que des clones ST672- t3841- IVd(2B) et STNF- t037- 1II(3A)
(pour chaque clone 3/27 ; 11,1%).

La prédominance du clone ST80-IVc(2B) positif au PVL est cohérente avec les conclusions
d'autres études menées dans les établissements de santé en Algérie et dans d'autres pays (Al-
Bakri et al., 2021 ; Antri et al., 2011 ; Bekkhoucha et al., 2009 ; Ben Nejma ef al., 2013 ; Udo
et al., 2008 ; Udo et Sarkhoo, 2010).
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A Tinverse, plusieurs études antérieures ont signalé une faible prévalence du géne PVL parmi
les isolats de S. aureus dans les IPD (Stappers et al., 2015 ; Viquez-Molina et al., 2018),
contredisant ainsi nos résultats. Le succes évolutif des SARM dans les infections cutanées et

des tissus mous a principalement ét¢ attribué a la présence du gene PVL (Monecke et al., 2011).

Tous les isolats appartenant au ST80- IVc(2B) étaient porteurs de PVL et edinB, qui constituent
des marqueurs génétiques stables pour l'identification des CA-SARM (David et Daum, 2010 ;
Paul et al., 2014 ; Vandenesch et al., 2003). Cela suggere fortement 1'origine communautaire

de ce clone.

De plus, les génes edin étaient signalé comme des marqueurs moléculaires associés aux
mauvais résultats de cicatrisation chez les patients atteints d’IPD, capables de différencier la
colonisation de I’infection (Messad et al., 2013 ; Shettigar et Murali, 2020), cependant dans
notre étude le portage des génes de virulence n'était pas associé a la gravité des infections ni a
la source de prélevement. La distribution de la majorité des genes de virulence était homogene
au sein de chaque clone, chacun présentant un profil génétique distinct. Ces résultats nous
amenent a suggérer que la prévalence des facteurs de virulence peut étre spécifique a la région

(Shahrokh et al., 2024).

Le deuxiéme clone le plus abondant détecté présentait les caractéristiques du clone brésilien
(ST241-t037-11I(3 A)) (5/27 ; 18,5%) (Oliveira et al., 2001), associé aux infections
nosocomiales (Monecke ef al., 2011). Cependant, ce taux est inférieur a ce qui a été rapporté
dans une étude menée en Algérie, ou 82,2 % des SARM responsables d’IPD appartenaient au
clone brésilien (Djahmi ef al., 2013). Nos résultats sont encore plus faibles que ceux rapportés
dans la province de Constantine, avec une prévalence élevée (72,5 %) d'un clone brésilien
émergent multirésistant et préoccupant (ST239/241 PVL-négatif SCCmec-II1 mercury) (Aouati
et al., 2021). De plus, Alioua et al. (2014).ont identifi¢ le clone brésilien comme le principal

clone de SARM-AH dans les hopitaux de la province d’ Annaba.

Nous avons détecté pour la premiere fois en Algérie un nouveau clone de SARM, ST672-
t3841- IVdA(2B) (3/27 ; 11,1%), originaire d’Inde (Shambat et al., 2012). Ce clone a été isolé a
la fois de la PSPC et des IPD. Le ST672 est un clone émergent signalé en Inde, en Australie et
aux Etats-Unis (Khedkar ez al., 2012 ; Shambat et al., 2012), souvent associé¢ aux SARM-AC
et isolé des IPD (Shettigar et al., 2016).
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Un autre clone, présentant les caractéristiques des SARM-AH, STNF-t037-II1(3A) (3/27 ;
11,1%), a également été détecté dans les prélévements de la PSPC et des IPD.

Malgré le faible taux de S. aureus sensible a la méthicilline (SASM) (5/32 ; 15,6%) dans notre
¢tude, nous avons identifié quatre clones distincts : ST1-t127 (2/5, 40%), ST97-t9432, ST291-
t937 et STNF-t037 (1/5 chacun, 20%). Le ST1 a été précédemment signalé en Europe parmi les
SASM (Vandenesch et al., 2003), ce qui confirme nos résultats. De plus, Holden et al. ont décrit
l'isolement de ST1-SASM-AC (souche Sanger SASM 476), une souche invasive récupérée chez
un enfant immunocompétent atteint d'ostéomyélite (Holden et al., 2004). Cependant, une étude
américaine a rapporté l'association de souches ST1-t127 (LK34) appartenant a la lignée
USA400 de S. aureus avec les IPD (Kalan et al., 2019). En effet, le ST1-t127 isol¢ dans notre
¢tude a montré une forte similitude avec LK34 en termes de déterminants de virulence (sak,

lukD/IukE, scn, seh, sea, higA, higB, higC, hld, fnbA, fnbB, clfA).

ST97-t9432 a également été trouvé parmi les isolats de SASM. Ce clone a été associé au bétail
(Boswihi et al., 2016) et est généralement responsable des infections bovines (Chatterjee et
Otto, 2013). Cependant, dans cette étude, ST97-t9432 portait le cluster d'évasion immunitaire
innée humaine (/EC), hébergeant les génes sak et scn, contribuant a I'évasion immunitaire de
maniere spécifique a I'hdte humain (Spoor et al., 2013), ce qui pourrait suggérer une origine
humaine de ce clone. Une analyse phylogénétique a suggéré que la cassette SCCmec est acquise
apres le passage de 1'hote des bovins aux humains en raison de la pression de sélection exercée

par les antibiotiques. Ainsi, ST97-t9432 semble étre le précurseur de ST97-SARM.

En effet, plusieurs grands clones de SARM ont émergé suite au transfert horizontal des
déterminants génétiques a partir de souches épidémiques de SASM (Enright ez al., 2002). A la
suite de multiples événements mutationnels consécutifs a 1'acquisition de 1'élément SCCmec,
des souches de SARM résistantes a des antibiotiques autres que les -lactamines, y compris la

vancomycine, sont apparues (Hiramatsu et al., 2001).
ST291-t937 est un autre clone SASM associ¢ au bétail (Rolo et al., 2012), détecté parmi nos

isolats. Cependant, il ne possédait pas le cluster /EC, ce qui confirme son origine animale. Ce

clone a d¢ja été identifié chez des patients atteints d'IPD en Inde (Shettigar et al., 2016).

101



Chapitre IV Discussion

Afin d'étudier tous les génes présents dans les isolats d'une méme espece, ainsi que les relations
phylogénétiques entre ces isolats et des souches de référence provenant d'autres pays, nous

avons réalisé une analyse phylogénétique du pangénome.

Nos résultats révelent que le pangénome des isolats de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp.
présente un grand nombre de genes accessoires, qui sont caractéristiques des éléments
génétiques mobiles (EGM) (Holden et al., 2004), tels que les séquences associées aux phages
et aux plasmides. Les EGM peuvent étre facilement perdus ou acquis. Cette plasticité génétique
peut favoriser 1'adaptation aux conditions locales, telles que les variations de pression de
sélection antibiotique (Fluit et al., 2015). Cette observation refléte la grande diversité génétique
au sein de chaque espece et les adaptations potentielles aux différences locales de pression de
sélection antibiotique, leur permettant ainsi de coloniser différents environnements et

exprimant divers degrés de pathogénicité (Holden et al., 2004).

L'arbre phylogénétique de S. aureus a révélé une forte clonalité parmi les isolats appartenant
au méme ST, avec une légere variation du contenu génétique par rapport aux souches de
référence, ce qui est particulierement intéressant. De plus, la mise en évidence de la clonalité
des SARM et SASM appartenant au STNF confirme notre hypothése selon laquelle les SARM-
STNF auraient émergé a la suite de I'acquisition du SCCmec-I11(3A) (Vandenesch et al., 2003).

De méme, les arbres phylogénétiques des isolats de SCoN/Mammaliicoccus spp. montrent une
forte clonalité de nos isolats par rapport aux souches de référence. Cela nous conduit a suggérer
que les souches algériennes de SCoN/Mammaliicoccus spp. présentent des caractéristiques
génétiques uniques en tant que clone, méme si ces souches appartenant a différents ST, se
regroupent ensemble. C’est notamment le cas des souches de S. haemolyticus appartenant a
différents ST, ce qui pourrait refléter I'émergence de nouveaux ST ou une recombinaison au

niveau des genes MLST (Smith et al., 2020).

La répartition des génes dans notre étude variait selon les clones de S. aureus et les especes de
SCoN, ou chaque clone ou espéce portait un ensemble spécifique de génes de virulence et de
résistance. Cette spécificité génétique semble jouer un réle plus efficace dans la provocation de

maladies invasives (Rasmussen ef al., 2013).
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En effet, nous avons évalué statistiquement les associations potentielles entre la présence ou
'absence de déterminants génétiques de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp., la source
d'isolement et les grades PEDIS. Cependant, aucune association statistiquement significative

n'a été observée.

Nos résultats contrastent avec ceux d'autres études. S. aureus a été identifié comme le principal
contributeur de facteurs de virulence dans les infections de grade PEDIS 2 et 3, notamment le
gene clfB, tandis que des IPD séveres étaient associées a des facteurs de virulence produits par

plusieurs espéces (Radzieta et al., 2021).

Une autre étude menée par Sotto et al. (2008) a suggéré 1'association de marqueurs spécifiques
des IPD (sea, sei, lukE et hlgy) avec des souches provenant des IPD de grades 2 a 4, tandis que
cap$ était associé aux souches provenant des ulceres de grade 1 et aux souches SASM. De plus,
la profondeur des plaies et la faible concentration en oxygene ont été corrélées a des voies
génétiques liées a la virulence dans I'IPD, notamment la production capsulaire et
polysaccharidique extracellulaire, la biosynthése des saccharides et la production d'énergie non

glycolytique (Kalan et al., 2019).

La présente étude a mis en évidence une prévalence tres élevée (32/32 ; 100%) des génes codant
la y-hémolysine (higA, higC et higB), ainsi que les leucocidines (lukD et [ukE), parmi les isolats
de S. aureus. 11 est essentiel de souligner que cette prévalence est nettement plus élevée que
celle rapportée dans une étude menée en Iran (Taki ef al., 2023). En revanche, elle est conforme
aux observations d’Al-Bakri ef al. (2021), qui ont rapporté une fréquence élevée de ces genes,
en particulier ceux du cluster y-hémolysine, dans les isolats de SARM isolés d’IPD et narines

de patients atteints d’IPD (Al-Bakri et al., 2021).

La détection d'un nombre ¢élevé de génes codant pour des protéines impliquées dans I'adhésion,
avec une prévalence élevée parmi les isolats de S. aureus, tels que les génes ica et les génes du
locus sdr, refléte le pouvoir pathogéne et la capacité de ces isolats a produire un biofilm,
contribuant ainsi a la persistance et a la chronicité des IPD (Shettigar et al., 2016). Les biofilms
jouent un rdle central dans la chronicité de ces infections, et le développement de la résistance

aux antibiotiques entrave la cicatrisation des plaies, rendant ainsi les IPD difficiles a traiter

(Pouget et al., 2020).
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Un grand nombre de génes se/sel codants pour les entérotoxines/entérotoxines-like, qui sont
des exotoxines superantigénes (SAgs), ont été détectés parmi les isolats de S. aureus. La
distribution des geénes se/sel était uniforme au sein de chaque clone, avec une forte association
statistique (p-value <0.0001). Nos résultats montrent que les isolats S. aureus appartenant a

ST672 et ST1 ont la capacité de produire un grand nombre de SAgs.

Cependant les isolats appartenant a ST80 ne portaient aucun gene se/sel. Les SAgs représentent
un facteur de virulence critique dans les IPD (Vu ef al., 2014). Les souches de S. aureus
productrices d’une large variété de SAgs activent plusieurs types de lymphocytes T pour
sécréter des cytokines (Diegelmann et Evans, 2004), ce qui provoque des inflammations

chroniques dans le site de l'infection, ralentissant ainsi la guérison (Vu et al., 2014).

Etant donné que les isolats appartenant a STS0 ne portaient aucun géne se/sel, cela concorde
avec d'autres études antérieures (Ben Nejma et al., 2013 ; Tristan et al., 2007). Cependant, il
est important de souligner que des isolats de ST80 CA-SARM portant les génes se (sed, sei,
seg, seb, seh et sea) ont ét¢ signalés au Koweit (Udo et Sarkhoo, 2010). Les génes se/sel sont
souvent portés par des EGM et peuvent étre acquis ou perdus sous certaines conditions, ce qui

peut contribuer a la variabilité de la virulence.

L'ACME est le seul géne codant un facteur de pathogénicité détecté parmi les SCoN. Cependant,
d'autres études ont démontré que les souches de SCoN isolées de diverses infections, y compris
les IPD, présentent une vaste variété de génes codant des facteurs de pathogénicité (Eltwisy et
al., 2020 ; Yao et al., 2005). L'ACME joue un réle important dans la résistance et la survie de
S. aureus en tant que pathogeéne dans les environnements acides et inflammatoires du site de
l'infection. Un bon exemple de la contribution de 'ACME dans la pathogénicité est observé
dans la souche épidémique USA300 (ST8-SARM-IVa), attribuée a la présence de 'ACME,
supposée provenir de S. epidermidis (Chatterjee et Otto, 2013 ; O’Connor et al., 2018).

Dans cette étude, les isolats de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. portaient les génes
associés a la résistance a plusieurs classes d'antibiotiques. La distribution de ces génes est
généralement homogene au sein de chaque clone. Les isolats de S. aureus appartenant au clone
européen portaient principalement des génes conférant la résistance aux EMA, ant(6)-1a et
aph(3’)-Ill/aph(3°)-1lla, en plus de trois isolats positifs pour le géne sat4 responsable de la

résistance a la streptothricine. Cependant, une trés faible prévalence des genes conférant la
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résistance aux macrolides-lincosamides-streptogramines B, aux tétracyclines et a l'acide
fusidique a été enregistrée. Nos résultats contrastent avec ceux de plusieurs études menées en
Algérie qui ont rapporté la résistance du clone européen a plusieurs classes d'antibiotiques

(Djoudi et al., 2013 ; Ouchenane et al., 2011 ; Ramdani-Bouguessa et al., 2006).

En plus des trois génes conférant la résistance aux EMA, les isolats du clone brésilien portaient
un seul geéne conférant la résistance aux macrolides, ermA. Ce constat est conforme a une
récente étude menée dans la province de Constantine, qui a signalé I'association du geéne erm(A4)

avec la résistance aux macrolides dans le clone brésilien (Aouati ef al., 2021).

Nous avons observé une forte prévalence de génes conférant la résistance aux EMA, aux
macrolides, au triméthoprime-sulfaméthoxazole et a la fosfomycine parmi les isolats de S.
epidermidis et S. haemolyticus. La multirésistance observée parmi les isolats de S. aureus et de
SCoN dans cette étude souligne la nécessité d'un traitement combiné utilisant plusieurs

antibiotiques pour cibler efficacement ces souches résistantes pour le traitement des IPD.

La propagation des génes de résistance aux antimicrobiens parmi les souches isolées de la PSPC
et des IPD peut étre en partie attribuée a la colonisation des patients par des souches
nosocomiales pendant I'hospitalisation et a l'utilisation antérieure d'antibiotiques pour traiter les
IPD (Ahmadishooli et al., 2020 ; Ferreira et al., 2021 ; Hassan et al., 2019 ; Kandemir ef al.,
2007).
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2. Séquencage métagénomique shotgun

Dans cette section, nous avons caractéris¢ la diversité et la composition des communautés
bactériennes des IPD en comparaison avec celle de la PSPC, a I’aide du séquencage

métagénomique shotgun.

Nos analyses ont révélé un déséquilibre du microbiome des IPD, marqué par une diminution
significative de la diversité bactérienne et une augmentation de I’abondance relative de certains
taxons, notamment dans les grades PEDIS 3 et PEDIS 4. En revanche, les échantillons de la

PSPC présentaient des niveaux de diversité nettement plus élevés

La comparaison de la diversité bactérienne entre les IPD et la PSPC a été peu explorée dans la
littérature. Cependant, nos résultats concordent avec ceux rapportés par Gontcharova et al.
(2010), qui ont montré que la diversité bactérienne de la PSPC était significativement plus

¢levée que celle des IPD aux niveaux d’especes et du genres.

L’analyse de la béta-diversité a indiqué que le microbiote des IPD differe significativement de
celui de la PSPC. Dans le graphique PCoA, les échantillons de la PSPC apparaissent regroupés,
ce qui suggere une homogénéité et une distribution commune des communautés bactériennes.
En revanche, les échantillons des IPD étaient plus dispersés, reflétant une plus grande

hétérogénéité du microbiote.

Dans I’analyse Neighbor-Net, la distribution différe de celle observée dans le PCoA. Les
¢chantillons des IPD étaient regroupés de maniere serrée sur des branches courtes, indiquant
une communauté microbienne dominante moins diversifiée et plus homogéne. A I’inverse, les
¢chantillons de la PSPC, dispersés le long de branches plus longues, suggerent une plus grande
diversit¢ de composition microbienne. Ces observations sont renforcées par le concept de
biosphére microbienne rare, qui postule que les communautés microbiennes contiennent un
grand nombre de taxons rares a faible abondance. L’indice de Goodall, qui accorde une
importance accrue aux différences entre taxons rares, pourrait expliquer la dispersion observée

des échantillons de la PSPC (Legendre et Legendre, 2014 ; Mitra ef al., 2010).
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Cette variation dans la diversité bactérienne pourrait s'expliquer par les perturbations des
communautés microbiennes suite a I’inflammation de la zone infectée, provoquée par certains
agents pathogenes (Park et al., 2019). En effet, la peau intacte abrite des communautés
microbiennes qui jouent un rdle crucial dans la santé cutanée en préservant l'équilibre

¢cologique du microbiote cutané (Hannigan et Grice, 2013 ; Tomic-Canic ef al., 2014).

La flore bactérienne de la PSPC était principalement dominée par les genres Corynebacterium,
Staphylococcus, Pseudomonas, Cutibacterium et Acinetobacter représentés a travers les trois
grades de sévérit¢ PEDIS. Ces genres constituent des composantes majeures et stables de la
flore cutanée, malgré les variations interindividuelles et les facteurs pouvant influencer ce
microbiome (Hannigan et Grice, 2013 ; Tomic-Canic et al., 2014). Ces observations concordent
avec les résultats d’études précédentes (Grice, 2015 ; Hannigan et Grice, 2013 ; Park et al.,

2019 ; Redel et al., 2013).

Par ailleurs, les IPD étaient principalement dominées par des bactéries anaérobies strictes, telles
que Prevotella, Bacteroides et Porphyromonas. Cependant, la majorité des études basées sur la
culture ont rapporté une abondance élevée de cocci a Gram positif (Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus) et de bactéries de 1'ordre des Enterobacterales, notamment E. coli
et P. mirabilis (Dowd et al., 2008b ; Jneid et al., 2018 ; Kalan et Brennan, 2019 ; Smith et al.,
2016).

De plus, le séquencage métagénomique shotgun des communautés bactériennes des IPD a
révélé une abondance relative ¢élevée de S. aureus, Streptococcus spp., suivis de
Corynebacterium spp. et de Clostridioides spp. (anciennement Clostridium) (Radzieta et al.,
2021). Des résultats similaires ont été rapportés par d’autres auteurs (Gardiner et al., 2017 ;

Malone et al., 2017).

En revanche, nos résultats sont en accord avec trois études moléculaires basées sur le
séquencage de I’ADNr 16S. Par exemple, Zou et al. (2020) ont démontré une abondance ¢levée
de Prevotella spp. dans I’ostéomyélite du pied diabétique, avec une corrélation positive entre
Prevotella spp. et la durée de 1'IPD. De plus, deux autres études ont également rapporté des
taux ¢élevés de bactéries anaérobies strictes, notamment Anaerococcus, Finegoldia et

Peptoniphilus (Gontcharova et al., 2010 ; Smith et al., 2016).
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Nos résultats ont révélé une élévation des anaérobies stricts, en particulier Prevotella et
Bacteroides, dans les grades PEDIS 3 et 4, en accord avec une étude récente. Park et al. (2019)
ont rapporté des niveaux similaires d’anaérobies stricts, notamment des genres Bacteroidetes,
Prevotella et Porphyromonas, dans les infections des pieds diabétiques des grades les plus
séveres. En revanche, Jnana et al. (2020) ont observé une prédominance croissante des

anaérobies facultatifs avec I’aggravation de la sévérité des plaies.

La similarité observée entre les microbiomes des IPDs et de la peau saine dans le grade PEDIS
2 pourrait s'expliquer par le fait que les premiers microorganismes colonisateurs des plaies
proviennent fréquemment du microbiote cutané autochtone, en raison de leur proximité avec

les 1ésions tissulaires (Oates et al., 2012).

La proportion élevée d'anaérobies dans le grade PEDIS 4, contrairement aux aérobies plus
présents dans les grades moins séveres, peut étre attribuée a la consommation d'oxygene par les
microorganismes aérobies, qui se trouvent dans les parties superficielles de la plaie ou la teneur
en oxygene est plus élevée. Cela crée un environnement anoxique dans les zones profondes de
la plaie, favorisant la localisation des anaérobies obligatoires dans les niches hypoxiques

(Lavigne et al., 2015).
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Conclusion générale

La premicre partic de notre étude a démontré que les isolats algériens de
Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. présentaient de nouvelles caractéristiques génétiques,
avec propagation de genes de virulence et de résistance, rendant ainsi la prise en charge des

IPD difficile.

La caractérisation des souches de Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. isolées des IPD et de
la peau saine peut permettre d’établir un lien entre la colonisation cutanée et 1’infection, en
mettant en évidence la présence éventuelle des mémes clones. La détection du méme clone dans
les IPD et sur la PSPC suggere que les staphylocoques autochtones de la peau peuvent servir
de réservoir pour les IPD. Ces résultats suggerent également un transfert bidirectionnel possible

de S. aureus/SCoN entre la PSPC et les UPD.

Nous avons détecté une grande variété¢ de génes de résistance et de virulence dans parmi les
isolats de S. aureus/SCoN. Ces éléments jouent un role crucial dans les infections causées par
ces bactéries. Ainsi, la caractérisation moléculaire de ces déterminants est essentielle pour

améliorer la prise en charge des patients atteints d’IPD.

A notre connaissance, cette étude représente la premiére enquéte en Algérie qui examine
'épidémiologie des Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. dans les IPD, en utilisant le
séquencage du génome entier et l'analyse du pangénome. La capacité de ces bactéries a
provoquer une infection et a entraver le processus de guérison peut étre attribuée au portage de

différents geénes de virulence et de résistance aux antibiotiques.

L’introduction du séquencage du génome entier comme outil de diagnostic de routine en
laboratoire revét une importance primordiale, car I’identification des bactéries uniquement sur
la base de caractéristiques culturelles, sans détection des déterminants de virulence et de
résistance, peut conduire a des prescriptions antibiotiques inappropriées, contribuant ainsi a la
propagation de la résistance (Sotto et al., 2007). Nos résultats soulignent l'importance d'un
diagnostic multidisciplinaire des IPD utilisant de nouvelles approches pour parvenir a un

diagnostic précis et établir un plan de traitement approprié.
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Dans la deuxiéme partie de notre étude, nous avons caractérisé, pour la premiére fois, le
microbiome des IPD en le comparant a celui de la PSPC. Nous avons constaté une diminution
significative de la diversité bactérienne des IPD, indiquant un état de dysbiose de ce
microbiome. La diversité microbienne joue un role essentiel dans le maintien de 1’équilibre du
microbiote cutané, et toute altération de cet équilibre, qu’elle soit provoquée par une infection,

une inflammation ou d’autres facteurs, peut compromettre la santé et la guérison.
9

L’analyse métagénomique nous a permis d’identifier Bacteroides, Prevotella, and
Porphyromonas comme les genres les plus abondants, suggérant ainsi que les bactéries
anaérobies jouent un rdle important en tant qu'agents étiologiques dans I’infection et la

chronicité des UPD.

Cette étude souligne également I'importance du choix d'antibiotiques en tenant compte de la
population anaérobie négligée lors des analyses microbiologiques de routine, ce qui constitue

la principale cause de la propagation des geénes de résistance.

Malgré son colt élevé, l'application clinique des approches métagénomiques offre des
avantages considérables, notamment une résolution taxonomique élevée permettant une
identification précise jusqu'au niveau de I'espéce. Cela peut améliorer la prise en charge des

IPD et les perspectives de guérison des patients atteints d’IPD.
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Annexe 1 : Prélevement et transport des échantillons

But

Réaliser des prélévements a partir des IPD, conformément aux bonnes pratiques. Ces

prélévements doivent impérativement étre effectués par un spécialiste.
Matériel nécessaire

e Sérum physiologique stérile a 0,9 %
o Gagze stérile
e Flacons stériles avec bouchons

o Curette, scalpel ou seringue stérile
Procédure

Prélevement a partir des IPD

a. Préparation de la plaie

Nettoyer soigneusement la plaie a I’aide de sérum physiologique stérile. L’utilisation d’un

antiseptique est possible, mais celui-ci doit étre €liminé par ringage au sérum physiologique.
b. Méthode de prélévement

e Curetage : réaliser un grattage en profondeur de la base de I'ulcére a 1’aide d’une

curette ou d’un scalpel stérile, en évitant les tissus nécrotiques superficiels.

e Kcouvillonnage profond : frotter le fond de la plaie a 1’aide d’un écouvillon stérile,
en prenant soin d’éviter les bords de la plaie et la peau environnante, afin de limiter la

contamination par la flore cutanée.
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Prélevement a partir de la PSPC

Aprées un nettoyage au sérum physiologique stérile, les prélevements de la PSPC ont été réalisés

par écouvillonnage d’une zone d’environ 50 cm?.

Transport des échantillons au laboratoire

Deux écouvillons doivent étre prélevés pour chaque site (IPD et PSPC). L’un doit étre placé
dans un tube contenant 1 ml de sérum physiologique stérile (0,9 %, w/v) pour I’isolement des
souches bactériennes, et ’autre dans un tube contenant un milieu de transport liquide

DNA/RNA Shield (Zymo Research, USA) destiné au séquengage métagénomique.

Informations a indiquer sur les tubes de prélevement

Nom et prénom du patient

Date de naissance

Service prescripteur ou service de prélévement
Nom et fonction du préleveur

Localisation et nature du prélévement
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Annexe 2 : Fiche de prélévement

Informations du patient :

Nom et Prénom :
Sexe :

Date de naissance :

Service de prélévement:

Nom du service de prélévement :
Nom et fonction du préleveur :
La localisation du site et nature du prélévement :

Date et heure du prélévement :

Les informations cliniques :

Antibiothérapie (antibiotique+durée de traitement):

Durée et stade de I’infection :
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Annexe 3 : Composition de la gélose Chapman (pour 1 litre) :

Composant

Chlorure de sodium (NaCl)

Mannitol

Extrait de viande

Peptone

Rouge de phénol

Agar

Eau distillée
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Quantité (g/L)

lg

10g

0,025 g

15¢g

1000 ml
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Annexe 4 : Informations sur le séquencage du génome entier des souches de

Staphylococcus et Mammaliicoccus spp. isolées a partir des IPD et PSPC

BioProject PRIDB13730
BioProject Submission PSUBO017704
DRA Submission DRAO014296
BioSample Submission SSUB022133
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Annexe 5: Informations sur les souches de Staphylococcus et Mammaliicoccus spp.
utilisées dans I’analyse du pangénome.

Species Strain name BioProject Accession Origin Source
S.aureus AA45 PRJNA64841  JAEOVO000000000 Egypt Blood
1
S.aureus S0924 PRJEB4745 CBWV000000000 USA Urine
S.aureus S1475 PRJNA22411  NZ_CBWWO00000000 Netherlan  Tracheal
6 0 ds aspirate
S.aureus 11819-97 PRJNA78269 CP003194 Denmark Abscess
S.aureus GR1 PRJNA22411  NZ_AJLX00000000 India Blood
6
S.aureus VB12268 PRJNA32110  LXWS00000000 India Blood
9
S.aureus VB1490 PRJNA34842 MLQB00000000 India Blood
7
S.aureus CM17 PRJNA22411  NZ_PZST00000000 Italy Sputum
6
S.aureus TW20 PRJNA22411  NC_017331 UK NA
6
S.aureus 3688STDY6124945 PRJNA22411  NZ_FQJP00000000 Thailand NA
6
S.aureus MW2 PRJNA22411  NC_003923 USA Blood
6
S.aureus AA51 PRJNA22411  NZ_JAEOVRO0000000 Egypt Pus
6 00
S.aureus MSSA476 PRJINA266 BX571857 UK Osteomyeliti
s
S.aureus 3688STDY6125016  PRJEB9575 FQEO00000000 Thailand NA
S.aureus AAG PRJINA22411 NZ_JAEOVX0000000 Egypt Aspirate
6 00
S.aureus 3688STDY6124880 PRJNA22411  NZ_FQKA00000000 Thailand NA
6
S.aureus 3688STDY6124954  PRJUNA22411  NZ_FQJV00000000 Thailand NA
6
S.aureus LK34 PRJNA50698 RAQY00000000 USA DFU
8
S.epidermidis  14.1.R1 PRJNA35816 Denmark Skin
9
S.epidermidis  SE68 PRJNA22411  NZ_WBQA00000000 UK Blood
6
S.epidermidis  BB424986M PRJNA22411 NZ_WBRH00000000 UK Blood
6
S.epidermidis  BB403186T PRJNA22411  NZ_WBRUO00000000 UK Blood
6
S.epidermidis  AK-612 PRJNA52557  SKCE00000000 India Ear
8
S.epidermidis  C36 PRJNA22411  NZ_JADPYL0O000000  South Blood
6 00 Africa
S.epidermidis  C40 PRJNA22411  NZ_JADPYJ0000000  South Blood
6 00 Africa
S.epidermidis  C146 PRJNA22411  NZ_JADWOPO000000  South Blood
6 000 Africa
S.haemolyticu AA12 PRJNA64841  JAEOWV000000000 Egypt Pus
s 1
S.haemolyticu AA48 PRJNA64841  JAEOWZ000000000 Egypt Pus
s 1
S.haemolyticu AA83 PRJNA64841  JAEOWZ000000000 Egypt Blood
s 1
S.haemolyticu DE0439 PRJNA54369 VDSF00000000 USA Environment
s 2 al
S.haemolyticu SH_16 PRJEB32204 CAJCGRO000000000 Norway Groin

S
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S.haemolyticu VB5326

S

S.haemolyticu CN1219

S

S.haemolyticu 0G2

s
S.simulans

S.simulans
S.simulans

S.simulans

S.simulans
S.simulans
S.simulans
S.capae

S.capae
S.capae

S.capae

S.capae

S.capae
S.capae
S.hominis
S.hominis
S.hominis

S.hominis

S.hominis
S.hominis
S.hominis
S.hominis
S.hominis

S.saprophytic
us
S.saprophytic
us
S.saprophytic
us
S.saprophytic
us
S.saprophytic
us
S.saprophytic
us
S.saprophytic
us
S.saprophytic
us
S.saprophytic
us

CJ16
1H5
UMC-CNS-990

MR1
SNUC 1336

HAA294
NCTC 11046
9557

JMUB145
JMUBS90
JMUB898

M23864:W1
1H22

SY333

1H9
ZBW5S
UFMG-H7B

C5

2842STDY5753564

acrll

384

NC15
HAB38
63

SNUC 2120

SS536

SW396

CHK146-2161

VjHHOMOpEI_bin.12.M

AG
F2AH2Ly

HAF121

FDAARGOS_168

Annexes

PRJNA22411
6
PRJEB2705

PRJNA37575
IE:;’RJ NA29493
gRJ NA72278
:Fa’Rd NA22157
I?’RJ NA321327

PRJNA34234
I?’RJ NA70228
IE:;’RJ NA33920
gRJ NA27336
I?’RJD86943

PRJDB6943
PRJDB6943

PRJNA34647

PRJNA72278
3
PRJNA626385

PRJNA72278
I:?’RJ NA16334
gRJ NA43594
I‘:"RJ NA816516

PRJEB4909
PRJNA54660
:Fa’Rd NA80889
IZ’RJ NA63623
:Fa’Rd NA70228
SRJNA352403
PRINA342349
PRINA328825

PRINA524186
PRINA543206
PRJEB47281

PRINA636233
PRINA702288

PRINA231221
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SAMN10031557
CUFC00000000
NCXHO00000000
LJSL00000000
JAGSWQO000000000

AXDY00000000

PZGM00000000
JAFFRMO000000000
PPRUO0000000
JXXP00000000

AP018585
AP018586
AP018587

ACJB00000000
JAGSWWO000000000

JAGSWT000000000
AKGC00000000

JAAVMUO000000000

FDPEO0000000
JALCWP000000000
JAKUUV000000000
JAIBMT000000000
JAFFRRO000000000
MPAV00000000
PZHMO00000000
SDMAOQ0000000
SJOX00000000
DYUY00000000
CALUAP0O00000000
JAIWMMO000000000

JAFFRPO00000000

India

UK
Germany
China
UK

USA

USA

Canada
Germany

UK

China
Brazil

USA
Netherlan

ds

USA
Thailand
India
Germany
Japan
Canada
Brazil
USA
Denmark
USA
India
Germany

USA

Blood
Human
Kefir
Surgical
infection
NA
Mammary

gland
Brain tissue

Mastitis
Skin

Skin
Cerebrospin

al fluid
Blood

Nasal cavity

Graft
infection
NA

NA
Puncture
fluid

NA

Skin

Urine

Skin
Blood

Skin
Skin wound
Milk
Skin
Urine
Mastitis
Urine
Intestinal
content
Feces
Skin

NA

Skin

Urine



M.sciuri
M.sciuri

M.sciuri

M.sciuri
M.sciuri

M.sciuri

M.sciuri
M.sciuri
M.sciuri
M.sciuri
M.sciuri

M.sciuri

FDAARGOS_285

82104
WHAO07

MIN-176
NS202
BLO1

UFMG-H6
NCTC12103
GDQ20D70P
$502
MGBC107897
SNUC 1353
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PRINA231221
PRINA678127
PRINA741091

PRINA769286
PRINA278195
PRINA527079

PRINA435944
PRJEB6403
PRINA224116
PRINA224116
PRJEB45234
PRINA342349
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LDTMO00000000
SPPHO0000000

JAAVMWO000000000

JALGPB000000000
NZ_JACDQU010000000
CAJTRY000000000

QYJA00000000

USA
China

China

Pakistan
India

UK

Brazil
NA
Ghana
Brazil
Denmark

Canada

NA
Urine

Bioaerosol of
a chicken
farm

NA

Oryza sativa

Mus
musculus
Urine

Skin

Nasal cavity
NA

Feces

Mastitis
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Annexe 6: Données de séquencage métagénomique shotgun des échantillons prélevés sur

les IPD et la PSPC

Project Name
PO01-site-A
P01-site-B
P02-site-A
P02-site-B
P03-site-A
P03-site-B
P04-site-A
P04-site-B
P0S-site-A
P05-site-B
P06-site-A
P06-site-B
P07-site-A
P07-site-B
P08-site-A
P08-site-B
P09-site-A
P09-site-B
P10-site-A
P10-site-B
P11-site-A
P11-site-B
P12-site-A
P12-site-B
P13-site-A
P13-site-B
P14-site-A
P14-site-B
P15-site-A
P15-site-B
P16-site-A
P16-site-B
P17-site-A
P17-site-B
P18-site-A
P18-site-B
P19-site-A
P19-site-B
P20-site-A

Material
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI
Skin
DFI

BioProject

PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
PRIDB13730
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Abstract

Background Diabetic foot infections (DFIs) are the most common complications of diabetic foot ulcers (DFUs), and a
significant cause of lower extremity amputation. In this study we used whole genome sequencing to characterize the
clonal composition, virulence and resistance genetic determinants of 58 Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. isolates
from contralateral healthy skin and DFU from 44 hospitalized patients.

Results S.aureus (n=32) and S. epidermidis (n=10) isolates were recovered from both DFUs and healthy skin,
whereas, S. haemolyticus (n=8), M. sciuri (n=1), S. hominis (n=1) and S. simulans (n = 3) were recovered exclusively
from healthy skin. In contrast, S. caprae (n=2) and S. saprophyticus (n=1) were recovered only from DFUs. Among S.
aureus isolates, MRSA were present with high prevalence (27/32, 84.4%), 18 of which (66.7%) were from DFUs and 9
(33.3%) from healthy skin. In contrast, the coagulase-negative Staphylococcus (CoNS)/Mammaliicoccus isolates (n=26),
in particular S. epidermidis and S. haemolyticus were more prevalent in healthy skin, (10/26, 38.5%) and (8/26, 30.8%),
respectively. MLST, spa and SCCmec typing classified the 32 S. aureus isolates into 6 STs, ST672, ST80, ST241, ST1, ST97,
ST291 and 4 unknown STs (STNF); 8 spa types, 1044, 1037, 13841, 11247, 1127,1639, t937 and t9432 and 2 SCCmec types,
type IV and type Ill(A). Among CoNS, the S. epidermidis isolates belonged to ST54, ST35 and ST640. S. haemolyticus
belonged to ST3, ST25, ST29, ST1 and ST56. The sole M. sciuri isolate was found to carry an SCCmec type lll(A). A wide
range of virulence genes and antimicrobial resistance genes were found among our isolates, with varying distribution
between species or STs. The pan-genome analysis revealed a highly clonal population of Staphylococcus isolates,
particularly among S. aureus isolates. Interestingly, the majority of S. aureus isolates including MRSA, recovered from
the healthy skin and DFUs of the same patient belonged to the same clone and exhibited similar virulence/resistance
genotype.
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| Condlusions Our study provides clinically relevant information on the population profile, virulence and antibiotic
resistance of Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. in DFls, which could serve as a basis for further studies on these as

well as other groups of pathogens associated with DFIs.

| Keywords Staphylococcus, Mammaliicoccus, MRSA, Diabetic foot Ulcer Infection

Background

Diabetes is a fast-growing global problem with huge
social, health, and economic consequences [1]. The
prevalence of diabetes in 2021 was estimated to be 10.5%
(536.6 million people), and it is expected to raise to 12.2%
(783.2 million) in 2045 [2].

People with diabetes are at increased risk of long-term
complications such as coronary heart disease, cerebro-
vascular and peripheral vascular diseases and diabetic
foot ulcers (DFUs) [3]. It was estimated that 15% of dia-
betics will develop DFUs during their existence [4].

Microbial infections of the DFUs, termed diabetic
foot infections (DFIs) are key contributors to the ampu-
tation risk [5]. Limb loss associated with DFUs have a
significant negative impact on mobility, psychosocial
well-being, and quality of life of the patients and increase
healthcare costs [6, 7].

Bacterial species belonging to the genus Staphylococcus
are common colonizers of skin and mucous membranes
of humans and animals, but also opportunistic pathogens
capable of causing a wide range of infections. The staph-
ylococci can be differentiated into Coagulase-Positive
(CoPS) and Coagulase-Negative (CoNS), based on their
ability to produce coagulase. Recently, five species among
the CoNS (S. sciuri, S. fleurettii, S. lentus, S. stepanovicii
and S. vitulinus), and belonging to S. sciuri group, were
reclassified into the novel genus Mammaliicoccus, with
Mammaliicoccus (M.) sciuri as the type species [8].

The CoPS, which are considered as more pathogenic
than the CoNS, include the notorious pathogen, S.
aureus, which is the main causative agent of both com-
munity acquired and nosocomial infections in humans
as well as in animals [9-12], including DFIs [12, 13]. S.
aureus can deploy numerous virulence factors which are
implicated in DFI and delayed wound healing process
[14, 15]. However, the CoNS and the Mammaliicoccus
are now known to be also frequently associated with clin-
ical infections, including diabetic foot osteomyelitis [16],
particularly in immune-compromised and hospitalized
patients [17].

Both Staphylococcus and Mammaliicoccus species are
becoming increasingly resistant to several antibiotics, as
a result of the acquisition of resistance genes [18], limit-
ing further the therapeutic options against the infections
caused by these bacteria, and leading to worse clinical
outcomes [19].

Thus, understanding the genetic characteristics of
Staphylococcus and related bacteria in DFIs can be
exploited for both therapeutic and diagnostic purposes.

Apart from one study by Djahmi et al. (2013) [20],
data on the staphylococci associated with DFIs in Alge-
ria are lacking. Therefore, in the present study we used
whole genome sequencing (WGS) to characterize the
genetic diversity, antibiotic resistance and virulence
genetic determinants of Staphylococcus and Mammali-
icoccus spp. isolates recovered from DFIs; and to assess
the potential association between clones/species and/or
virulence/resistance genes with PEDIS grades and the
source of isolates.

Results

Species and source of Staphylococcus/Mammaliicoccus
isolates

Eight Staphylococcus/Mammaliicoccus ~species were
identified among the 58 isolates, including S. aureus
(32/58, 55.2%), S. epidermidis (10/58, 17.2%), S. haemo-
lyticus (8/58, 13.8%), S. simulans (3/58, 52%), S. caprae
(2/58, 3.5%), S. hominis, S. saprophyticus and M. sciuri
(1/58 each, 1.7%). The characteristics of the 58 isolates
included in this study are shown in Table 1.

Among the 32 S. aureus isolates, 23/32 (71.9%) were
recovered from DFUs and 9/32 (28.1%) from healthy
skin. The 10 S. epidermidis isolates were recovered from
8 patients, including 6/10 (60%) from healthy skin and
4/10 (40%) from DFUs. All the S. haemolyticus (n=8), M.
sciuri (n=1), S. hominis (n=1) and S. simulans (n=3) iso-
lates were recovered exclusively from healthy skin, but S.
caprae (n=2) and S. saprophyticus (n=1) were recovered
only from DFUs.

Among the 32 S. aureus isolates, 27/32 (84.4%) car-
ried the mecA gene, and were therefore MRSA; 18/27 of
which (66.7%) were from DFUs and 9/27 (33.3%) from
healthy skin.

Statistically, S. aureus including MRSA isolates and
CoNS were significantly associated with the source of
isolation (p-value=0.004).

Molecular typing of the Staphylococcus/Mammaliicoccus
isolates

Clones of S. aureus were characterized based on the
combination of MLST, SCCmec and spa typing. In silico
determination of MLST revealed that S. aureus isolates
belonged to 6 known STs including ST80 (16/32, 50%),
ST241 (5/32, 15.6%), ST672 (3/32, 9.4%), ST1 (2/32,
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Table 1 Clinical, epidemiological and molecular characteristics of Staphylococcus/Mammaliicoccus species recovered from DFUs and
Healthy skin (n=58)

Patient Age/sex  PEDIS Ulcer Antibiotics Iso-  Origin  species SCCmec  ST-spa
grade location lates
(n)
PO1 73/M 3 Forefoot  Ciprofloxacin 3 DFU S.aureus IVd(2B)  ST672-13841
HS S.aureus IVd(2B)  ST672-13841
HS S. epidermidis MSCoNS ~ ST54
P02 51/F 3 Midfoot  Amoxicillin-clavulanate 2 HS S. aureus IVc(2B)  ST80-t1247
HS S. aureus I1(3 A) STNF-t037
P03 61/M 4 Heel Metronidazole, Cefotaxime 3 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
HS S.aureus IVc(2B) ST80-1044
HS S.haemolyticus ~ MSCONS ~ ST3°
P04 62/M 3 Forefoot  Clindamycin, Ciprofloxacin 2 DFU S. epidermidis MSCoNS ~ ST54
HS S. epidermidis MSCoNS  ST54
P05 60/F 4 Midfoot  Metronidazole, Cefotaxime 3 DFU S. epidermidis MSCoNS  ST54
HS S.haemolyticus ~ MSCONS ~ ST29
HS M. sciuri 1I(3 A) STNF
P06 71/M 3 Forefoot  Ciprofloxacin 2 DFU S. epidermidis MSCoNS ~ ST54
HS S. epidermidis MSCONS ~ ST54
Po7 61/M 3 Forefoot  Clindamycin 1 HS S. epidermidis MSCoNS  STNF
P0o8 63/F 3 Heel Metronidazole, Cefotaxime 1 HS S.haemolyticus ~ MSCONS ~ ST25
P09 64/M 4 Forefoot ~ Cefotaxime 3 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
DFU S.caprae MSCoNS  STNF
HS S. aureus IVc(2B)  STB0-t044
P10 73/M 2 Heel Amoxicillin-clavulanate 2 DFU S.aureus MSSA ST291-t937
HS S. hominis MSCoNS ~ STNF
P11 66/M 2 Midfoot Clindamycin 1 DFU S. aureus 113 A) STNF-t037
P13 54/M 4 Forefoot ~ Bactrim 1 HS S. epidermidis MSCoNS  ST35
P14 80/F 2 Forefoot  Imipenem 1 HS S.haemolyticus ~ MSCONS ~ ST3
P15 74/M 2 Heel Amoxicillin-clavulanate 3 DFU S.aureus 11(3 A) ST241-t037
HS S. aureus I1(3 A) ST241-t037
HS S. epidermidis MSCoNS  ST35
P16 61/M 3 Forefoot  Cefazolin 2 DFU S. aureus 11(3 A) ST241-t037
HS S.haemolyticus ~ MSCONS ~ ST3
P17 70/M 2 Heel Bactrim 2 DFU S. epidermidis MSCoNS  STe40
HS S.simulans MSCONS ~ STNF
P18 49/M 4 Midfoot  Clindamycin, Cefotaxime 1 HS S.simulans MSCoNS ~ STNF
P19 44/M 3 Forefoot  Imipenem 2 DFU S.caprae MSCoNS ~ STNF
HS S.simulans MSCoNS ~ STNF
P20 71/M 2 Midfoot Imipenem 1 HS S.haemolyticus ~ MSCoNS ~ ST1
P26 85/M 4 Heel Clindamycin, Ciprofloxacin =~ 1 DFU S.aureus 11(3 A) STNF-t037
P27 82/M 4 Forefoot ~ Metronidazole, Cefotaxime 1 HS S.haemolyticus ~ MSCoNS  ST56
P28 72/M 4 Midfoot ~ Metronidazole, Cefotaxime 1 HS S.haemolyticus ~ MSCONS ~ ST25
P29 54/M 3 Heel Bactrim, Cefotaxime 1 HS S. aureus Vc(2B)  STB0-t044
P30 59/M 3 Forefoot  Ciprofloxacin 1 HS S.aureus MSSA ST97-t9432
P31 64/M 4 Forefoot  Clindamycin, Ciprofloxacin =~ 1 DFU S. aureus IVd(2B)  ST672-13841
P32 60/M 3 Heel Metronidazole, Cefotaxime 2 DFU S.aureus 1I(3 A) ST241-t037
HS S. aureus I1(3 A) ST241-t037
S1e* 57/F 3 Heel Cefazolin 1 DFU S.aureus MSSA STNF-t037
S17K* 72/M 2 Heel Amoxicillin-clavulanate 1 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
S104K* 60/F 2 Midfoot  Imipenem 1 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
S4K* 59/M 2 Forefoot  Clindamycin, Ciprofloxacin =~ 1 DFU S.saprophyticus ~ MSCoNS ~ STNF
SeK* 49/M 3 Midfoot  Bactrim 1 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
STK* 58/M 3 Heel Ciprofloxacin 1 DFU S. aureus IVc(2B)  STB0-t044
SBK* 60/M 4 Heel Metronidazole, Cefotaxime 1 DFU S. aureus IVc(2B)  ST80-t044
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Table 1 (continued)
Patient Age/sex  PEDIS Ulcer Antibiotics Iso-  Origin  species SCCmec  ST-spa
grade location lates
(n)
SoK* 52/M 3 Midfoot  Cephalexin, Gentamicin 1 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
S10K* 60/M 4 Forefoot ~ Metronidazole, Cefotaxime 1 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
S11K* 67/M 4 Heel Clindamycin, Ciprofloxacin 2 DFU S. aureus IVc(2B) ST80-t044
Forefoot DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
S12K* 85/M 3 Forefoot  Ciprofloxacin 2 DFU S.aureus IVc(2B)  ST80-t044
Heel DFU S.aureus MSSA ST1-t127
S14K* 60/F 4 Midfoot  Cefazolin 1 DFU S. aureus MSSA ST1-t127

DFU: diabetic foot ulcer, HS: healthy skin; M: Male, F: female; MSSA: methicillin-sensitive S. aureus; MSCoNS: methicillin-sensitive coagulase negative staphylococci;
ST: sequence type; STNF: ST not found; SCCmec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec. *Patients sampled only from DFU (additional strains). § Novel allele, ST

may indicate nearest ST. Values are numbers

6.3%), ST97 and ST291 (1/32 each, 3.1%), and 4 STNF
(4/32, 12.5%).

Eight spa types were identified among S. aureus iso-
lates. The dominant one was t044 (13/32, 40.6%), fol-
lowed by t037 (9/32, 28.1%), t3841 (3/32, 9.4%), t1247
and t127 (2/32 each, 6.3%), t639, t9432 and t937 (1/32
each, 3.1%).

Two SCCmec types were identified among MRSA iso-
lates, type IV (19/27, 70.4%) and type III(A) (8/27, 29.6%).
The type IV isolates were assigned to subtype IVc(2B)
(16/27, 59.3%) and IVd(2B) (3/27, 11.11%).

Among CoNS/Mammaliicoccus isolates, SCCmec type
III(A) (1/26, 3.8%) was detected in the sole M. sciuri
isolate.

The dominant MRSA clone (13/27, 48.1%) was
ST80- t044- IVc(2B), followed by ST241-t037- III(3 A))
(5/27,18.5%); whereas, ST672- t3841- IVd(2B) and STNF-
t037- III(3 A) were each represented by 3/27 (11.1%) iso-
lates. In addition, 2 other spa types were detected among
ST80- IVc(2B) isolates, t1247 (2/27, 7.4%) and t639 (1/27,
3.7%).

2/5 (40%) of MSSA isolates belonged to ST1-t127,
while ST97-t9432, ST291-t937 and STNF-t037 were each
represented by one isolate (1/5, 20%).

Among S. epidermidis isolates, 6/10 (60%) belonged to
ST54, 2/10 (20%) to ST35 and 1/10 (10%) to ST640. 3/8
(37.5%) S. haemolyticus belonged to ST3 and 2/8 (25%) to
ST25, while ST29, ST1 and ST56 were each represented
by 1/8 (12.5%) isolate.

Virulence genes
The presence and distribution of the virulence genes are
summarized in Tables 2, 3 and S2.

A total of 116 virulence genes were detected among S.
aureus isolates including 42 adhesion genes and a large
number of type 8 capsular polysaccharide, immune eva-
sion and exoenzyme genes.

Thirty-five toxin-encoding genes were found among
MRSA/MSSA isolates including 6 hemolysins (higA,
higB, hlgC, hlb, hld and hla/hly), 13 staphylococcal

enterotoxins (se) and staphylococcal enterotoxin-like tox-
ins (sel) (sea, seb, seh, sek, seq, seg, sei, sem, sen, seo, seu
selk and selq), with different carriage proportions ranging
from 3.1 to 100%. ST1 isolates carried the highest num-
ber (n=7) of se/sel genes, sea, seb, seh, sek, seq, selk and
selq. In contrast, none of the se/sel genes were detected
among the ST80 isolates.

Remarkably, none of the Staphylococcus/Mammaliicoc-
cus isolates harbored an exfoliatine toxin gene (eta or etb)
or a toxic shock syndrome toxin (tst) gene.

The leukocidins genes (lukD, lukE) were detected in all
S. aureus isolates (32/32,100%), while lukF/lukS-PV were
detected only in ST80 isolates (16/32, 50%). In addition,
edinB gene encoding epidermal cell differentiation inhib-
itors was also detected only in ST80 isolates (16/32, 50%)
and in ST291- t937 (1/32, 3.1%).

On the other hand, the sole virulence factor found
among the 26 CoNS/Mammaliicoccus isolates was
the arginine catabolic mobile element (ACME), which
was exclusively present in S. epidermidis isolates (9/26,
34.6%).

The association of virulence genes with S. aureus ST
or CoNS/Mammaliicoccus species was statistically sig-
nificant. In contrast, no statistically significant asso-
ciation was found between the presence/absence of
virulence genes and PEDIS grades or the source of iso-
lates (p-value>0.05).

Resistance genes

S. aureus

The distribution of the genetic determinants of antibiotic
resistance among the S. aureus is shown in Tables 4 and
S2. Genes encoding B-lactam resistance, mecA and blaZ,
were detected among S. aureus isolates at frequencies of
84.4% (27/32) and 50% (16/32), respectively.

The genes encoding aminoglycoside-modifying
enzymes (AME), aph(3’)- 1II/ aph(3’)- Illa, were the most
prevalent among S. aureus isolates (25/32, 78.1%). All
ST80 isolates (16/32, 50%) were positive for ant(6)-Ia
and aph(3’)-111/ aph(3’)-Illa genes, and all ST241 isolates
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Table 2 (continued)
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N

0)

0

esaD
esak

esaG

esaGl

esaG2
esaG3
esaG4
esaG5
esaGé
esaG7
esaG8
esaG9
essA
essB
essC
esxA
esxB
esxC

esxD

Degrading enzyme
Lipases

geh
lip

N
N

32(100)
32(100)

4(100)

4(100)

1(100)
1(100)

16(100)
16(100)

3(100)
3(100)

1(100)
1(100)

5(100)

5(100)

2(100)
2(100)

Proteases

SSPA
sspB

sspC

splA

N

N

splB
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Table 2 (continued)
ST1-t127 ST241- ST291- ST672- ST80-t044/ ST97- STNF- Total §p—value
(n=2) t037 (n=5) t937 (n=1) t3841 t1247/t639 19432 t037 (n=32)
n(%) n(%) n(%) (n=3) (n=16) n(%) (n=1) (n=4) n(%)
n(%) n(%) n(%)
splE 2(100) 5(100) 1(100) 0(0) 0(0) 1(100) 4(100) 13(40.6) <0.001
Hyaluronidases
hysA 2(100) 5(100) 1(100) 0(0) 16(100) 0(0) 4(100) 28(87.5) < 0.001
Coagulases
coa 2(100) 000 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(94) <0.001
vivbp 2(100) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 4(100) 11(34.4) <0.001
Other enzymes
aur 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
Immune evasion
adsA 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
chp 0(0) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(15.6) <0.001
sak 2(100) 5(100) 0(0) 3(100) 14(87.5) 1(100) 4(100) 29(90.6) 0.077
scn 2(100) 5(100) 0(0) 3(100) 14(87.5) 1(100) 4(100) 29(90.6) 0.077
spa 2(100) 0(0) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 0(0) 23(71.9) <0.001
sbi 2(100) 5(100) 1(100) 3(100) 16(100) 1(100) 4(100) 32(100) N
$Chi-squared test was used to calculate p-values for describing the association of each gene and STs, p-values < 0.05 were considered statistically significant
*egc cluster corresponds to seg, sei, sem, sen, seo and seu genes
Values are numbers and percentages in brackets
Table 3 Virulence gene profiles in CONS/M. sciuri isolates recovered from DFUs and Healthy skin (n=26)
M.sciuri  S.caprae  S.epidermi- S.h Iyti-  S.h S.sapro- S.simulans  Total *p-
(n=1) (n=2) dis(n=10)  cus(n=8) (n=1)n(%) phyticus (n=3)n(%) (n=26) value
n(%) n(%) n(%) n(%) (n=1) n(%) n(%)
ACME 0(0) 0(0) 9(90) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 9(34.6) 0.001

*Chi-squared test was used to calculate p-values for describing the association between genes and species, p-values <0.05 were considered statistically significant

Values are numbers and percentages in brackets

(5/32, 15.6%) were positive for 3 AME genes, ant(9)-Ia,
aac(6’)- aph(2”) and aph(3’)- I11.

Four genes encoding resistance to macrolide-lin-
cosamide-streptogramin B (MLSB) were detected in
S. aureus isolates. The msr(A) and mph(C) genes were
detected in all the ST672 isolates (3/32, 9.4%), and the
erm(A) in all the ST241 isolates (5/32, 15.6%).

Three genes encoding resistance to tetracycline were
detected among S. aureus isolates, tet(M) (9/32, 28.1%),
tet(K) (2/32, 6.3%) and tet(38) (6/32, 18.8%). Remarkably,
only isolates belonging to t037 and harboring SCCmec-II1
(ST241 and STNF) carried tet(M).

The fusB and fusC genes coding for fusidic acid resis-
tance were detected in all the ST80-t1247 (2/32, 6.3%)
and ST1-t127 (2/32, 6.3%), respectively. The dfrG gene
coding for trimethoprim-sulfamethoxazole resistance
was detected only in ST241 isolates (5/32, 15.6%).

CoNS/ M. sciuri

As presented in Table 5, various resistance genes were
also identified among the twenty-six CONS/ M. sciuri iso-
lates. 18/26 (69.2%) carried both mecA and blaZ genes.

Remarkably, the single M. sciuri isolate harbored both
mecA and mecAl (1/1, 100%). 9/10 (90%) S. epidermidis
isolates carried both fusB and fosB genes. In addition,
msr(A) and mph(C) were detected in S. epidermidis (2/10,
20%) and S. haemolyticus (8/8,100%) isolates. Moreover,
ermC was found in S. haemolyticus (5/8, 62.5%) and S.
epidermidis (1/10, 10%) isolates. aac(6’)- aph(2”)/ aac(6)-
Ie/aph(2”)-1a genes were detected in S .haemolyticus (7/8,
87.5%) and M. sciuri (1/1, 100%).

The aph(3’)-111/ aph(3’)-Illa (6/8, 75%) and tet(K) (7/10,
70%) genes were found exclusively in S. haemolyticus
and in S. epidermidis, respectively. Genes conferring
resistance to streptogramin (vat(B), vat(C) and vgb(B)),
macrolides (vga(B) and vga(A)LC), kanamycin/neomy-
cin (aadD), tetracycline (tet(L)), streptomycin (str) and to
quaternary ammonium compounds (gacB) were detected
only in S. haemolyticus isolates, at a frequency of one
gene per isolate(1/8, 12.5%).

Pan-genome analysis
The pan-genome of each species was determined and
phylogenetic trees were built based on gene presence/
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Table 4 Resistance gene profiles in S. aureus isolates recovered from DFUs and Healthy skin (n=32)

ST1-t127 ST241-  ST291-  ST672-  ST80-t044/ ST97-  STNF-  Total *p-value

(n=2) t037 1937 t3841 t1247/t639 19432 to37 (n=32)

n(%) (n=5) (n=1) (n=3) (n=16) n(%) (n=1) (n=4) n(%)

n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

B-lactams
mecA 0(0) 5(100) 0(0) 3(100) 16(100) 0(0) 3(75) 27(844) <0.001
blaz 0(0) 5(100) 1(100) 3(100) 2(12.5) 1(100) 4(100) 16(50) <0.001
blal 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3) 0(0) 1(100) 0(0) 2(6.3) 0.002
blaR1 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3) 0(0) 1(100) 0(0) 2(6.3) 0.002
Aminoglycoside
ant(é)-la 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 16(100) 1(100) 0(0) 17(53.1) <0.001
ant(9)-la 0(0) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(156) <0.001
aac(6’)- aph(2’) 0(0) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 3(75) 8(25) <0.001
aph3)-l 0(0) 5(100) 0(0) 2(66.7) 13(81.3) 0(0) 0(0) 20(62.5) 0.005
aph(3)-lita 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8) 1(100) 0(0) 5(156) 0.207
sat4 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8) 1(100) 0(0) 5(156) 0.207
Macrolides
mph(C) 0(0) 0(0) 0(0) 3(100) 0(0) 0(0) 0(0) 3(94) <0001
msr(A) 0(0) 0(0) 0(0) 3(100) 0(0) 0(0) 0(0) 3(94) <0.001
ermA 0(0) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(156) <0.001
ermC 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(6.3) 1(100) 0(0) 2(6.3) 0.014
Tetracycline
tet(k) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(12.5) 0(0) 0(0) 2(6.3) 0.907
tet(M) 0(0) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 4(100) 9(28.1) <0.001
tet(38) 1(50) 0(0) 0(0) 1(33.3) 3(18.8) 1(100) 0(0) 6(18.8) 0214
Fusidic acid
fusB8 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(12.5) 0(0) 0(0) 2(6. 0.907
fusC 2(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(6. <0.001
Trimethoprim-sulfamethoxazole
dfrG 0(0) 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(156) <0.001
Fosfomycin
fosB 0(0) 0(0) 0(0) 1(33.3) 0(0) 0(0) 0(0) 1(3.1) 0.126

*Chi-squared test was used to calculate p-values for describing the association between genes and STs, p-values <0.05 were considered statistically significant

Values are numbers and percentages in brackets

absence matrix. Interestingly, isolates from DFUs are
intermingled among the healthy skin isolates through-
out the trees. A high number of accessory genes was
observed, particularly, in S. epidermidis (4383, 72.3%), S.
aureus (3997, 67.1%), S. haemolyticus (3874, 65.9%) and
M. sciuri (3813, 65.7%) (Fig. 1).

The pan-genome analysis separated the ST80 S. aureus
isolates into three subgroups (Fig. 2), one comprised of
10 closely related t044 isolates, the second comprised of
2 t1247 and 1 t639 related isolates, and the third con-
tained 3 t044 isolates, which were more distantly related
to ST80 strains from the other countries. S. aureus ST80,
ST1, ST672, ST241 and STNF were found to be closely
related to each other and were more distantly related to
the reference strains.

The phylogenetic tree of S. epidermidis revealed two
major clusters, the first included ST54 isolates, which
were distinct from the reference S. epidermidis strains,
and the second included the reference ST54 strains

(Fig. 3). The ST35 isolates clustered together, but separate
from the ST35 strains from other countries.

The phylogenetic tree of S. haemolyticus revealed a
clear distinction between our isolates and the reference
strains (Fig. 4).

Similarly, S. simulans and S. caprae isolates (Figs. 5 and
6) from our study were closely related and more distantly
related to the clinical isolates from China (CJ16) and
Japan (JMUB145, JMUB590 and JMUB898), respectively.

S. saprophyticus and S. hominis isolates clustered with
clinical isolates from India and the Netherlands, respec-
tively (Figs. 7 and 8).

However, our single M. sciuri isolate formed an out-
group, which was distinct from the rest of the reference
strains (Fig. 9).
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Table 5 Resistance gene profiles in CoNS species and M. sciuri recovered from DFUs and Healthy skin (n=26)

M.sciuri  S. S. S.haemo-  S.hominis S.sapro- S. Total *p-value

(n=1) caprae epidermi- lyticus (n=1) phyticus  simulans (n=26)

n(%) (n=2) dis(n=10) (n=8)n(%) n(%) (h=1)n(%) (n=3) n(%)

n(%) n(%) n(%)

Resistance genes
B-lactams
blaz 0(0) 2(100) 10(100) 8(100) 1(100) 0(0) 0(0) 21(80.8)  <0.001
blal 0(0) 2(100) 1(10) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 5(19.2) 0.103
blar1 0(0) 1(50) 1(10) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 4(154) 0.714
mecA 1(100)  0(0) 9(90) 8(100) 1(100) 0(0) 0(0) 19(73.1)  0.002
mecAl 1(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 138) <0.001
mecl 1(100)  0(0) 1(10) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(77) 0.038
mecR1 1(100)  0(0) 1(10) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2077) 0038
Aminoglycoside
aac(6)- aph(2’) 0(0) 0(0) 0(0) 5(62.5) 0(0) 0(0) 0(0) 5(19.2) 0.030
aac(6')-le/aph(2')-la 1(100)  0(0) 0(0) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 3(11.5) 0.079
aph@3)-ll 0(0) 0(0) 0(0) 4(50) 0(0) 0(0) 0(0) 4(154) 0.100
aph(3)-lila 0(0) 0(0) 0(0) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 2(77) 0.560
sat4 0(0) 0(0) 0(0) 2(25) 0(0) 0(0) 0(0) 2077) 0.560
Streptogramin
vat(8) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 1(38) 0.886
vat(C) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 1(38) 0.886
vgb(B) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 138) 0.886
Macrolides
mph(C) 0(0) 0(0) 2(20) 8(100) 0(0) 0(0) 0(0) 10(385) 0.004
msr(A) 0(0) 0(0) 2(20) 8(100) 1(100) 0(0) 0(0) 11(423) 0003
ermC 0(0) 0(0) 1(10) 5(62.5) 0(0) 0(0) 0(0) 6(23.1) 0.110
vga(A) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 3(100) 4(15.4) 0.004
vga(B) 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 138) 0.886
vgaALC 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 138) 0.886
sal(A) 1(100)  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) <0.001
Tetracycline
tet(t) 0(0) 0(0) 0(0) 1012.5) 0(0) 0(0) 0(0) 138) 0.886
tet(K) 0(0) 7(70) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 7(26.9) 0018
Fusidic acid
fusB 0(0) 1(50) 9(90) 3(37.5) 0(0) 0(0) 0(0) 13(50) 0.045
fusC 0(0) 0(0) 1(10) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 27.7) 0.986
Trimethoprim-sulfamethoxazole
dfrG 0(0) 0(0) 0(0) 5(62.5) 0(0) 0(0) 0(0) 5(19.2) 0.030
dfrS1 0(0) 0(0) 1(10) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 138) 0.948
Fosfomycin
fosB 0(0) 0(0) 10(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 10(385)  <0.001
Streptomycin
str 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 1(38) 0.886
kanamycin and neomycin
aadD 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 1(3.8) 0.886
Quaternary ammonium compounds
qacB 0(0) 0(0) 0(0) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 138) 0.886

*Chi-squared test was used to calculate p-values for describing the association between genes and species, p-values < 0.05 were considered statistically significant
Values are numbers and percentages in brackets
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S.aureus S.epidermidis S.haemolyticus S.simulans
| .u .
S.caprae S.hominis S.saprophyticus M.sciuri
[ 2
N,
1556
W Core (99% <= strains <= 100%) I Shell (15% <= strains < 95%)
B Soft core (95% <= strains < 99%) I Cloud (0% <= strains < 15%)

Fig. 1 Pan-genome representation of Staphylococcus/Mammaliicoccus spp. The pan-genome pie charts show gene content of Staphylococcus/Mam-
maliicoccus spp., determined by the Roary software. The pan-genome can be classified into core genes (the combination of core and soft core genes)
and accessory genes (the combination of shell and cloud genes)
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Phylogenetic tree Meta data

Fig. 2 Phylogenetic analysis of S. aureus based on the pan-genomes with Roary. On the right, the heatmap was generated using the presence and
absence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence, respectively. The phy-
logenetic tree was visualized in the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree file in the standard
Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (11819-97, 51475, 50924, 50924, AA45, MW2, LK34, AAS1,
MSSA476, 3688STDY6125016, AA6, GR1, VB12268, 36885TDY6124880, 36885TDY6 124954, CM17, TW20 VB1490, 3688STDY6124945) were highlighted by
black in the strain name
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Fig. 3 Phylogenetic analysis of S. epidermidis based on the pan-genomes with Roary. On the right of each panel, the heatmap was generated using the
presence and absence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence, respec-
tively. Phylogenetic tree was visualized in the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree files in
the standard Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (SE68, BB424986M, BB403186T, C36, C40,
14.1R1, C146, AK-612) were highlighted by black in the strain name
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Fig.4 Phylogenetic analysis of S. haemolyticus based on the pan-genomes with Roary. On the right of each panel, the heatmap was generated using the
presence and absence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence, respec-
tively. Phylogenetic tree was visualized in the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree files in
the standard Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (VB5326, 0G2, SH_16, DE0439, CN1219, AA12,
AAB3, AA48) were highlighted by black in the strain name
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Fig.5 Phylogeneticanalysis of S. simulans based on the pan-genomes with Roary. On the right of each panel, the heatmap was generated using the pres-
ence and absence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence, respectively.
Phylogenetic tree was visualized in the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree files in the
standard Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (SNUC 1336, UMC-CNS-990, NCTC 11,046, 1H5,
HAA294, MR1, CJ16) were highlighted by black in the strain name
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Fig. 6 Phylogenetic analysis of S. caprae based on the pan-genomes with Roary. On the right of each panel, the heatmap was generated using the pres-
ence and absence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence, respectively.
Phylogenetic tree was visualized In the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree files in the
standard Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (JMUB145, JMUB590, JMUB898, M23864:W1,
1H22, 9557, SY333) were highlighted by black in the strain name

Discussion sampling site alone or in combination with other
In this study, we investigated clonal composition, vir-  CoNS/Mammaliicoccus species.
ulence and resistance determinants of Staphylococ- S. aureus isolates, including MRSA recovered from the

cus/Mammaliicoccus species isolated from DFUs and  healthy skin and DFUs of each patient, belonged mostly
healthy skin. S. aureus was recovered from the same to the same clone and had similar genotype (P1, P3, P9,
P15 and P32). This is consistent with earlier findings that
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Fig.7 Phylogenetic analysis of S. hominis based on the pan-genomes with Roary. On the right of each panel, the heatmap was generated using the pres-
ence and absence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence, respectively.
Phylogenetic tree was visualized in the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree files in the
standard Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (HAB38, 2842STDY5753564, 1H9, C5, acrll, NC15,

384, ZBW5, UFMG-H78B) were highlighted by black in the strain name
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Fig. 8 Phylogenetic analysis of S. saprophyticus based on the pan-genomes with Roary. On the right of each panel, the heatmap was generated using

the presence and absence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence,

respectively. Phylogenetic tree was visualized in the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree

files in the standard Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (F2AH2Ly, HAF121, FDAARGOS_168,

63,55536, SNUC 2120, CHK146-2161, VJHHOMOpEI_bin.12.MAG, SW396) were highlighted by black in the strain name

S. aureus isolates recovered from 4 distinct anatomi- belonging to different clones were also recovered from

cal sites (oro-nasal cavity, periodontal pockets, skin the same sampling site (P2).

and ulcer) of patients with type 2 diabetes were highly S. aureus isolates, in particular MRSA, were more prev-

related in the same patient [21]. However, MRSA isolates  alent in DFIs than the healthy skin. This finding led to
suggest that S. aureus, especially MRSA play a significant
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Fig. 9 Phylogenetic analysis of M. sciuri based on the pan-genomes with Roary. On the right, the heatmap was generated using the presence and ab-
sence of core and accessory genes produced by Roary, genes are represented by white and blue bar for absence and presence, respectively. The phylo-
genetic tree was visualized in the online interactive viewer Phandango using the absence and presence matrix of genes and the tree file in the standard
Newick tree format generated by Roary. Meta data were shown in the middle, reference strains (MIN-176, NS202, $502, UFMG-H6, GDQ20D70P, SNUC
1353, FDAARGOS_285, MGBC 107897, NCTC12103, 82,104, WHAO07, BLO1) were highlighted by black in the strain name

role in the development and the chronicity of DFIs as
described in previous studies [22, 23].

In contrast, CoNS species were mostly recovered from
healthy skin, with the exception of S. caprae and S. sapro-
phyticus which were isolated only from DFIs.

Diabetic patients are thought to be major vehicles for
clonal dissemination of staphylococci between hospi-
tals and the community [24]; this could explain the rela-
tively high genetic diversity of our staphylococci. Indeed,
our MRSA isolates carried SCCmec III or IV, which are
commonly associated with healthcare- and community-
acquired infections, respectively.

This study revealed that the dominant MRSA clone
(13/27, 48.1%) had the characteristics of the European
clone (ST80- t044- IVc(2B)) [25]. Only isolates belonging
to this clone carried lukF/lukS-PV.

Despite the known community origin of PVL-positive
ST80- IV [26], this clone was highly prevalent in our
investigation, confirming the results of other studies
from Algeria, which reported the widespread occurrence
of PVL-positive ST80- IV in Algerian hospitals [27, 28].
Similarly, several studies have also reported that ST80
CA-MRSA was spreading in healthcare settings in Tuni-
sia [29], Jordan [30] and Kuwait [31, 32].

In addition to PVL, isolates belonging to the European
clone (ST80- t044- IVc(2B)) carried edinB and SCCmec
type IV considered as stable genetic markers for CA-
MRSA [26, 33].These properties suggest the community
origin of this clone.

The EDIN coding genes are powerful molecular mark-
ers associated with poor wound outcomes, that could

differentiate colonization from infection in DFUs [34,
35]. In our study, edinB-positive ST80- IVc(2B) isolates
were recovered from different grades of severity (2-4),
from both DFUs and the healthy skin, which indicates
the lack of association between these virulence mark-
ers and the severity of DFUs. These results contrast with
data obtained in France [34], where edin were found to
be highly prevalent in S. aureus isolates from high-grade
foot ulcers.

The Brazilian clone (ST241-t037- III(3 A)) was the
second most prevalent clone in our study. This clone
includes ST239, ST240 and ST241 harboring SCCmec-
III(A), which differ in mutations in pta or yqiL genes [36].

Given that isolates belonging to the Brazilian clone
(ST241-t037- III(3 A)) carried genes that confer resis-
tance to several classes of antibiotics, corroborates a
recent Algerian study performed in the province of
Constantine that reported a high prevalence (72.5%)
of a worrisome emerging multidrug resistant Brazilian
clone (PVL-negative ST239/241 SCCmec-III mercury)
[37]. Furthermore, this clone has been reported to be the
major HA-MRSA clone in hospitals in another Algerian
province [38].

Interestingly, another study from Algeria reported
that 82.2% of the MRSA isolated from DFIs belonged to
ST239 [20]. Furthermore, studies from India suggest that
the Brazilian clone has been found to be associated with
high biofilm production in DFUs, and positive for [uk-DE
and icaA-B [39].

ST672-t3841-1Vd(2B) is another MRSA clone found in
this study, it was detected among healthy skin and DFU
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isolates. ST672 is an emerging MRSA clone in India and
Australia [40, 41] and commonly associated with CA-
MRSA [42]. In addition, this clone has been reported in
DFU patients in India [39]. To the best of our knowledge,
this is the first report of this clone in Algeria.

The 5 MSSA isolates belonged to 4 different clones,
ST1-t127 (2/5,40%), ST97-t9432, ST291-t937 and STNF-
t037 (1/5 each, 20%). The finding of ST1 among MSSA
isolates was consistent with previous European studies
[26, 43]. However, in the USA, this clone was reported
as CA-MRSA, and was also found associated with DFIs
across all healing categories [44].

Interestingly, two of our MSSA clones, ST291-t937 and
ST97-19432, were previously identified as livestock-asso-
ciated [45]. ST291 was also reported in DFU patients in
India [39]. We noted that the ST291-t937 isolate lacked
the human innate immune evasion cluster (IEC) (sak,
chp, scn and sea) which confirms its animal origin [46]. In
contrast, the ST97-t9432 carried the JEC, harboring the
sak and scn genes, which could suggest a human origin of
this clone [47].

The phylogenetic analysis revealed that Staphylococcus/
Mammaliicoccus spp. carried a high number of accessory
genes which have features characteristic of transferred
elements (presence of mobility genes) and may provide
selective advantages under particular conditions such as
antibiotic resistance, adaptation, colonization and patho-
genicity [48].

Despite that certain strains clustered with refence
strains, there was a clear distinction between our iso-
lates and those from other countries. The phylogenetic
comparison of ST80 with the European (11819-97 and
S1475), Egyptian (AA45) and the USA (S0924) strains
revealed that the Algerian ST80 strains were quite diverse
from all the reference strains and mostly clonal, indicated
by the extremely short branches at the tip of each clonal
branch.

Both the MRSA- and MSSA-STNF exhibited a close
clonality and slight variation in gene content, suggest-
ing that the STNF-MRSA clone emerged following the
acquisition of SCCmec [26]. In addition, the pan-genome
analysis confirmed also that the STNF shared a common
ancestor with ST241 and ST239.

S. haemolyticus isolates belonging to the same ST were
not clustered together throughout the phylogenetic tree.
Hence, STs that are intermingled with another may be
a result of recent divergence or recombination of the
MLST genes [49].

No statistically significant association was found
between the presence of virulence genetic determinants
and the severity of DFUs. This result contrasts with the
findings of a previous report that suggested that infected
DFU markers sea, sei, lukE and hlgy, were strongly asso-
ciated with strains from grades 2—4 DFUs, and that cap8
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was associated with strains from grade 1 ulcers and
MSSA strains [50].

The higher frequency of adhesin-encoding genes
among our S. aureus isolates suggests that they have a
potential to form biofilms, which could contribute to
their persistence and chronicity in DFU [39, 51].

Likewise, the higher prevalence of y-hemolysins, [ukE-
lukD and cap8 cluster genes among our S. aureus isolates
was consistent with a previous study which reported high
frequency of y -hemolysin genes in MRSA isolates recov-
ered from DFU specimens and patients nares [30].

The absence of se/sel genes in the ST80 clone, is in
agreement with previous studies which found that ST80
CA-MRSA did not harbor any enterotoxin genes [29, 52].
However, a study in Kuwait hospitals reported that PVL-
positive ST80 CA-MRSA carried sed, sei, seg, seb, seh and
sea, suggesting that ST80 isolates arose from SE negative
isolates due to the acquisition of SE-carrying bacterio-
phages [32].

In contrast, a high number of se/sel genes was found
among ST672 and ST1 isolates. The production of a large
number of superantigen exotoxins (Sag) might contribute
to the worsening of DFUs by the activation of T cells and
the production of proinflammatory cytokines [53].

The ACME was detected only in S. epidermidis iso-
lates, which is in agreement with a previous study that
reported a higher prevalence of ACME amongst S. epi-
dermidis [54). ACME contributes to the success of bac-
teria in acidic environments as the acid environment on
the skin [55]. In fact, the extensive success of certain S.
aureus strains, such as USA300 (ST8-MRSA-IVa), the US
epidemic CA-MRSA strain, has been partially attributed
to the presence of ACME which is thought to originate
from S. epidermidis [56].

We have identified a wide range of antimicrobial resis-
tance genes among our isolates, with varying distribu-
tion between species or ST. Genes coffering resistance
to tetracycline, fusidic acid and fosfomycin were preva-
lent only in S. epidermidis. The macrolide resistance
genes erm(A) and erm(C) were predominant in S. aureus
ST241 clone and S. haemolyticus, respectively. Aouati et
al. (2021) reported that ermA and ermC were respon-
sible for erythromycin-resistance in multidrug resistant
HA-MRSA ST239/241 strains in Algeria [37], which is
in perfect agreement with our finding. Noteworthily, the
erm(A) gene was previously reported as the most preva-
lent gene in MRSA strains in DFIs in Algeria [20].

Carriage of AME genes was mostly associated with S.
haemolyticus and S. aureus, particularly ST80 and ST241
isolates, which proves that the monotherapy with AME
fails to eradicate DFIs due to these bacteria.

Our data suggest a widespread distribution of resis-
tant genes among S. epidermidis and S. haemolyticus iso-
lates, the opportunistic pathogens which form part of the
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normal commensal flora of humans, whilst it is difficult
to eradicate because of their resistance to multiple antibi-
otics [17]. In addition, S. epidermidis and other CoNS can
provide a reservoir of genes facilitating MRSA infection
such as antibiotic resistance determinants [11]. Thus, it
has been suggested that S. epidermidis may play an essen-
tial role in DFI etiology [21].

The tet(K) and fusB genes were less abundant among
ST80 isolates, which was in contrast with previous
studies that demonstrated that Algerian PVL-positive
ST80- IV strains were resistant to multiple antibiotics, in
particular to these drugs [57-59].

Although our study provided some important informa-
tion on the population and genetic profile of Staphylococ-
cus/Mammaliicoccus spp. isolated from DFIs, it suffers
from few limitations; (i) small sample size; (ii) lack of
phenotypic antibiotic resistance data; and (iii) non-inclu-
sion of a control group of patients who had not received
antibiotics.

Conclusions

In conclusion, our pan-genome analysis demonstrated
that the Algerian S. aureus and CoNS/Mammaliicoccus
isolates were closely related to each other, and presented
novel genetic features, with a widespread distribution of
virulence factors and antibiotic resistance genes, render-
ing this pathology more difficult to manage. The detec-
tion of the same S. aureus/CoNS clone in both DFIs and
the healthy skin suggests that the autochthonous skin
staphylococci can act as a reservoir for DFIs. To the best
of our knowledge, this study represents the first inves-
tigation in Algeria, employing WGS and pan-genome
analysis to get an insight on the underlying diversity
and pathogenicity of Staphylococcus/Mammaliicoc-
cus in DFIs. Most importantly, this study highlights the
importance of WGS in disease surveillance and outbreak
investigation, as it allows fine typing and detailed gene
profiling of bacterial isolates.

Methods

Study group

Patients aged over 18 years who were hospitalized with
infected DFUs at the University Regional Military Hos-
pital and the University Hospital Ben Badis, in the prov-
ince of Constantine, Algeria, from October to December
2019, were included in this study. 32 patients had a single
ulcer and were sampled from both healthy foot skin (con-
tralateral site to the chronic wound) and DFU. Patients
who underwent surgical procedure including amputa-
tions were excluded from the study.

In addition, 14 strains obtained from the routine diag-
nostic recovered from 12 hospitalized DFU patients were
added, including 2 patients who presented with 2 ulcers
on the same foot.

Page 16 of 19

DFUs were classified by clinicians using PEDIS clas-
sification (grade 2—4) proposed by the Diseases Society
of America (IDSA) and the International Working Group
on the Diabetic Foot Classifications of Diabetic Foot
Infection (IWGDF) [60]. Patient demographics including
age, gender, PEDIS grade, ulcer location and antibiotics
taken during the 15 previous days were recorded.

Sample collection

After wound debridement and cleansing with ster-
ile saline solution, pus samples were collected in deep
wounds from infected tissues. The healthy skin samples
were obtained by swabbing of an intact skin area measur-
ing 50 cm®. Swabs were immediately transported to the
laboratory of microbiology in 1 ml of sterile saline 0.9%
for culture. The strains were isolated on mannitol salt
agar after incubation at 37 °C for 24 h.

Whole genome sequencing analysis

Genomic DNA was extracted from 58 non duplicate
Staphylococcus/Mammaliicoccus isolates by lytic treat-
ment using achromopeptidase (Wako Pure Chemical
Industries, Osaka, Japan) and then Sodium Dodecyl Sul-
fate (10%). DNA was purified using Zymo Research kit
(Zymoresearch, Irvine, Ca, USA), according to the manu-
facturer’s instructions.

A DNA sequencing library (insert size, 300 to 500 bp)
was prepared using a QIAseq FX DNA Library Kits (Qia-
gen, Germany). WGS was performed using the Illumina
NextSeq 500 platform with the 300-cycle NextSeq 500
paired-end read sequencing (2 X 150-mer).

Bioinformatic analysis

Annotation of the genomes was performed with Prokka
[61]. Putative bacterial species were determined using
Krona [62].

To characterize isolates, sequencing reads were ana-
lyzed in silico by multi locus sequence typing (MLST)
[63]. spa types and SCCmec were identified in silico with
the online tools spaTyper and SCCmecFinder [64]. Anti-
microbial resistance genes were identified by homology
searching against the ResFinder database [65].

For pan-genome analysis, 58 isolates from this study
and publicly available sequences either at draft or com-
plete genome sequences (a total of 78 strains) [see
Additional file 3] was performed using Roary [66]. Tree
construction was performed using FastTree and visu-
alized in the online interactive viewer Phandango [67]
using the absence and presence matrix of genes and the
tree file in the standard Newick tree format generated by
Roary.



Ferhaoui et al. BMC Microbiology (2023) 23:342

Statistical analysis

Data were analyzed using the Statistical Package for
Social Sciences (SPSS; ver. 26.0). Contingency tables were
constructed and Chi-squared tests were used to calcu-
late p-value for describing possible associations between
species/ST and virulence/resistance genes with PEDIS
grades and the source of isolates. p-values<0.05 were
considered statistically significant.
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