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Le diabète est un problème majeur de santé publique dans le monde, dont le poids a 

augmenté considérablement au cours des deux dernières décennies et qui devrait toucher 

592 millions d’adultes d’ici 2035(Mandereau, 2017). Introduction 

Le diabète est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une hyperglycémie 

chronique résultant d'un défaut de la sécrétion de l'insuline ou de l'action de l'insuline ou de ces 

deux anomalies associées (Drouin, 2019).  

De nombreuses complications sévères et coûteuses touchent les personnes diabétiques. 

Ce sont en particulier les atteintes cardiaques, l'insuffisance rénale, les atteintes oculaires et les 

complications du pied (IWGDF, 2011). Les ulcérations du pied sont fréquentes chez les 

patients diabétiques, près de 25 % des diabétiques présenteront au cours de leur vie une plaie 

et dans la majorité des cas, ces plaies vont s’infecter. La diffusion de l’infection aux tissus mous 

et à l’os est la principale cause des amputations des membres inférieurs (Jean, 2011). 

 Il s’agit d’une complication particulièrement grave pouvant engager le pronostic vital 

et témoignant souvent d’un diabète multicompliqué (Ariane, 2018). 

L’infection du pied diabétique se définit par l’invasion et la multiplication de micro-

organismes entraînant une réponse inflammatoire allant jusqu’à la destruction des tissus atteints 

(Nicodème et al.,2015), 

L’infection de la plaie est souvent poly microbienne et Les bactéries pathogènes usuelles 

impliquées sont Staphylococcus aureus, les streptocoques, Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, 

les germes anaérobies, Pseudomonas, Acinetobacter… (Boucher et al., 2017). 

Les bactéries commensales ne peuvent vivre qu’en présence de cellules humaines ou 

animales, On les retrouve sur la peau, les muqueuses, et dans le tube digestif, et dans certaines 

conditions, peuvent provoquer des infections (Dupeyron et al., 2011). 

La flore bactérienne commensale des cavités nasales compose essentiellement 

de staphylococcus epidermidis, de corynébactéries…et certains sujets sont porteurs de 

Staphylococcus aureus au niveau des fosses nasales (un tiers des individus) (Fraperie, 2016). 
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L’environnement hospitalier est largement contaminé par des microorganismes 

d’origine humaine ou spécifiquement environnementaux (Auajjar et al., 2014). Chacun, en 

circulant dans l’établissement, disperse des microbes qui se retrouvent en grand nombre sur 

diverses surfaces chaussures, poignées de porte, interrupteurs…ou par l’intermédiaire de 

dispositifs médicaux et dans l’air (La lettre de L’institut Pasteur., 2011). 

La flore bactérienne retrouvés dans l’environnement hospitalier est composée des 

Staphylocoques, Corynébactéries, entérobactéries, Streptocoques, Microcoques, et aussi de 

Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas… (Legout, 2016 et Prescott et al., 2003). 

Au cours de cette étude, on s’est intéressée à l’isolement et l’identification des isolats 

bactériennes à partir des prélèvements de pieds diabétique infecté, des cavités nasales, et 

l’environnements hospitalier de ses patients diabétiques. 

Notre objectif est d’évaluer la prévalence des bacteries impliquées dans ses infections 

et vérifiée la présence de relation entre ses trois flores bactériennes et aussi de tester l’efficacité 

de certains antibiotiques sur ses souches.  

Afin de répondre à la problématique suivante : les infections chroniques des pieds 

diabétiques, peut-elle être liée à la Portage nasale du patient d’une bactérie opportuniste telle 

que S. aureus et/ou à la flore bactérienne de l’environnement hospitalier du malade ? 
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I.1. Définition du diabète 

Le diabète sucré est une affection du métabolisme caractérisée par l’augmentation du 

taux de sucre sanguin (hyperglycémie), qui perturbe le métabolisme des hydrates de carbone, 

des graisses et des protéines. L’affection est due à une défaillance de la sécrétion d’insuline, de 

l’action de l’insuline ou des deux (Wens et al., 2007). L'insuline agit donc comme une clé 

permettant au glucose de passer du sang aux cellules de notre corps pour être métabolisé (utilisé 

ou stocké) (HAS, 2015). 

Selon l’OMS, Le diabète est une maladie chronique grave qui se déclare lorsque le 

pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline (hormone régulatrice de la glycémie), ou 

lorsque l’organisme n’est pas capable d’utiliser efficacement l’insuline qu’il produit. Cela se 

traduit par un taux de sucre dans le sang (glycémie) élevé : on parle d’hyperglycémie (OMS, 

2013). 

L’hyperglycémie, conséquence courante d’un diabète non maîtrisé, peut, au fil du 

temps, provoquer de graves lésions cardiaques, vasculaires, oculaires, rénales et nerveuses 

(OMS, 2016). 

Le diabète est diagnostiqué si la glycémie à jeun est supérieure à deux reprises à 1.26 

g/l ou si elle est supérieure à 2 g/l à n’importe quel moment de la journée. 

Une glycémie est dite normale : 

- si elle se situe entre 0.70g/l et 1.10g/l à jeun 

- ou si elle est inférieure à 1.40g/l après un repas (HAS, 2015). 

I.2. Classification du diabète 

I.2.1. Diabète de type 1 :(5-10% des patients) (Heike L et al., 2017) 

Le diabète de type 1 (DT1) (précédemment connu sous le nom de diabète insulino-

dépendant) est caractérisé par une production insuffisante d’insuline et exige une administration 

quotidienne de cette dernière. (OMS, 2018) 
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Est une condition auto-immune caractérisée par la destruction des cellules productrices 

d’insuline du pancréas, il survient essentiellement avant l’âge de 20 ans d’où son autre 

appellation de « diabète juvénile ». Il est aussi nommé « diabète maigre » (car un 

amaigrissement est observé) ou encore « diabète sucré » (OMS,2017). 

I.2.2. Diabète de type 2 (90-95% des patients) (Heike L et al., 2017) 

Le diabète de type 2 (DT2), anciennement appelé « diabète non-insulino-dépendant », 

apparait le plus souvent chez les sujets de plus de 40 ans (même si on retrouve désormais ce 

type de diabète chez les enfants), d’où son appellation du « diabète de l’adulte » (OMS, 2017) 

est caractérisée par une résistance accrue des tissus périphériques (foie, muscles, tissu adipeux) 

à l’action de l’insuline, une insuffisance de sécrétion d’insuline par les cellules β du pancréas, 

une sécrétion de glucagon inappropriée (Braillard O., 2017). Il est aussi nommé « diabète gras 

» car les personnes atteintes sont souvent en surpoids ou obèses (OMS, 2017). 

I.2.3. Diabète gestationnel (14% des femmes enceintes) (Heike L et al.,2017) 

Ce diabète apparaît lors d’une grossesse est un type de diabète qui affecte généralement 

les femmes enceintes pendant les deuxième et troisième trimestres (Atlas IDF, 2017). Il se 

développe une intolérance au glucose due à une sécrétion insuffisante d’insuline dans le cadre 

d’une résistance à l’action de celle-ci augmentée durant la grossesse (Heike L et al., 2017). 

Dans la majorité des cas, il disparaît après l'accouchement, mais la mère devient à risque de 

développer le diabète de type 2 dans les années qui suivent (Feig D et al., 2018). 

I.2.4. Altération de la tolérance au glucose et de la glycémie à jeun  

Sont des affections intermédiaires qui font la transition entre normalité et diabète. 

Les personnes qui en sont atteintes sont exposées à un risque élevé d’évolution vers un 

diabète de type 2 (OMS, 2017). 

I.2.5. Les autres formes du diabète  

Sont plus rares et On distingue par exemple 

 • les MODY (Maturity Onset Diabetes in the Young), en général non insulino-dépendants. 

Sont fortement déterminés par une composante génétique. 
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 • les diabètes secondaires à d’autres maladies telles que des maladies pancréatiques, 

endocriniennes ou hépatiques. L’hémochromatose ou certaines mutations de l’ADN 

mitochondrial. 

 • le diabète lipoatrophique (disparition du tissu adipeux, hyperlipidémie, stéatose hépatique, 

insulino-résistance majeure).  

• le diabète induit par des traitements médicamenteux (ex : corticoïdes, diurétiques, 

neuroleptiques, certains immunosuppresseurs...) (Heike L et al., 2017).  

I.3.Prévalence du diabète  

1.3.1. Au niveau mondial  

Selon la Fédération Internationale du Diabète (FID), 425 millions de personnes sont 

atteintes du diabète (Atlas IDF, 2017), et le diabète pourrait être la 7ème cause de décès dans le 

monde en 2030, Selon l’Institut de Santé Publique (ISP) (Barbier, 2018). 

1.3.2. En Algérie  

Une enquête nationale réalisée par le ministère de la Santé, de la Population et de la 

Réforme hospitalière, en coordination avec l'Organisation mondiale de la santé (OMS) pour la 

période 2016/2017, a révélé que plus de 14% des Algériens âgés entre 18 et 69 ans souffraient 

de diabète. 

"Le taux de prévalence du diabète est passé de 8% en 2003, à 10% en 2012 pour 

atteindre 14% en 2017", ont démontré les résultats de l'enquête effectuée sur un échantillon de 

7450 personnes représentant les différentes régions du pays (Radio Algérienne, 2018). 

I.4.Complications du diabète  

Un diabète détecté trop tardivement ou déséquilibré à long terme peut entraîner de 

sérieuses complications secondaires. En effet une hyperglycémie prolongée est néfaste pour les 

vaisseaux (micro / macroangiopathie). Plusieurs organes peuvent alors être touchés, 

essentiellement : les grandes artères (cœur, cerveau, vaisseaux périphériques), les reins, les 

yeux (Labud et al., 2015) Ces atteintes peuvent réduire la circulation sanguine, ce qui – avec 

des lésions nerveuses (neuropathie) touchant les pieds (OMS, 2016). 
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I.4.1. Microangiopathie  

Est une atteinte diffuse des petits vaisseaux : artérioles, veinules et capillaires. Elle se 

manifeste essentiellement par la rétinopathie, la néphropathie et les neuropathies. L’état 

d’hyperglycémie chronique va engendrer des anomalies fonctionnelles, de ces petits vaisseaux 

(Abdelkbir, 2014). 

I.4.1.1. Rétinopathie  

La rétinopathie diabétique (RD) (atteinte des yeux : œil et rétine) est une grave 

complication du diabète (HAS, 2014). Résultant de l’atteinte des vaisseaux de la rétine, mettant 

en jeu le pronostic visuel (OMS, 2016). Qui touche 50% des patients diabétiques de type 2. 

(HAS, 2014). Est une cause importante de cécité et elle est consécutive à l’accumulation à long 

terme de lésions des petits vaisseaux sanguins de la rétine (OMS, 2016). 

I.4.1.2. Néphropathie  

Les petites artères des reins peuvent s’obstruer et diminuer la capacité de 

fonctionnement du rein entrainant une insuffisance rénale progressive (néphropathie 

diabétique) (Labud et al., 2015). 

Le diabète est la cause principale d’insuffisance rénale chronique (IRC) à travers le 

monde et la première cause de nécessité de suppléance rénale (Gariani et al., 2012). 

I.4.1.3. Neuropathie  

La neuropathie est une atteinte des nerfs. On parle de neuropathie diabétique lorsqu’un 

taux de sucre trop élevé dans le sang (hyperglycémie chronique) endommage les petits 

vaisseaux sanguins qui apportent l’oxygène nécessaire au bon fonctionnement des nerfs. De 

plus, l’hyperglycémie chronique peut entraîner la destruction du neurone ou de la gaine isolante 

qui entoure le prolongement du neurone (axone). (Ekoe et al., 2016) 

 La neuropathie diabétique existe sous la forme périphérique ou autonome : 

• La neuropathie périphérique (la plus fréquente des neuropathies diabétiques) est 

essentiellement sensitive et touche les nerfs des membres inférieurs - rarement des 

mains. 



Chapitre I                                        Le diabète et infection du pied diabétique    
 

7 

• La neuropathie autonome peut toucher le système cardio-vasculaire, le système digestif, 

le système uro-génital. (Labud et al., 2015) 

I.4.2. Macro-angiopathie  

Il s’agit d’atteintes diffusent des artères de gros et moyens calibres. Les lésions seront à 

l’origine d’obstructions artérielles. La macroangiopathie résulte de l’hyperglycémie et de 

l’hyperinsulinémie. L’hyperglycémie provoque les mêmes modifications que sur les petits 

vaisseaux (Abdelkbir, 2014). 

 La macro-angiopathie peut toucher les vaisseaux du cœur (infarctus), Les vaisseaux du cerveau 

(accident vasculaire cérébral) (AVC) ou bien les vaisseaux des jambes et des pieds 

(artériopathie oblitérante des membres inferieures) (AOMI) (Labud et al., 2015). 

I.5. Pied diabétique  

Pied diabétique est défini par l’ensemble des anomalies cliniques du pied chez une 

personne diabétique qui sont la conséquence du développement de complications chroniques 

du diabète constituées de la triade neuropathie - artériopathie et infection. Ce tableau clinique 

est marqué par la présence d’ulcérations chroniques ou récidivantes à l’origine d’amputations 

des membres inférieurs (Martini et al., 2018). 

I.5.1. Pied diabétique infectée : 

L’infection du pied diabétique se définit par l’invasion et la multiplication de micro-

organismes entraînant une réponse inflammatoire allant jusqu’à la destruction des tissus atteints 

(Nicodème et al., 2015), il est défini aussi par la présence d’au moins deux signes 

d’inflammation (présence de pus, érythème, douleur, œdème, chaleur ou induration) et est 

divisée en 3 grades allant d’une infection modérée (grade 2) à une infection sévère (grade 4),  

En fonction de l’extension de l’infection aux tissus mous et à la présence de signes 

systémiques et/ou de troubles métaboliques (Lavigne et al., 2011). 

L'infection n'est pas un facteur causal des plaies, en revanche elle joue un rôle aggravant 

et est à l'origine des hospitalisations et la majorité des infections se déclarent chez des patients 

présentant des pieds neuropathiques ou neuro-ischémiques dont les ulcérations servent de porte 

d’entrée (Logerfo et al., 1989). 
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I.5.2. Physiopathologie de la plaie : 

L’origine et le développement de plaies aux pieds chez les personnes diabétiques sont 

multifactoriels (Driver et al., 2012). En fait, les plaies résultent des complications du diabète 

que sont la neuropathie et la maladie artérielle périphérique (Figure :01). 

 

Figure 1:Pathologies périphériques du pied diabétique (Diane et al.,2017) 

La majorité des infections se déclarent chez des patients présentant des pieds 

neuropathiques ou neuro-ischémiques dont les ulcérations servent de porte d’entrée. L’atteinte 

neuropathique est mixte : sensitive, motrice et végétative (Nicodème et al., 2015) (Figure :02(. 

L’insuffisance vasculaire fragilise les tissus cutanés et limite l’augmentation du flux 

sanguin nécessaire à la cicatrisation en cas d’effraction cutanée, de traumatisme ou d’infection 

L’ischémie tissulaire et l’infection doivent être considérées comme des facteurs aggravant le 

pronostic de cicatrisation (Martini et al., 2018). 
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Figure 2: Mécanismes physiopathologiques de l’ulcération du pied diabétique. (Martini et 

al., 2018). 

I.5.3. Classification des plaies du pied chez le patient diabétique : 

Plusieurs classifications ont été proposées pour identifier la sévérité et le pronostic de 

l’infection du pied diabétique : 

 - La classification de l’Université du Texas est très pratique. Elle comporte quatre grades en 

fonction de la profondeur de la plaie et quatre stades selon la présence d’une infection et/ou 

d’un artériopathie. Elle détermine le risque d’amputation et oriente le traitement (Tableau I) 

(annexe 03) (Mutluoglu et al., 2013). 

 - La classification du Consensus international sur le pied diabétique permet de jugée la sévérité 

de l’infection. Elle comporte quatre grades en fonction de l’extension des signes 

inflammatoires, en surface et en profondeur, et la présence de signes systémiques et/ou de 

troubles métaboliques (tableau II) (annexe 03) (IWGDF, 2015). 

I.5.4. Principaux facteurs favorisant l’infection du pied diabétique  

 Les facteurs déclenchant une infection du pied diabétique les plus fréquents sont : 
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• Des chaussures inadaptées aux déformations du pied. 

• Une hyperpression répétitive lors de la marche. 

• Des ongles blessants. 

• La présence de corps étrangers dans la chaussure, des soins inadaptés. 

• La marche pieds nus (Jacques et al., 2015). 

I.5.5. Agents causaux de l’infection pied diabétique  

L’infection de la plaie, à proprement parler, est marquée par la présence de 

microorganismes réplicatifs dans la plaie avec défaut de cicatrisation et inflammation 

prolongée. La flore est souvent poly microbienne, Les bactéries pathogènes usuelles impliquées 

sont Staphylococcus aureus, les streptocoques, Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, les 

germes anaérobies, Pseudomonas, Acinetobacter… (Boucher et al., 2017). 

 

Tableau I: Corrélations Clinic bactériologiques entre les pathogènes habituellement 

Identifiés et les types de plaies (Lipsky et al., 2004). 

Type de plaie du pied Pathogènes 

Plaie superficielle récente sans 

antibiothérapie récente 

Streptocoques β-hémolytiques 

Staphylococcus aureus 

Plaie chronique (≥ 1 mois) 

Plaie antérieurement traitée par 

antibiotiques 

Streptocoques β-hémolytiques 

Staphylococcus aureus 

Entérobactéries 

Plaie traitée par des céphalosporines 

d’évolution défavorable 

Entérocoques 

Lésion macérée Pseudomonas sp. (fréquemment en 

association avec d’autres bactéries) 

Plaie de longue durée (ulcère ≥ 6 mois), 

Traitement antérieur par des 

antibiotiques à large spectre 

Association de cocci à Gram positif aérobies 

(Staphylococcus aureus, streptocoques β- 

hémolytiques, staphylocoques à coagulase 

négative, entérocoques), et de bacilles à 

Gram négatif (entérobactéries, bacilles à 

Gram négatif non fermentatifs, Pseudomonas sp.), 

± corynébactéries, ± Candida sp. 

Odeur nauséabonde, 

Nécrose, 

Gangrène 

Cocci à Gram positif aérobies, 

Entérobactéries, 

Bacilles à Gram négatif non fermentatifs, 

Pseudomonas sp. Anaérobies stricts 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

       Chapitre II  

La cavité nasale et sa flore bactérienne 
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II.1. Anatomie du nez  

Il est assimilé à une pyramide ostéo-cartilagineuse drapée par une peau d'épaisseur 

variable, doublée par un système musculaire plus ou moins important. La base de cette 

pyramide est constituée par les orifices narinaires (Dominique, 2016).  

II.2. Fosses nasales  

Les fosses nasales sont deux cavités anfractueuses de la face, séparées par une cloison 

médiane. Chacune s'ouvre à l'extérieur par la narine et débouche en arrière dans le pharynx par 

un orifice (Claude et al., 2019). 

Elles permettent le passage de l'air inspiré mais ont 3 autres fonctions :  

- Le réchauffement de l'air inspiré 

- L’humidification de l'air 

- La perception des odeurs. 

Pour assurer ces fonctions, les fosses nasales sont tapissées par une muqueuse respiratoire, 

humidifiée en permanence par des cellules spécialisées. Cette muqueuse recouvre des reliefs 

osseux, situés sur la paroi externe des fosses nasales : les cornets (Dominique, 2016) (Figure 

03). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3: Anatomie des fosses nasales (Heiman et al., 2005). 
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II.3. Flore commensale  

Les bactéries qui ne peuvent vivre qu’en présence de cellules humaines ou animales, car 

elles se développent aux dépens de produits du métabolisme cellulaire. Elles n’entraînent pas 

en principe de manifestations pathologiques chez l’homme. On les retrouve sur la peau, les 

muqueuses, et dans le tube digestif. Cependant, beaucoup d’entre elles possèdent des caractères 

d’une potentielle virulence et, dans certaines conditions, peuvent provoquer des infections. Une 

partie de notre pathologie est due à ces bactéries (Dupeyron et al., 2011). 

II.4. Flore bactérienne commensale des cavités nasales  

II.4.1 Définition  

Elle se compose essentiellement de Staphylococcus epidermidis, de corynébactéries et 

dans une moindre mesure de streptocoques, Haemophilus, Moraxella et de Neisseria sp 

(Dupeyron et al., 2011). Et certains sujets sont porteurs de Staphylococcus aureus au niveau 

des fosses nasales (un tiers des individus) (Fraperie et al., 2016). 

II.4.2 Les principaux genres bactériens de la cavité nasale  

II.4.2.1Moraxella (Branhamellacatarrhalis ou Neisseria catarrhalis) 

Sont des Diplocoque gram négatif, aérobie, oxydase-positif ; les souches d'intérêt 

clinique produisent habituellement une ß-lactamase (Santé Canada, 2015). Elle est Immobile, 

asacharolytique (contrairement au genre Neisseria), réduit les nitrates en nitrites.  

Bactérie Strictement humain. Flore commensale du nez et du rhino-pharynx. 

Contamination par contact direct avec les gouttelettes et les sécrétions du nez et de la gorge de 

sujets infectés, A une Transmission faible, en raison de sa faible virulence, par voie aérienne 

(Tourr et al., 2019). 

II.4.2.2 Staphylococcus epidermidis  

C’est une commensale de la peau et des muqueuses, il peut contaminer des prélèvements 

superficiels et même des prélèvements obtenus par ponction transcutanée (comme les 

hémocultures). S. épidermidis peut se comporter comme une bactérie opportuniste et provoquer 

des infections chez les sujets porteurs du matériel étranger (cathéter intra vasculaire, dérivation 
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ventriculaire, prothèse ostéoarticulaire). Cette bactérie a en effet la propriété de former des 

biofilms sur du matériel étranger. Les souches acquises en milieu hospitalier sont souvent très 

résistantes aux antibiotiques (Nauciel et al., 2000). 

II.4.2.3. Les streptocoques  

Sont des microorganismes aérobies Gram positifs responsables de nombreux troubles, 

tels que pharyngite, pneumonie, infections cutanées et des plaies, sepsis et endocardite. 

Le principal streptocoque pathogène est S. pyogenes, qui est β-hémolytique et classé 

dans le groupe A de la classification de Lance Field (Larry et al., 2017).  Il fait partie de la 

flore commensale des muqueuses de la sphère ORL. Mais sous l’influence de certains facteurs, 

il peut devenir pathogène et être responsable d’un certain nombre d’infections au niveau de la 

sphère ORL : angines, sinusites et otites moyennes aiguës, et de la peau : impétigo, érysipèle 

(Flandrois ,2000).  

II.4.2.4. Corynébactéries   

Sont des bacilles à Gram positif, immobiles, asporulés, aéro-anaérobies et possédants 

généralement une catalase.  Souvent granuleux et à extrémités élargies. Leur groupement en 

palissades ou en lettres de l'alphabet est souvent caractéristique. De nombreuses espèces font 

partie de la flore normale de l'arbre respiratoire, des autres muqueuses et de la peau.)Chu-Ps, 

2003(.  

II.4.2.5. Haemophilus  

Les bactéries du genre Haemophilus sont de petits bacilles à Gram négatif, immobiles, 

aéro-anaérobies facultatifs, parasites obligatoires des muqueuses et exigeant pour leur 

croissance les facteurs X (hémine) et/ ou V (NAD). Haemophilus influenzae, espèce type du 

genre Haemophilus, est X + V dépendant. L’homme est l’hôte naturel de H. influenzae qui 

colonise l’oro- et le naso-pharynx et plus rarement le tractus génital. Croissance sur gélose 

chocolat supplémentée (isovitalex, polyvitex, etc…), en aérobiose ou sous 5% de CO2, 

apparaisse sous forme des colonies grises, muqueuses, luisantes, de 0,5 à 2 mm de diamètre 

pour les souches capsulées ou d’aspect rugueux pour les souches non capsulées (ANSM, 2011). 

II.4.2.6 Neisseria  
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Les Neisseria sont des cocci à Gram négatif, en diplocoques, aérobies stricts, oxydase 

positive. Plusieurs espèces commensales peuvent être isolées au sein de la flore oropharyngée 

de l'homme telles N. sicca, N. flava...tandis que deux espèces Neisseria 

meningitidis et Neisseria gonorrhoeae sont des pathogènes (Laga et al., 1988). 

II.4.2.7 Staphylococcus aureus  

S. aureus est un organisme commensal le plus souvent présent dans la partie antérieure 

des narines. Des études montrent que les porteurs asymptomatiques de S. aureus sont 

relativement fréquents, entre 20 et 40 % des adultes, et suggèrent que 50 % des adultes sont 

colonisés à un moment quelconque au cours de leur vie. Les études transversales dans les 

populations à haut risque, notamment les personnes atteintes de diabète ou d’affections cutanées 

exfoliatives chroniques (Bowman et al., 2011). Et aussi responsable d‘infections 

communautaires et nosocomiales à différentes localisations (Ghernaout, 2013). 

II.5. Portage nasal de Staphylococcus aureus  

II.5.1 Définition  

Une personne est dite porteuse de S. aureus si cette bactérie est présente dans son 

organisme ; particulièrement au niveau de la muqueuse nasale, sans que cette personne ne soit 

réellement infectée. On dira alors qu'elle est porteuse saine ou encore que l‘infection ne soit pas 

active chez elle (Wertheim, et al., 2005) (Figure 04). 

II.5.2 Type de portage Chez les individus sains  

On peut décrire 3 modèles de portage nasal : 

• Le portage permanent : environ 20% de la population (12-30%) sont porteurs de manière 

persistante. 

• Le portage intermittent : 30% de la population, mais la proportion peut aller de 16% 

jusqu‘à 70% de portage, avec des souches qui varient au cours du temps. 

• Non porteurs : 50% de la population (16-69%) ne sont pratiquement jamais porteurs, 

ces individus éliminent rapidement les souches de S. aureus au cours d‘essai 

d‘inoculation volontaire (Nouwen, 2004). 
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II.5.3 Portage nasal de Staphylococcus aureus et le Diabète 

Un taux de portage nasal plus élevé était noté chez les sujets diabétiques par rapport au 

non diabétiques dans plusieurs enquêtes (Kluytmans et al., 1997). Par contre, la colonisation 

nasale par S. aureus n'a pas été significativement plus fréquente chez les diabétiques que chez 

les non diabétiques. Et Une étude a montré que les personnes ayant des lésions cutanées à S. 

aureus ont un taux du portage nasal de S. aureus plus élevé (Tristan et al., 2007). 

II.5.4 Portage nasal de Staphylococcus aureus et l’infection du pied diabétique  

Staphylococcus aureus est l'agent pathogène le plus fréquemment isolé des infections du pied 

diabétique. Une étude a comparé les profils génotypiques des souches de S. aureus isolés des narines 

et des infections à ulcère du pied diabétique chez 276 patients. La bactérie a été isolée des deux sites 

dans 36% de la population et des souches identiques ont été trouvées dans 65% des cas ( Dunyach-

Remy et al., 2017 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Taux de portage de S. aureus au niveau du corps 

humain (Heiman et al., 2005). 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6186810/&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259&usg=ALkJrhhQkFunw-Bk_ZhLy6tvJGNDe7Y6SQ#B34
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6186810/&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259&usg=ALkJrhhQkFunw-Bk_ZhLy6tvJGNDe7Y6SQ#B34


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

                  Chapitre III :  

L’environnement hospitalier et sa flore 

bactérienne 
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III.1. Définition de l’environnement hospitalier 

Ensemble des éléments qui entrent en contact avec les patients, le personnel soignant 

ou les visiteurs dans une structure hospitalière. 

- Eau : eau du réseau, eau de dialyse, microfiltré…  

- Surfaces : mobiliers, linge, stéthoscopes, thermomètres …  

- Air : médical ou atmosphérique  

- Dispositifs médicaux (endoscopes) 

- Solutés, alimentation… (Barbut, 2017). 

L’hôpital, conçu pour mieux soigner et guérir le malade, peut, à tout moment devenir 

un danger pour celui qui vient y rechercher un remède. (Ben Amar et al., 1998). 

 L’eau, l’air, les surfaces et les objets sont naturellement contaminés par des germes, 

c’est la bio contamination. A l’hôpital ou dans une structure de soins, le danger vient de ce que 

les microorganismes qui nous entourent trouvent des conditions favorables à leur 

développement en quantité tout en devant de plus en plus résistants. (Hugard, 2003).  

Cette contamination environnementale est très variable qualitativement et 

quantitativement d’un établissement à l’autre et au sein d’un même établissement en fonction 

des services, des patients (sain, colonisées, infectés), de soins et des technique pratique. (Vesley 

et al., 1996). 

III.2. Différents types de zone à risque dans l’environnement hospitalier : 

Les locaux hospitaliers sont classés selon le risque infectieux, en quatre zones : 

– Zones à risques minimes : zone administrative, couloirs, bureaux, ….  

– Zones à risques moyens : long séjour, maternité, psychiatrie, ….  

– Zones à risques sévères : atteints d’un cancer ou d’une cirrhose, chambre où se trouvent 

les malades immunodéprimés. 

– Zone à très hauts risque : chambre des malades qui ont, du fait de leur maladie, peu de 

défenses immunitaires, c’est le cas de services des grands brulés, de greffes, le bloc 

opératoire, la néonatalogie. (Regard et al.,2012). 

 



Chapitre III                         l’environnement hospitalier et sa flore bactérienne 

 

18 
 

III.3. Les sources de Contamination dans l’environnement hospitalier 

Les milieux de l’environnement (air, surfaces, eau) présentent une contamination 

microbiologique permanente mais variable dans le temps et dans l’espace. Les micro-

organismes présents sont des saprophytes de l’environnement mais aussi des commensaux ou 

des pathogènes d’origine humaine. Les micro-organismes contribuent insidieusement à la 

contamination progressive des divers supports inertes de l’environnement. Certains de ces 

micro-organismes sont à l’origine de l’altération de produits dans diverses industries et 

d’infections associées aux soins chez les patients vulnérables dans les établissements de santé. 

(Squinazi, 2017). 

III.3.1.L’air 

On distingue deux groupes : Les microorganismes de l’air extérieur (flore saprophyte 

extérieur), rarement pathogènes, on trouve majorité des Bacillus, des microcoques et 

staphylocoques à coagulase négative, mais d’autres espèces peuvent être isolées, comme des 

bacilles à Gram négatif et des bactéries anaérobies de la flore tellurique, (Hugard, 2003). 

Les microorganismes de l’air intérieur hospitalier qui sont souvent de reflet de la flore 

commensale humaine des patients et des soignants. Les bactéries les plus fréquemment isolées 

ont une origine cutanée (germes aérobies, comme les staphylocoques à coagulase négative, les 

corynébactéries et Bacillus ; des germes aérobies et des cocci anaérobies).la flore d’origine 

humaine comporte également des bacilles Gram négatif de la flore intestinale, des streptocoques 

et des corynébactéries de la flore de l’oropharynx (Aspec, 2008). 

III.3.2. L’eau  

L’usage de l’eau en milieu hospitalier est très varié : alimentaire, sanitaire et médical. 

L’eau, que ce soit en milieu communautaire ou hospitalier, pouvait être contaminée par de 

nombreuses bactéries multirésistantes (Vincent et al.,2014), Elle serait un vecteur privilégié de 

nombreuses pathologies d’origine bactérienne, pouvant ainsi engendrer des infections chez des 

patients fragilisés ou immunodéprimés (Diduch et al.,2016).  

A l’échelle mondiale, 4% de décès sont causées par des maladies infectieuses d'origine 

hydrique (Golberg et al.,2014). Les bactéries telles que les cyanobactéries, Legionella, 

Aeromonas, Pseudomonas aeruginosa ou Burkholderaia pseudomallei, peuvent séjourner dans 
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l’eau et s’adapter à toutes les conditions physicochimiques du milieu (Pagnier et al.,2015). 

III.3.3. Les surfaces  

Constituent un support pouvant recevoir et héberger à la fois des salissures et des micro-

organismes. Arrivés à proximité des surfaces réceptrices, par sédimentation ou par contact, les 

micro-organismes peuvent adhérer par l’intermédiaire d’interactions physico-chimiques, 

interactions qui dépendent des propriétés physico-chimiques de surface des micro-organismes 

et du revêtement. (Squinazi, 2017). 

Les surfaces les plus manipulées sont en règle générale les plus contaminées : poignées de porte, 

téléphone, claviers informatiques…, les surface peuvent conserver des bactéries à Gram positif, 

comme S. aureus, Streptococcus pyogènes ou Enterococcus., (Hugard , 2003). 

III.4. Place de l’environnement hospitalier dans la chaine épidémiologique 

 La chaine épidémiologique de transmission d’un agent infectieux est caractérisée par 

un réservoir émetteur et un réservoir récepteur reliés par un mode de transmission (figure 05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Chaine épidémiologique de transmission d’un agent infectieux. (Emori et al., 1993). 
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En effet, l’environnement peut être à la fois émetteur (de l'environnement à la personne 

soignée) ou récepteur (de la personne soignée à l'environnement). Le risque réel d’acquérir une 

infection liée à la contamination de l’environnement est rarement démontrable car il est souvent 

difficile d'établir un lien épidémiologique entre l’agent infectieux de l’environnement et la 

survenue de l’infection. (Clin, 2004) 

La place de la transmission directe interhumaine est reconnue comme prépondérante par 

rapport à la transmission liée à l’environnement (Ctin, 2002). 

III.5. Rôle de l'environnement dans la survenue des infections nosocomiales 

La contamination de l'environnement par des micro-organismes fait poser la question 

de leur responsabilité dans la genèse des infections nosocomiales. (Cavallo et al., 2002). 

L’eau joue fréquemment le rôle de réservoir émetteur et les exemples les plus frappants 

constitués par la présence de Legionelle dans les réservoirs d’eau chaude, l’eau peut aussi jouer 

le rôle de transmetteur par la libération de microorganisme. 

L’air est également un mode de transmission classique à partir d’un patient porteur 

d’une infection respiratoire (tuberculose par exemple). Enfin, les surfaces du proche 

environnement du patient constituent un réservoir récepteur secondaire qui, s’il n’est pas 

maitrisé, sera responsable de transmission indirecte d’infection. (Emori et al., 1993). 

 

III.6. La flore bactérienne retrouvés dans l’environnement hospitalier    

III.6.1. Les bactéries d’origine humaine 

La flore d’origine humaine est composée des bactéries émises par l’organisme humain, 

essentiellement les flores commensales cutanées et naso-oropharyngiennes et éventuellement 

la flore digestive : Staphylococcus coagulase négative notamment Staphylococcus epidermidis 

et Staphylococcus hominis, Corynebacterium sp., Propionibacterium acnes, Micrococcus, 

Streptocoques et entérobactéries (Prescott et al., 2003).  

III.6.2. Les bactéries d’origine environnementale : 

Les bactéries d’origine environnementaux sont les bacilles à gram négatif et 
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mycobactérie atypique (xenopi),Pseudomonas, Acinetobacter,Bacillus, microcoques, 

Staphylocoques coagulase négative et plus rarement de Staphylococcus aureus. (Legout, 

2016) 

Sont bien adaptés à la survie et à la multiplication dans l’environnement, La flore 

environnementale est en général non pathogène (Glélé et al., 2009). 

III.6.3 Les bactéries retrouvés dans l’environnement hospitalier 

Le terme nosocomial est utilisé pour désigner toute maladie contractée par un patient 

sous soins médicaux. C'est une infection contractée par le patient pendant son séjour à l'hôpital.  

Les agents habituellement impliqués dans les infections nosocomiales incluent: Streptococcus 

spp., Acinetobacter spp., Entérocoques, Pseudomonas aeruginosa, staphylocoques à coagulase 

négative, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Legionella et les  membres de la famille 

d’Enterobacteriaceae notamment Proteus mirablis, Escherichia coli, Serratia marcesce 

(Hassan et al., 2015). 

Tableau II : Les bactéries fréquemment mises en cause dans les infections nosocomiales. 

(Figarella et al., 2007). 

Bactéries 

responsables 
Localisation 

des infections 
Réservoir Mode de 

transmission 
Fréquence 

Staphylococcus 

Aureus 
Plaie, peau, 

Sang 
Peau, nez Mains, air 

Ambiant, 

cathéters 

10% 

Entérocoques Urines, plaie Intestin Mains, air 

Ambiant, 

sondes 

Urinaire 

9% 

Escherichia 

Coli 

Urines, sang Intestin Mains, sondes 

urinaires 

19% 

Klebsiella Appareil 

respiratoire 
Intestin Mains, liquides 8% 

Enterobacter Plaies Intestin Mains, liquides 4% 

Proteus Urines Intestin Mains, liquides 7% 

Pseudomonas Urines, sang, 

Plaies, appareil 

respiratoire 

Milieux 

humides 
Matériel 

médicale, 

Mains 

9% 

 
 
 
 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteus
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III.7. La survie des micro-organismes dans l'environnement : 

La survie des micro-organismes dans l'environnement est de durée très variable, 

dépendant de différents facteurs comme la nature du germe, la température, le pH, le taux 

d'humidité, le type de surface et leur degré de salissure, en particulier leur teneur en matières 

organiques (biofilm) (WEBER, 1997). 

Différents travaux ont évalué la durée de survie des micro-organismes dans l’environnement. 

Par exemple, pour Enterococcus faecalis, cette durée varie de 30 minutes sur la membrane d'un 

stéthoscope à 5 jours sur le dessus d'un plan de travail. De même, staphylocoques dorés 

résistants à la méticilline peuvent survivre dans l’environnement pendant plus de 7 jours... 

(Hartemann, 2000). 

III.8 Le rôle de l’environnement hospitalier dans l’infection du pied diabétique 

Les problèmes liés au pied sont responsables de 50% des hospitalisations liées au diabète. 

La plupart des bactéries associées aux plaies chroniques, existent sous forme de communautés 

de biofilms. Pour cette complexité, l'introduction d'infections d'origine hospitalière agit comme 

un catalyseur pour aggraver la maladie. (James et al., 2008). 

Les germes le plus répondu dans l’environnement hospitalier sont    les bactéries à Gram 

positif comme Les staphylocoques et les streptocoques sont généralement la cause de l'infection 

du pied diabétique. Cependant, les organismes à Gram-négatifs. (Dowd et al., 2008). 

Pai et al., (2012). Ont constaté que les infections graves de leur série étaient polymicrobiennes ; 

72% des organismes cultivés étaient à Gram positif et 49% à Gram négatif. 
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I. Matériel 

I.1.Matériel biologique 

Le matériel biologique de notre étude consiste en des isolats prélevés à partir de 20 patients, 

ainsi des différentes surfaces de l’environnement hospitalier (10endroits) de l’hôpital de 

Mohammed Boudiaf et la maison de diabète Ouargla. 

I.2. Milieux de culture 

I.2.1. Milieux de culture solide 

• Gélose Chapman (CHP) ; 

• Gélose Mac conkey (Mac) ; 

• Gélose au sang (GS) ; 

• Gélose nutritive ; 

• Gélose Bile Esculine azide (BEA) ; 

• Gélose Muller Hinton ; 

• Gélose Mueller Hinton au sang ; 

I.2.2. Milieux de culture liquides 

• Bouillon cœur cervelle ; 

• Bouillon nutritive ; 

I.3.Tests biochimiques 

• Milieu TSI (Triple Suger Iron) ; 

• Milieu Clark et Lubs ; 

• Milieu Mannitol-mobilité ; 

• Milieu king A; 

• Milieu king B; 

• Milieu Citrate de Simmons ; 

• Milieu Urée-indole ; 

• Milieu viande-foie ; 

• Milieu cétrimide ; 
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• Eau oxygénée à 10 volumes ; 

I.4.Réactifs 

• Violet de Gentiane ; 

• Lugol ; 

• Alcool 90° ; 

• Fuschine ; 

• Réactif de Kovacs ; 

• Rouge de méthyle ; 

• VP1, VP2 ; 

• Perchlorure de fer (TDA) ; 

• Huile de vaseline ; 

• Antibiotique en disques.) annexe3). 

II. Méthodes 

II.1. Présentation du lieu de stage : 

Notre travail s’est déroulé durant la période allant du 10février au 10juin 2019. Il est 

basé sur l’isolement et l’identification des bactéries responsables d’infections des pieds 

diabétiques, les bacteries présent dans les cavités nasales et l’environnement hospitalier du 

patient, ainsi que déterminer leur résistance aux antibiotiques.  

Ce travail a été réalisé dans deux endroits différents dans la wilaya de Ouargla. Le 

premier lieu est L’hôpital Mouhamed Boudiaf qui est un établissement public hospitalier (EPH) 

constitué de plusieurs services (urgences, hémodialyse, médecine interne, chirurgie, 

pneumologie, …) ainsi qu’un Laboratoire d’analyse médicale avec 04 unités fondamentales : 

Biochimie et hématologie, parasitologie et bactériologie (unité fondamentale de stage). 

 Le deuxième lieu est La maison de diabète qui est située au centre-ville de Ouargla (cité 

M’khadma), près de 2000 malades atteints du diabète sont inscrits dans cette structure sanitaire 

qui comporte : 

- Deux salles de consultation ; deux chambres pour les malades (04 lits) ;  
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- Une salle de réception, une salle de soin et un laboratoire. 

II.2. Recueil des données  

Plusieurs variables ont été recueillies au cours de l’étude pour chaque malade et avant 

chaque prélèvement, était pour le but de prendre des renseignements sur les caractéristiques 

épidémiologiques (age, sexe…) cliniques (site de l’infection) etc… (tableauVII). 

II.3. Méthodes de prélèvement : 

Pour chaque patient diabétique porteur de plaies chroniques au niveau de son pied, en 

faisons un écouvillonnage nasal et de la plaie (prélèvement effectué au milieu de la plaie) et 

aussi un écouvillonnage de son environnement (quelques surfaces les plus touchées). 

 II.3.1. A partir des pieds infectés : 

L’écouvillonnage de la plaie : C’est la méthode la plus utilisée car la plus évidente. Elle 

consiste à passer un écouvillon de coton sur une surface de 1 cm² de la plaie, dans un 

mouvement en Z combine a une rotation (DOW ,2003). Il est préférable de ne pas prélever sur 

les bords de la plaie. Ce prélèvement doit être pratiqué lors de plaies superficielles (LIPSKY 

,2004). 

II.3.2. A partir des cavités nasales : 

 Ecouvillonnage nasal des 2 narines antérieures avec un même écouvillon humidifié au 

sérum physiologique stérile (écouvillon stérile) (Mechkour et al., 2009). 

 Insérer l’écouvillon dans la narine antérieure du patient (1-2 cm) et recueillir les sécrétions 

nasales en effectuant 5 rotations complètes de l’écouvillon ; répéter la même procédure dans 

l’autre narine du patient sans changer d’écouvillon et placer le dans un étui de transport (Baron 

et al., 2007). 

Acheminer rapidement les écouvillons à température ambiante (si le délai de prise en charge 

du prélèvement inférieur à 24 h, il n’y a pas de problème de conservation) (Mechkour et al., 

2009). 
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Tableau III: Les informations recueillies pour chaque patient. 

 

p : Patient. DT : type de diabète. F : Féminin. M : Masculin. M.D : maison de diabète. INF : 

Infection. CH.H : Chirurgie Homme. CH. F : Chirurgie Femme.  

 

 

Patient Age Sexe Type Pied Site Service 

P1 43 M DT1 Droit Mi-pied face dorsale INF 

P2 65 M DT2 Droit 
Mi-pied face dorsale et 

plantaire 
M.D 

P3 59 F DT2 Gauche Têtes métatarsiennes CH.F 

P4 43 M DT2 Gauche Interdigitales CH.H 

P5 60 M DT2 Droit Têtes métatarsiennes M.D 

P6 64 M DT2 Droit Mi-pied face plantaire CH.H 

P7 62 M DT2 Gauche 
Mi-pied face dorsale et 

plantaire 
INF 

P8 53 F DT2 Gauche 
Portion distale des 

orteils 
CH.F 

P9 54 M DT2 Droit Face dorsale des orteils M.D 

P10 56 F DT2 Gauche Hallux amputée CH.F 

P11 57 F DT2 Droit Mi-pied face dorsale  CH.F 

P12 57 F DT2 Gauche Face dorsale des orteils M.D 

P13 60 M DT1 Gauche Talon CH.H 

P14 63 M DT1 Gauche Des orteils amputée CH.H 

P15 56 F DT2 Gauche Interdigitale CH.F 

P16 77 M DT2 Gauche Interdigitale M.D 

P17 73 F DT1 Gauche 
Portion distale des 

orteils 
M.D 

P18 62 M DT2 Droite Talon CH.H 

P19 55 M DT2 Gauche 
Mi-pied face dorsale et 

plantaire 
M.D 

P20 66 M DT1 Gauche Des orteils amputée M.D 



Chapitre I                                                                                     Matériel et méthodes 

 

28 
 

II.3.3. A partir de l’environnement hospitalier : (les surfaces) 

En humidifiant l’écouvillon à l’aide du sérum physiologique stérile (Norme NF EN ISO 14698-

1 (2004)), et en Passant le en stries parallèles rapprochées sur la surface à prélever (25cm²), En 

faisant tourner légèrement l’écouvillon : habituellement, il est préconisé un angle de 45° 

(Norme NF EN ISO 14698-1 (2004)) ;  

Répéter l’écouvillonnage de la même zone par des stries perpendiculaires aux premières et mettre 

de façon aseptique l’écouvillon dans le tube de transport et en fin transmettre l’écouvillon au 

laboratoire le plus rapidement possible à l’abri d’une contamination (Norme NF EN ISO 14698-

1(2004)) (moins de 4h) (Boulestreau et al.,2016). 

II.4. Isolement 

II.4.1. Isolement direct 

 L’isolement est réalisé sur quatre milieux de culture : gélose Chapman, gélose Hektoen, 

gélose bile esculine azide et gélose au sang frais (Annexe N°1) à 37°C pendant 24 à 48 heures. 

Et pour confirmer la pureté des souches, nous avons effectué des repiquages successifs en 

alternant milieu liquide (bouillon nutritif) et milieu gélosé sélectif. 

II.4.2. Isolement après enrichissement pour les prélèvements de l’environnement  

Un échantillon du prélèvement est introduit dans 5ml de bouillon nutritif (cœur-

cervelle), il permet après une incubation à 37°C pendant 24 heures d’obtenir une multiplication 

des microorganismes (même si initialement dans le prélèvement ils sont en faible nombre). 

A partir du tube contenant l’infusion cœur cervelle, un échantillon du prélèvement est 

ensemencé sur les quatre milieux d’isolement. L’incubation est faite à 37°C pendant 18 à 24 

heures (Marchal et al., 1973). 

II.5. Purification des isolats 

Après incubation des quatre milieux ensemencés, il a été procédé à la purification des 

colonies bactériennes par ré isolement sur les mêmes milieux afin d’obtenir des souches pures 

pour entamer l’identification. Les colonies sont repérées selon leurs aspects et leurs 

morphologies. 
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II.6. Pré-identification des isolats 

La pré-identification comporte une série d’étapes, se succédant le plus souvent dans un 

ordre déterminé ; les souches isolées ont été pré-identifiées par des techniques microbiologiques 

standards. Les résultats obtenus au cours de chaque étape permettent l’orientation des 

démarches ultérieures. 

II.6.1. Observation macroscopique 

L'observation des colonies peut être d'un grand intérêt taxonomique lorsque la culture 

est faite sur des milieux spécifiques faisant apparaitre certains caractères propres aux espèces. 

C’est une description directe faite sur boites d'isolement, permettant au moins une distinction 

des souches les unes des autres afin de les identifié. 

II.6.2 Observation microscopique (coloration de Gram) 

Nous faisons une observation microscopique des bactéries après la coloration de Gram 

pour voir la taille, la forme, le type de regroupement des cellules bactériennes et aussi pour 

vérifier la pureté des isolats et elle permet de classer les bactéries en deux grandes catégories : 

Les bactéries à Gram positive apparu avec une coloration violette et les Gram négatif ont une 

colore rose. 

La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succèdent et consistent à : 

 -fixer le frottis à la flamme d’un bec bunsen ;  

- recouvrir le frottis de la solution de cristal violet, laissé agir une minute (violet de gentiane)  

- rejeter le colorant puis laver à l’eau ;  

- recouvrir la préparation de Lugol, laisser agir une minute ; 

 - rejeter le Lugol puis laver à l’eau ;  

- décolorer à l’alcool 95° ;  

- rincer à l’eau courante et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser agir quelques 

secondes ;  
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- rejeter la fuchsine, lavée abondamment, égoutté, sécher entre deux feuilles de papier buvard 

propres. (Joffin et al., 2006). 

II.6.3 L'étude du métabolisme respiratoire 

À fin d’étudier le métabolisme respiratoire, nous effectuons le test du type respiratoire 

sur milieu VF (viande-foie), test de catalase, et normalement le test d’oxydase qui est 

indisponible. 

II.6.3.1. Test sur milieu viande-foie  

Chauffer au bain marie un tube contenant de la gélose « viande-foie » pendant 15 

minutes pour chasser les gaz et particulièrement l’oxygène dissous dans le milieu (régénération 

du milieu). Laisser refroidir le milieu ainsi régénéré jusqu’à une température de 45-50°C.  

À l’aide d’une pipette Pasteur prélever la culture bactérienne et ensemencer la gélose 

VF (viande-foie), en surfusion, en décrivant des spires de bas en haut. Refroidir immédiatement 

sous l’eau du robinet. Incuber 24-48h à 37°C. Après incubation plusieurs cas peuvent se 

produire : 

- Croissance bactérienne au niveau de la partie supérieure du tube : bactéries aérobies strictes.  

- Croissance bactérienne dans tout le milieu : bactéries aéro-anaérobies facultatives. 

 - Croissance au fond du tube : bactéries anaérobies strictes. 

II.6.3.2. Test de la catalase  

La catalase permet la décomposition de l'eau oxygénée selon la réaction :  

2 H2O2 —>2 H2O + O2 

L‘activité catalasique permet la dégradation de l‘eau oxygénée en oxygène et en eau. 

Elle est mise en évidence en déposant une colonie à tester dans l‘eau oxygénée à 10 volumes 

sur une lame. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la décomposition 

de l‘eau oxygénée (Guiraud, 2003). 

II.7. Conservation des souches pures 
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 La conservation à longue terme des isolats purifiés est réalisée par piqure centrale à 

partir de culture de 24h sur la gélose nutritive en tube a hémolyse. Où ils peuvent être conservés 

Pour plusieurs mois. 

II.8. Recherches des coques Gram positifs 

II.8.1. Recherches des staphylocoques 

a. Fermentation de mannitol 

La Mannitol Salt Agar est une préparation élaborée par Chapman pour différencier les 

staphylocoques coagulase positifs (p. ex. Staphylococcus aureus) des staphylocoques coagulase 

négatifs. 

La fermentation du mannitol, signalée par un changement de l’indicateur au rouge de phénol, 

permet de différencier les espèces de staphylocoques. Les staphylocoques coagulase positifs (p. 

ex. Staphylococcus aureus) produisent des colonies de couleur jaune et une coloration jaune du 

milieu environnant, tandis que les staphylocoques coagulase négatifs produisent des colonies 

de couleur rouge et aucun changement de teinte de l’indicateur au rouge de phénol (Chapman 

G.H ,1945). 

b. Recherche de la coagulase 

 Le test de la coagulase permet de mettre en évidence l’aptitude des Staphylocoques à 

coaguler le plasma ; c’est le principal test caractérisant S. aureus. 

 Ce test a consisté à introduire 0,5ml de sérum physiologique dans des tubes à hémolyse, 

puis à ajoute quelques colonies bactériennes. L’ensemble est homogénéisé. Ensuite 0,5ml du 

plasma du lapin est ajouté au mélange précédant. L’ensemble du mélange est à nouveau 

homogénéisé et incubé à 37°C. La lecture est faite au bout de 1 à 2h voir 24h. La réaction est 

considérée comme positive lorsque le plasma est coagulé et que le tube peut être retourné. 

II.8.2. Recherches des streptocoques hémolytiques 

Il s’agit de l’ensemencement direct ou après enrichissement du prélèvement sur une 

gélose au sang frais de mouton ou de cheval, incubée pendant 18-24 heures (Vangelder E et 

al.,2002). 
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 Les streptocoques peuvent être classés en fonction de leur capacité à induire une 

hémolyse sur un milieu de gélose au sang frais. 

Le pouvoir hémolytique est sa capacité à détruire les globules rouges, et permet une première 

orientation vers le germe bactérien présent dans la culture (Belmonte, 2016). On distingue des  

• Cultures alpha hémolytiques : Elles se caractérisent par une hémolyse incomplète 

représentée par une couleur verdâtre. 

• Cultures béta hémolytiques : Elles se caractérisent par une hémolyse complète très 

importante, visible au niveau des zones claires. 

II.8.3. Recherches des entérocoques 

 La Bile Esculine Agar est un milieu servant à l'identification présomptive des espèces 

d'entérocoques et des streptocoques du groupe D qui va hydrolysent le glycoside et l'esculine 

en esculetine et en dextrose. L'esculetine réagit à un sel de fer en formant un complexe de 

couleur marron foncé ou noire. Du citrate ferrique est incorporé au milieu afin de servir 

d'indicateur de l'hydrolyse de l'esculine et de la formation d'esculetine qu'elle produit. Les sels 

biliaires inhibent la croissance des bactéries Gram positives autres que les entérocoques. 

II.9. Identification biochimique des bactéries à Gram négatif (Entérobactéries, 

Pseudomonas, Acinetobacter) 

Les épreuves biochimiques permettent en général de distinguer les espèces, même 

étroitement Apparentées entre elles. (Marchal et al., 1982). Ces tests ont été réalisés en utilisant 

les « galeries biochimiques traditionnelles : Le milieu TSI (milieu triple sucres), Mannitol-

Mobilité, Clark et Lubs, Citrate de Simmons, urée indole, pour les isolats sur Mac conkey. 

a. Test du citrate de Simmons  

Le principe est de placer les germes dans un milieu contenant une seule source de 

carbone, le Citrate. Seules les bactéries qui possèdent les enzymes de dégradation de cette 

molécule peuvent se multiplier dans ce milieu. Le milieu est ensemencé par des stries à la 

surface de la pente. Incuber à 30°C pendant 48 heures ou plus. L’utilisation de citrate se traduit 

par le virage de l'indicateur de pH au bleu (Delarras, 2007). 
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b. Test TSI (Gélose Glucose-Lactose-Saccharose-H2S)  

Milieu solide, incliné, renfermant un indicateur de pH coloré, le rouge de phénol, il 

contient trois sucres (glucose avec une forte concentration au culot- saccharose et lactose au 

niveau de la pente), des peptones, des thiosulfates et du fer. Ce test nous renseigne sur trois 

caractéristiques :  

1. La production ou pas de gaz pendant la consommation du glucose se manifeste par un 

décollement de la gélose au fond du tube.  

2. L’utilisation ou non du lactose qui se manifeste par un jaunissement de la pente sinon, la 

pente reste légèrement rose.  

3. La production ou non d’H2S qui se traduit par un noircissement. Un ensemencement a été 

effectué par stries puis piqûre centrale sur la pente puis incubation à 30°C pendant 24heures. 

c. Test Voges Proskauer et Rouge de Méthyl  

Le milieu de Clark et Lubs permet l'étude des produits de fermentation du glucose : 

différenciation entre les fermentations « acides mixtes » et « butylène glycolique ». 

✓ Test RM (rouge de méthyle) Ce test permet la mise en évidence, grâce au rouge de 

méthyle, de la fermentation acide mixte par acidification d'un milieu glucosé après 

fermentation du glucose. 

✓ Test VP (Vosges-Proskauer) Ce test permet la mise en évidence de la production 

d'acétoïne (ou 3-hydroxy-butanone) au cours de la fermentation butylène glycolique : 

en présence d'une base forte (soude ou potasse) et d'a-naphtol, l'acétoïne donne une 

coloration rouge en milieu très oxygéné (Joffin et al., 2006). 

d. Test Mannitol Mobilité  

Ce test est utilisé pour les bactéries fermentatives. Il permet de mettre en évidence deux 

caractères : l’utilisation du mannitol et la mobilité. Sur le milieu de mannitol, un 

ensemencement a été effectué par piqûre centrale et incubation à 30°C pendant 24 heures. Si le 

milieu devient jaune : la bactérie est Mannitol +, s’il reste rouge elle est Mannitol –. Pour La 

mobilité, elle se traduit par l’envahissement de la gélose molle (Marchal et al., 1982) 
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e. Mise en évidence de l’uréase, tryptophane désaminase (TDA) et la production 

d’indole 

Ce test consiste à inoculer dans le milieu urée indole des colonies bactériennes 

identiques, suite à une incubation de 18 heures à 37°C, la révélation de la présence de l’uréase 

se traduit par une alcalinisation du milieu d’où une coloration rose rouge.  

L’addition du réactif de Kovacs montre la production de l’indole qui se traduit par un 

anneau rouge en surface du milieu. La désamination du tryptophane se manifeste par une 

coloration brune après l’adjonction de perchlorure de fer. 

f. Productions des pigments  

Des espèces des Pseudomonas produisent des pigments dont les deux principaux 

(pyocyanine et pyoverdine) peuvent être mis en évidence sur les géloses King A, King B et la 

gélose au cétrimide. 

Les milieux King A et B sont ensemencés par strie sur la pente, incubation à 37°C pendant 24h. 

Le milieu Gélose au cétrimide est ensemencé par un ou(des) strie(s) sur la surface de la gélose 

en boites de pétrie, incubation à 37°C pendant 24h. 

➢ La gélose King A est utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas par la mise en 

évidence de la production de pyocyanine. La production de pyocyanine se caractérise 

par une pigmentation bleue. 

➢ La gélose King B permet la production de fluorescéine (ou pyoverdine), pigment jaune 

vert fluorescent sous lumière ultra-violette, par certains Pseudomonas. 

➢ La gélose au cétrimide est utilisée pour l’isolement et l’identification présomptive de 

Pseudomonas aeruginosa. Le cétrimide est un ammonium quaternaire qui inhibe la 

croissance de la plupart des autres espèces bactériennes. Pseudomonas aeruginosa 

colore ce milieu en bleu-vert par production de pyocyanine. 

II.10. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques 

L’antibiogramme est effectué selon la méthode classique de diffusion de l’antibiotique 

sur gélose à partir de disques d’antibiotiques selon les recommandations du National 

Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS). 
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 Technique de l’antibiogramme 

Un inoculum est préparé à partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement 

(gélose nutritive). Quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées à l’aide 

d’une anse de platine, déchargée dans 5 ml d’eau physiologique stérile à 0,9%. 

La suspension bactérienne est bien homogénéisée et ajustée jusqu’à atteindre une 

opacité équivalente à 0.5 Mc Farlan. Elle est ajustée en ajoutant, soit de la culture à la 

suspension bactérienne, soit de l’eau physiologique stérile. 

Le milieu Mueller-Hinton (MH) (Annexe 1), coulé en boîtes de Pétri de 90 mm de 

diamètre sur une épaisseur de 4 mm est utilisé, l’ensemencement doit se faire dans les 15 mn 

qui suivent la préparation de l’inoculum. 

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, essoré en le pressant 

fermement sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis frotté sur la 

totalité de la surface gélosée sèche, de haut en bas, en stries serrées. 

L’opération est répétée deux fois en tournant la boîte de 60° à chaque fois, sans oublier 

de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même. L’ensemencement est fini en passant l’écouvillon 

sur la périphérie de la gélose. 

Application des disques 

 Les disques choisis sont posés à l’aide d’une pince flambée qui sont parfaitement 

appliqués à plat sans glissement en appuyant légèrement sur la surface de la gélose. Une 

distance minimale de 15 mm doit séparer un disque périphérique du bord de la boite et deux 

disques doivent être éloignés au minimum de 30mm de sorte que les zones d’inhibitions ne se 

chevauchent pas. Les boites sont ensuite portées à l’étuve à 37°C pendant 18 à 24 heures ; en 

position renversée.   

Lecture et interprétation 

Elle consiste à déduire à partir de la mesure des diamètres d’inhibition, le caractère 

sensible, ou résistant de la bactérie en compare les résultats aux valeurs critiques. 
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II.1. Résultats des prélèvements 

Durant la période d’étude 20 patients à pied diabétique infecté ont été concernés ou bien 

40 prélèvements : 20 prélèvement nasale et 20 autres au niveau des pieds ainsi que 10 

prélèvements à partir de l’environnement hospitalier (surfaces). 

II.1.1 Répartitions des prélèvements selon le type de diabète 

Dans notre étude la majorité des patients diabétiques sont de type II, soit 75%. Cinque 

(05) patients diabétiques de type I représentant 25% de la totalité des patients (Figure 6). 

Dans notre étude, le diabète de type II apparaît comme facteur prédictif de risque podologique 

élevé, en comparaison avec le diabète de type I. 

 

                    Figure 6 : Répartition des prélèvements selon le type de diabète 

D’après les travaux de Mayfield et al., (1998) Ce résultat pourrait être corrélé avec 

l’auto examen des pieds et les soins podologiques qui seraient plus fréquents chez les patients 

diabétiques de type I. Et aussi se dernier apparaît en moyenne plus tôt que le diabète de type 

II, et nécessite un contrôle optimal et un suivi régulier. 

Et l’OMS, 2013, explique cette croissance par une modification du mode de vie qui 

s’accompagne d’une majoration du surpoids, de l’obésité de la population, ainsi que d’une 

forte croissance démographique dans les pays en voie de développement. 
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II.1.2 Répartition des prélèvements selon le sexe 

La majorité de nos patients est de sexe masculin, soit 70 %. Alors que les femmes 

représentaient 30 % (07patientes) avec un sexe ratio H/F de 3,2. (figure 7) 

 

Figure 7 : Répartition des prélèvements selon le sexe 

Nos résultats sont comparables à ceux de Ftouhi et al., (2007), mais différents de ceux 

rapportés par Samake, (2005) qui ont rapporté 63% et en faveur des femmes. 

Selon Jacques, (2015) Cette prédominance masculine peut être expliquée par les 

facteurs déclenchant une infection du pied diabétique les plus fréquents sont : des chaussures 

inadaptées aux déformations du pied, une hyperpression répétitive lors de la marche, des ongles 

blessants, la présence de corps étrangers dans la chaussure, des soins inadaptés, la marche pieds 

nus. 

II.1.3 L’âge en fonction du sexe  

           L’âge moyen de nos patients était de 59,25ans. La répartition des malades, représentée 

par la figure 8, montre une prédominance Masculine concernait la classe d’âge [55-67[ans, et 

cette classe d'âge correspond à 60 % de la population étudiée, dont 75% sont des hommes. 

(Figure 8) 
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Figure 8: Répartitions des prélèvements selon le sexe et la tranche d’âge 

Nos résultats sont conformes aux données de la littérature et Selon Mayfield et coll., 

(1998) plus le patient est âgé, plus la probabilité d’avoir un risque podologique est importante. 

           Ce résultat pourrait s’expliquer par la faite que cette tranche d’âge correspond à l’âge 

d’apparition des complications chroniques (artériopathie et neuropathie) du diabète. 

Vishwanathan et al., (2002), montrent que les personnes âgées vivant avec le diabète pour une 

longue période sont plus susceptibles à développer un ulcère du pied. 

Résultats des analyses bactériologiques 

Entre le 18 février et le 23 juin, une totalité de 150 souches bactériennes ont été isolées, 

soit 84 souches responsables d’infection du pied diabétique (IPD), 41 à partir de la cavité nasale 

et 25 souches de l’environnement hospitalier (surfaces) de l’hôpital Mohammed Boudiaf et de 

la maison de diabète Ouargla. 

II.2.1. Isolement et identifications des staphylocoques 

II.2.1.1. Caractéristiques phénotypiques des souches 

a. Aspect macroscopique 

Sur le milieu de Chapman, la plupart des souches de Staphylococcus aureus fermentent 

le mannitol et font virer le milieu du rouge au jaune orangé. 
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Les colonies de S. aureus apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une aréole 

jaune, Ces colonies sont arrondies à bords réguliers de 1 à 2 mm de diamètre après 24 heures 

d’incubation à 37°C (Photo 01). 

 

Photo 1: Aspect des colonies mannitol (+) sur milieu Chapman. 

b. Aspect microscopique 

Après une coloration de Gram, l’aspect microscopique des souches a révélé une forme 

des cocci à Gram positif, Sur les cultures en milieu solide, ils se disposent en amas irréguliers 

polyédriques, évoquant l'aspect caractéristique de "grappes de raisin" (Photo 02). 

 

                               Photo 2: Cocci Gram positif (Staphylocoques) 

c. Test de catalase 

La présence de catalase est marquée par la formation immédiate des bulles gazeux de 

O2 (S. aureus a une catalase) (photo 03-B). 
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                                       Photo 3: Test de catalase négative (A) et positive (B).  

d. Test de la coagulase libre 

La présence de la coagulase est marquée par L‘apparition d‘un caillot qui est observée 

en inclinant le tube à 90°C. Un caillot moins compact, visible avant la 24éme heure doit être 

considéré comme positif, car il peut être suivi de redissolution provoquée par la fibrinolysine 

entraînant une fausse réaction négative. 

Coagulation du plasma => Coagulase positif => Staphylococcus aureus (photo 04-A). 

 Pas de coagulation du plasma => Coagulase négatif (photo 04-B). 

                     

                             Photo 4: Coagulase positif (A) et négatif (B). 

Parmi les 33 souches de staphylocoques isolées des pieds infectés, des cavités nasales et 

de l’environnement, seules 14 souches présentent une coagulase positive. 

II.2.2. Isolement et identification des streptocoques  

a. Aspect macroscopique 

Sur le milieu Gélose au sang frais (GSF) Les colonies des streptocoques sont de taille 

variable selon les espèces (0,5 à 3 mm) : ex. colonies fines et blanchâtres pour S. pyogenes, plus 

grosses et plus grises pour S. agalactiae, grises, plates et à bord abrupt ou bien muqueuses pour 

B 

A B 
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S. pneumoniae ;  

 Les colonies peuvent être entourées d'une zone d'hémolyse de type ß (ex. groupes A, B, C, G) 

ou bien α (ex. streptocoques oraux dont S. pneumoniae) ou s'avérer non-hémolytiques ; (photo 

05). 

                                         

           Photo 5: Aspect des colonies ß hémolytiques sur milieu Gélose au sang frais  

 Aspect microscopique 

Le Streptococcus est un coccus Gram positif, sphérique disposé en paire et/ou en 

chaînettes (photo 06). 

                                      

 

Photo 6: Aspect microscopique des Streptocoques après la coloration de Gram. 
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II.2.3. Isolement et identification des entérocoques 

a. Aspect macroscopique 

L’isolement des entérocoques sur le milieu BEA montre des petites colonies 

translucides entourées d’un halo noir (photo 07). 

                                             

Photo 7: l’aspect macroscopique des colonies sur le milieu BEA 

b. Aspect microscopique  

L’aspect microscopique des entérocoques après la coloration de Gram a révélé des 

formes cellulaires en cocci, disposées en paire (diplocoques) ou en courtes chainettes de couleur 

violette (photo 08). Par conséquent, ce sont des bacteries a Gram positif.   

 

Photo 8: L’aspect microscopique des entérocoques après la coloration de Gram. 
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I.2.3. Isolement et identification des bacilles à Gram négatif 

A. Aspect des colonies 

Sur le milieu Mac conkey, les bacilles Gram négatif se présentent en colonies rose ou 

rouge grâce à la fermentation de lactose (Lactose +) (Photo 09). 

                                             

Photo 9: Aspects des Colonies lactose (+). 

B. Coloration de Gram 

La coloration de Gram des souches isolées sur milieu Mac conkey nous a permis 

d’observer la forme et le Gram de ses bactéries qui apparaissent en bacilles ou coccobacilles de 

Gram négatif (Photo 10). 

     

                      Photo 10: L’aspect microscopique des bacilles Gram négatif  
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C. Identification biochimique par la galerie classique 

 Le teste IMViC : I :test d’indole, M : rouge de méthyl, V : test de Vosges Proskauer, C 

: test de citrate +H2S. Ces 4 tests constituent peut-être les tests les plus citriques utilisés pour 

l’identification les entérobactéries, après la coloration de gram, d’autre tests ont également été 

utilisés comme le test de TSI et le test de mannitol mobilité. Les résultats sont montrés dans la 

(Photo 11) et le (Tableau VI). 

               

 

A. Indole +, B. Citrate de Simmons, C. Urée indole, D.TSI, E. Mannitol mobilité, F. Clarck et 

lubs, G. Viande foie 

 

Photo 11: Testes biochimiques classiques 

 

Les deux milieux King A, et King B ont été utilisé pour l’identification des espèces de 

Pseudomonas (Photo 12 A et B). 

Après l’apparition du genre pseudomonas, on fait une 2éme culture sur le milieu 

gélose cétrémide qui est un milieu sélectif, qui permet l'isolement des Pseudomonas et 

notamment de P. aeruginosa. Ce milieu, proche du milieu King A (présence des Colonies 

bleu-vert sur la ge lose) (Photo 12 C). 

 

RM   VP 

A B C D E F G 
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Photo 12: Résultat de l’identification de pseudomonas aerogenosa (A, B, C) 
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Tableau IV : Résultats des tests biochimiques classiques (identification des BGN) 

S 

 

Glu Lac H2S Gaz Mob Man CS IND TDA Uré RM VP KA KB Souche 

S1 - + - - - - + - - + - - + + Pseudomonas 

aeruginosa 
S2 + + - + + + - + - - + - - - E. coli 

S3 + - + + - - + - - + + - - - Proteus 

mirabilis 
S4 + - + + + + + + - + + - - - Proteus vulgaris 

S5 + + - + + + + - - + - + - - Klebsiella 

pneumoniae 
S6 + + - + + + + + - - + - - - Citrobacterspp 

S7 + + - + + + - + - - + - - - E. coli 
S8 + + - + + + + - - + - + - - Klebsiella 

pneumoniae 
S9 - + - - - - + - - + - - + + Pseudomonas 

aeruginosa 
S10 + + - + + + + + - - + - - - Citrobacter spp 
S11 - + - - - - + - - + - - + + Pseudomonas 

aeruginosa 
S12 + - + + + + + + - + - - - - Proteus vulgaris 
S13 + - + + - - + - - + + - - - Proteus 

mirabilis 
S14 + + - - + + - - + + + - - - E. coli 
S15 + + - + + + 

 
+ + - - + - - - Citrobacter spp 

S16 - + - - - - + - - + - - + + Pseudomonas 

aeruginosa 
S17 + + - - + + - - + + + - - - E. coli 
S18 + + - + + + + + - - - + - - Enterobacterspp 

S19 + + - + + + + - - + - + - - Klebsiella 

pneumoniae 
S20 + + - + + + + + - - - + - - Enterobacterspp 
S21 + - + + - - + - - + + - - - Proteus 

mirabilis 
S22 + - + + + + + + - + - - - - Proteus vulgaris 
S23 + + - + + + + + - - + - - - Citrobacter spp 
S24 + + - + + + + + - - - + - - Enterobacterspp 

 

C.1. Milieu TSI (Triple Sugar Iron) :  

Ce milieu de culture, proposé par Hajna (1945), est principalement utilisé pour la 

caractérisation biochimique des entérobactéries. C’est un milieu différentiel par la capacité à 

mettre en évidence les fermentations du : glucose, lactose et/ou saccharose ainsi que la 

production d’hydrogène sulfuré (H2S) et de gaz. Le rouge de phénol est l’indicateur colorant 



Chapitre II                                                                                Résultats et discussions 

 

48 
 

virant du rouge au jaune pour un résultat positif. Le noircissement du culot indique la présence 

de H2S. 

C.2. Milieu mannitol-mobilité :  

Ce milieu permet de rechercher simultanément la mobilité, et l’utilisation du mannitol.  

a. Le test mannitol : Le mannitol est un dérivé de réduction du mannose. La réduction des 

oses simples peut se faire sur les fonctions aldéhyde ou cétone : on obtient alors des 

polyalcools que l’on désigne avec le suffixe –itol. Ce polyalcool peut être fermenté par 

la bactérie avec libération de produits acides qui font virer l’indicateur de pH du rouge 

en milieu basique au jaune en milieu acide. Donc : bactérie mannitol (+). 

 

b. Le test de mobilité bactérienne : Si la bactérie est immobile, on observe des colonies au 

lieu de l’ensemencement, par contre si la bactérie est mobile on observe une répartition 

des colonies dans le milieu. 

C.3. Le milieu RM-VP : (bouillon Clark et Lubs)  

Ce milieu permet de rechercher les voies fermentaires des entérobactéries et de 

différencier la fermentation des acides mixtes et la fermentation butanediolique chez les 

entérobactéries.  

a. Test du rouge de méthyle (test RM) : C’est une réaction utilisée pour mettre en évidence 

la voie fermentative des acides mixtes lors de l’identification des entérobactéries. La 

fermentation du glucose par les entérobactéries produit de l’acide pyruvique, puis des 

acides organiques. Ces acides font virer le RM au rouge et dans le cas contraire, il vire 

au jaune. 

b. Réaction de Voges-Proskauer (test VP) : C’est une réaction utilisée pour mettre en 

évidence la voie fermentaire du butane – 2, 3 – diol lors de l’identification biochimique 

des entérobactéries, cette réaction permet de mettre en évidence l’acétoïne ou (3 – 

hydroxybutanone), parce que Le butane – 2, 3 – diol ne peut pas être mis en évidence. 
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C.4. L’utilisation du Citrate de Sodium :  

Certaines entérobactéries sont capables d’assimiler le citrate de Sodium comme seule 

source de Carbone et d’énergie et la recherche de cette propriété se fait avec le milieu de 

Simmons au Citrate de Sodium. Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone ; le 

citrate. Les bactéries possédant l’enzyme citratase sont capables de se développer sur ce milieu. 

La bactérie qui utilise le citrate, elle alcalinise le milieu, ce qui fait virer le bleu de bromothymol 

du vert au bleu en milieu basique. 

C.5. Milieu urée-indole :  

Ce milieu de culture permet en 24 h de réaliser trois tests biochimiques qui permettent 

l’identification de germes, particulièrement les entérobactéries. Ces trois tests sont : Le test 

uréase, le test TDA, et le test indole.  

a. Recherche de l’uréase Les entérobactéries peuvent dégrader l’urée qui est un composé 

organique et qui peut servir de source d’azote unique aux bactéries possédant une 

uréase. En présence de cette enzyme, les bactéries uréolytiques peuvent décomposer 

l’urée en carbonate d’ammonium qui alcalinise le milieu, et qui fait virer l’indicateur 

coloré de pH (le rouge de phénol) du jaune au rouge en milieu basique. 

b. Recherche de l’indole : Certaines bactéries dégradent le tryptophane grâce à une 

tryptophanase en formant de l’indole, de l’acide pyruvique et de l’ammoniac. Après 

addition du réactif de Kovacs, Le diméthyl-amino-4-benzaldéhyde contenu dans le 

réactif de Kovacs réagit avec l'indole, et forme un composé coloré en rouge. L’indole 

peut être mis en évidence en utilisant le milieu urée-indole ou L’eau peptonée exempte 

d’indole ; c’est un bouillon qui ne contient pas d’indole, mais il contient du tryptophane 

pour que certaines entérobactéries puissent le dégrader en indole. 

c. Test TDA : Par contre certaines bactéries dégradent le tryptophane grâce à l’enzyme 

tryptophane désaminase (Test TDA) et ce dernier conduit à la désamination de cet acide 

aminé en produisant l’ammoniac et l’acide indole – 3 pyruvique. Ce dernier est révélé 

par l’apparition d’une couleur brune en présence de perchlorure de fer.  

II.2.4. Répartition de la flore bactérienne du pied diabétique selon le Gram 

Les bactéries Gram positif occupent la première place avec   69%   chez les 
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Patients du pied diabétique, alors que les pourcentages des bactéries Gram négatif isolées des 

patients sont 31% (Figure 09). 

 

Figure 9 : Réparation des cultures bactériennes du pied diabétique selon le Gram 

Selon Vedat et al.,  (2013) et Boudina et al., ( 2017), l’infection des ulcérations du pied 

diabétique est fréquente, les germes pathogènes habituels les plus fréquemment retrouvés sont 

les bactéries gram+ , par contre pour Priyadarshini et al.,  (2013) et Yunwen et al., (2017) , 

les bacilles à Gram négatif ont été isolés plus fréquemment que les coques à Gram positif. Cette 

différence dans ces résultats est en fonction de la localisation géographique, des facteurs 

climatiques, les méthodes de prélèvement qui  sont utilisés. 

II.2.4.1. Répartition de la flore bactérienne du pied diabétique selon le Gram positif 

La bactérie la plus fréquemment isolée parmi les bactéries Gram positif est 

Staphylocoque qui représente 42% des souches isolées à partir des plaies Infectées, suivie des 

Streptocoques 34%   et enfin les Entérocoques 24% 

(Figure 10). 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shanmugam%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23634392
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Figure 10: Répartition de la flore bactérienne du pied diabétique Gram positif 

Selon l’étude de Diane et al., (2007)   et Mark et al., (2010) et Sanjith et al., (2018) 

montre que Les bactéries prédominants étaient les Staphylococcus aureus chez les patients de 

plaie infecté, puis les streptocoques et enfin les Entérocoques. 

Aussi Selon les travaux Vasanthan et al., (2018), S. aureus étaient les Gram positifs les plus 

communément identifiés  

II.2.4.2. Répartition de la flore bactérienne du pied diabétique selon le Gram négatif 

Parmi les souches isolées du pus des pieds infectés, dont proteus est la plus prévalente 

constituant 40% des isolats, suivie de citrobacter spp et pseudomonas spp20%, E. coli 13% et 

enfin klebsiella spp 7% (Figure 11). 

 

Figure 11: Répartition de la flore bactérienne du pied diabétique selon Gram négatif 
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Notre étude est similaire avec  l’étude  de Reham  et al., (2015) ont décrit que proteus 

et E.coli sont les plus dominants des BGN isolées ,puis pseudomona spp et citrobacter et 

Klebsiella par contre chez les  autres études de Khalifa et al., (2011) , Hefni et al ., (2012), 

  Diwan et al., (2016) ont dit que pseudomonas ssp sont le plus fréquemment isolées,  

Cet écart dans ces résultats due à la localisation géographique et les facteurs climatiques de 

chaque pays. 

II.2.4. 3. Fréquences des isolats mono et poly microbiens 

Selon notre étude la culture des prélèvements des isolats poly microbienne 

Sont prédominants et représentent 82 % des isolats des pieds infectés, alors que les cultures 

mon microbiennes (G- ou G+) représentent 18% (Figure 12). 

 

Figure 12: Fréquence des isolats mono et poly microbiens. 

Ce resultat est similaire à l’étude de Sanjith et al., (2017 ) et Alex et al,. (2018) 

Notre étude a également révélé la nature polymicrobienne prédominante, D'autres de 

Sughandhi et al., (2014) ont révélé des résultats contrastés, les infections mono-microbiennes 

étant plus prédominantes. Ces différents résultats sont dus à la sévérité de l’infection. 

La première observation clé de cette partie d’étude est que les staphylocoques étaient 

les bactéries les plus répandues isolées dans les différents échantillons qui étaient associée à 

une aggravation de la plaie et Ce résultat est conforme aux études précédentes Dunyach-Remy 

et al.,( 2016 ). 
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Polymicrobienne Monomicrobienne

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876034111000815#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saseedharan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29157899
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00282/full&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhipCufSxE5ct-f5AYnGLnAWqIeG8A#B5
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00282/full&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhipCufSxE5ct-f5AYnGLnAWqIeG8A#B5
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 le microbiote du pied diabétique est influencé par plusieurs facteurs tels que les 

caractéristiques démographiques, l'hygiène personnelle, le degré de sévérité, le contrôle 

glycémique et les traitements antibiotiques en cours ou antérieurs, ainsi que par la méthode 

d'identification bactérienne utilisée Jneid et al., (2017 ).Cependant, l'origine géographique du 

patient et la méthode d'identification bactérienne utilisée semble être l'un des facteurs les plus 

importants.  

La deuxième observation est que la plupart des échantillons étaient polymicrobiens 

(88,3%). Bien que ce soit traditionnellement le cas des PDI, la plupart des études ont présenté 

une écologie bactérienne sans débridement, y compris des bactéries commensales et 

pathogènes. Cependant, même après le débridement, il restait difficile d'évaluer le rôle de ces 

bactéries et, en particulier, de distinguer les bactéries pathogènes des bactéries commensales 

qui sont responsable de la chronicité de l'infection et du maintien du biofilm pathogène ( Dowd 

et al., 2008 ).  

Et aussi les infections d’une plaie récente (moins de 15 jours), superficielles sont le plus 

souvent d’origine mono-microbienne ou cocci à Gram positif aérobies (CGPa), et les plaies 

plus chroniques, ayant déjà fait l’objet d’antibiothérapies sont plus volontiers d’origine 

polymicrobienne (IWGDF., 2015). 

II.2.5. Répartition de la flore bactérienne de la cavité nasale selon le Gram 

Les bactéries gram positif supportent la grande surface de 89% chez les patients, par 

rapport le pourcentage des bactéries de gram négatif isolée des patients (11%) (Figure 13). 

 

Figure 13: Réparation des cultures bactériennes du cavité nasale selon le Gram 
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https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00282/full&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhipCufSxE5ct-f5AYnGLnAWqIeG8A#B9
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00282/full&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhipCufSxE5ct-f5AYnGLnAWqIeG8A#B4
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00282/full&xid=17259,15700023,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265&usg=ALkJrhipCufSxE5ct-f5AYnGLnAWqIeG8A#B4
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La prédominance des bactéries Gram positif de la cavité nasale a aussi été signalé par 

Esra et al., (2010) et Hassan et al., (2011), ce résultat explique que les bactéries gram positif 

sont des bactéries commensales du cavité nasale mais les bactéries à Gram négatif sont 

responsables d'infections du nez. 

Certains sujets sont porteurs de Staphylococcus aureus au niveau des fosses nasales (un tiers 

des individus). (Fraperie et al., 2016). 

D’autres études montrent que les porteurs asymptomatiques de S. aureus sont relativement 

fréquents, entre 20 et 40 % des adultes, sont colonisés à un moment quelconque au cours de 

leur vie (Bowman et al., 2011). 

II.2.5.1. Répartition de la flore bactérienne de la cavité nasale selon le Gram positif 

Selon notre étude, On retrouve La bactérie la plus fréquemment isolée parmi les 

bactéries Gram positif est Staphylocoque qui représente 40% des souches isolées à partir du 

cavité nasale, suivie par les Streptocoques 39%   et enfin les Entérocoques 21%. (Figure 14). 

 

Figure 14 : Répartition de la flore bactérienne du cavité nasale Gram positif 

  La prédominance de staphylocoque a montré que le portage nasal d’espèce S. aureus 

est un facteur de risque d'infection pathogène. Selon l’étude  Haraga et al., (2008) et Karina 

et al., (2010)   , les Staphylocoques étaient l’espèce la plus fréquente ,suivi de streptocoque puis  

entérocoque ,mais chez Srwa et al., (2014), ont retrouvé que les streptocoques sont le plus 

fréquemment , suivis par les staphylocoques , cette différence a traversé de variabilité des 

échantillons prélevés  et selon les techniques de prélèvement . 
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https://jmm.microbiologyresearch.org/search?value1=H.+Haraga&option1=author&noRedirect=true
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II.2.5.2. Répartition de la flore bactérienne de la cavité nasale selon le Gram négatif 

Parmi les souches isolées de la cavité nasale, dont proteus est la plus prévalente 

constituant 40% des isolats, suivie de E. coli 25%, puis citrobacter spp 20% et enfin 

pseudomonas spp 15%. (Figure 15). 

 

Figure 15: Répartition de la flore bactérienne de la cavité nasale Selon Gram négatif 

Selon Shreya et al., (2017), la bactéries le plus dominante Pseudomonas spp, suivis par 

Klebsiella spp et Proteus, d’autre étude de Ghebremedhin et al., (2012), la bactérie le plus 

fréquemment est Klebsiella puis Escherichia coli,et Pseudomonas aeruginosa .Cette différence 

due à la localisation géographique de chaque pays . 

II.2.6. Répartition de la flore bactérienne de l’environnement hospitalier selon le Gram 

Les bactéries de gram positif occupent le grand espace de pourcentage dans 

l’environnement hospitalier de 71% et le pourcentage des bactéries gram négatif sont 29%. 

(Figure 16) 
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Figure 16: Réparation des cultures bactériennes de l’environnement hospitalier selon le Gram 

D’autre étude de Margarita et al., (2012) et Atef et al., (2008) ont écrit que les bactéries 

de gram négatif sont le plus fréquent par rapport à des gram positif. 

II.2.6.1. Répartition de la flore bactérienne de l’environnement hospitalier selon le Gram 

positif 

La bactérie la plus fréquemment isolée des bactéries Gram positif est Staphylocoque qui 

représente 49% des souches isolées à partir de l’environnement  suivie des Streptocoques (36%) 

et enfin les Entérocoques (15%). (Figure 17) 

 

Figure 17 : Répartition de la flore bactérienne de l’environnement hospitalier Gram positif 

Les résultats bactériologiques placent les Staphylocoques en tête des germes. 

Colonisant l’environnement hospitalier. S. aureus, peut adhérer à des polymères inertes sans 
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interaction intermédiaire avec des molécules de l’hôte (Maira-Litran et al., 2002). 

 Ce qui peut expliquer la prédominance. Une molécule de polysaccharide capsulaire, 

appelé polysaccharide adhésine, semble influer sur l'attachement à la surface nue. Lorsque la 

surface est recouverte d'une couche de protéines, S aureus interagit avec lui grâce à des 

molécules de surface différentes (Vuong et al., 2000). 

 Les microorganismes en cause proviennent de la flore cutanée du patient, ou de la 

microflore exogène du personnel hospitalier, ou encore d’environnement contaminé. 

 

II.2.6.2. Répartition de la flore bactérienne de l’environnement   hospitalier selon le Gram 

négatif 

Au niveau de l’environnement, Pseudomonas spp représente 50%, des souches isolées 

et le pourcentage de E. coli est 33% et enfin Enterobacter 17% de la totalité des souches isolées 

(Figure 18) 

 

Figure 18: Répartition de la flore bactérienne de l’environnement hospitalier selon Gram 

négatif 

L’étude de Roula et al., (2018) est similaire avec notre étude ou pseudomonas est le 

germe le plus répandu dans l’environnement hospitalier . 

50%
33%

17%

Environnement hospitalier 

Pseudomonas E.coli Enterobacter
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Une autre étude de Farzaneh et al., (2016) ont écrit que l’espèce majoritaire des 

bactéries présentent dans l’environnement hospitalier est Acinetobacter.  

Cette différence de résultat due à l’hygiène personnelle et selon la localisation 

géographique et aussi de divers sites d'échantillonnage, ont indiqué que les surfaces de l'hôpital 

constituaient des sources potentiellement exogènes d'infection nosocomiale.  

II.3. La répartition de la flore bactérienne dans les trois endroits étudiés  

Tableau V:montre la prévalence des bactéries les plus fréquent dans les trois endroits  

Germe 

 

 

Habitat 

bactérienne 

Staphylocoques Streptocoques Entérocoques 

BGN 

Fermentaire 

(Proteus, Klebsiella 

Citrobacter, E. coli 

, Enterobacter) 

BGN 

Non 

Fermentaire 

(Pseudomonas) 

Cavité nasale 35,6% 34,71% 18,69% 9,68% 12% 

Environnement 

Hospitalier 

34,79% 25,56% 10,65% 14,5% 14,5% 

Pied diabétique 

Infecté 

28,98% 23,46% 16,56% 24,8% 6,8% 

Notre étude confirme la similarité de pourcentage de germe entre les trois endroits 

étudiés, Où nous obtenons que les staphylocoques occupent la première espace de 

(35,6%, 34,79%, 28,98%) dans les trois endroits successivement (cavité nasale, environnement, 

pied diabétique). Et les streptocoques qui représentent (34,71%,25,56%,23,46%), les 

entérocoques de pourcentage (18,69% ,10,65%,16,56%). Aussi on retrouve les bacilles Gram 

négatifs fermentaires tels que : Proteus, Klebsiella, citrobacter, E. coli, et Enterobacter de 

fréquence convergente (9,68%, 14,5%,24,8%) chez les trois endroits étudiés. 

Mais les bacilles Gram négatifs non fermentaires présentent des résultats clairsemés 
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dans les différents endroits étudiés, ou cela l’espèce pseudomonas représente la majorité de cas 

(14,5%,12% et 6,8%). 

Pour les bactéries à Gram positifs et Selon levy et al., (2013), les staphylocoques comme 

Staphylococcus Aureus est l’agent pathogène le plus fréquemment rencontré dans les 

infections en milieu hospitalier et montre que ce germe peut adhérer à des polymères inertes 

sans interaction intermédiaire avec des molécules de l’hôte ( Maira-Litran et al., 2002).donc 

La plupart de ce type bactérienne associées aux plaies chroniques, existent sous forme de 

communautés de biofilms .  Alors l'introduction d'infections d'origine hospitalière agit comme 

un catalyseur pour aggraver la maladie. (James et al., 2008). 

Aussi on retrouve que on a une similarité des résultats entre les pieds diabétiques et la 

cavité nasale, Ce qui explique ça Une étude a montré que les personnes ayant des lésions 

cutanées à S. aureus ont un taux du portage nasal de S. aureus plus élevé (Tristan A et al., 

2007).  

Les bacilles à Gram négatif soit fermentaire ou non fermentaire représentent un 

pourcentage important entre les trois endroit étudiée (cavité nasal, environnement, pied 

diabétique) et le genre pseudomonas est le plus répandu dans les hôpitaux avec une 

prédominance de Pseudomonas aeruginosa, Cette espèce est ubiquitaire, opportuniste très 

souvent décrites dans un cadre nosocomial (Bricha et al., 2009), et Aussi elle est responsable 

d'environ 9% d'infection des plaies opératoires (Berche et al., 1998).  

II.4. Résultats de l’antibiogramme 

Dans notre étude, nous avons étudié la résistance de certaines bactéries les plus fréquemment 

isolées. Pour vérifier leur sensibilité aux différents antibiotiques testés. (Photo 13) 

L’antibiogramme est effectué selon la méthode classique de diffusion de l’antibiotique 

sur gélose à partir de disques d’antibiotiques selon les recommandations du National 

Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS).
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Photo 13: Antibiogramme sur milieu MH (A) et sur milieu MH additionné de sang (B1), (B2) 

II.4.1 Taux de résistance des Entérocoques aux antibiotiques 

 

Figure 19 : Taux de résistance des entérocoques isolées des patients aux ATB 

Tableau VI : Profil de résistances de Enterococcus spp isolées à partir de IPD aux ATB 
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patients présente des résistances plus importantes aux Tétracyclines (TE), les Glycopeptides 

Teicoplanine (TEC) et Vancomycine (VA) et aux Acide fusidique (FA). 

Nous pouvons comparer nos résultats à ceux décrits ailleurs par Medell et al., (2014) et 

Djahmi et al., (2012), qu’ils montrent la présence d’un taux de résistance à l’érythromycine et 

la Vancomycine par les Entérocoques isolées à partir des plaies infectées  

Et aussi des souches d’entérocoques résistantes à la vancomycine (VRE) ont été décrites 

par Hashem et al., (2015). 

II.4.2 Taux de résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques 

 

Figure 20: Taux de résistance des staphylocoques isolées des patients aux ATB 

Tableau VII : Profil de résistances de S. aureus isolés à partir de IPD aux ATB 

Cette souche a un taux de résistance à l’Erythromycine (E), Céfotaxime (CTX), 

Céfalexine (CN) Clindamycine (CM) et a l’Amikacine (AN). 

En revanche les glycopéptides (TEC, VA) et les Tétracyclines, les Phénicolés et les 

Streptogramines (PT) présentaient une bonne activité sur notre isolat de Staphylococcus aureus.  
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Ces résultats sont approximativement proches de ceux retrouvés par Al Benwan et al., 

(2012), Turhan el al., (2013) et Jadid. (2015). 

 Aussi notre souche S. aureus acquière le profil de résistance SARM, une résistance 

élevée vis-à-vis des β-lactamines (P, OXA, FOX). Ce profil est en accord avec l’étude de 

Benhamou et al., (2005), Mais s’oppose aux résultats de Guira et al., (2014) qui signalent que 

les souches de S. aureus sont sensibles à l’oxacilline.  

Ceci peut être expliqué par les antécédents peu fréquents d’hospitalisation pour les 

lésions du pied chez leur population étudiée, condition qui augmente le risque de transmission 

des germes nosocomiaux multi résistants. 

Et la résistance importante des souches isolées à partir des IPD aux ATB peut être due 

à l’usage inapproprié des ATB. 

II.4.3 Taux de résistance de Pseudomonas aerogenosae aux antibiotiques 

 

Figure 21: Taux de résistance de Pseudomonas spp des patients aux ATB 

Tableau VIII: Profil de résistances de Pseudomonas aerogenosae isolés à partir de IPD 

aux ATB 
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La souche de Pseudomonas aerogenosae isolées affichent un taux de résistance 

seulement vis-à-vis la famille de Carboxypénicillines (TCC, TIC). Mais les autres ATB testés 

présentaient une bonne activité sur notre isolat. 

Nos résultats sont plus ou moins proche de ceux retrouvé dans les travaux de Citron et 

al., (2007), Al Benwan et al., (2012), Jadid , (2015).  

II.4.4 Taux de résistance de Streptococcus spp aux antibiotiques 

 

Figure 22 : taux de résistance des streptocoques des patients aux ATB. 

Tableau IX : Profil de résistances de streptocoques isolés à partir de IPD aux ATB 

OF VA PT P C E RA CM CN TE 

R R R R S R R R S R 

La souche Streptocoques isolés du pus résistent à la teicoplanine et à la vancomycine. 

Ils résistent aussi à l’Erythromycine, Rifampicine, Clindamycine, et à Pénicilline G et 

Pristinamycine (Figure 22). 

Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Rugira, (2016) où les streptococcus spp isolés 

étaient résistant à la plupart des antibiotiques testés, mais nos résultats sont contraires à ceux 

obtenus par Labani, (2016) qui montre la sensibilité des souches de streptocoques à la 

vancomycine et la teicoplanine.
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Le diabète et ses complications sont un problème majeur de santé publique et Le « Pied 

diabétique » représente une complication sévère du diabète et engendre de lourdes 

conséquences sur le plan médical que social et économique, de par sa fréquence et sa gravité, 

dominées par un taux d’amputations des membres inférieurs encore très élevé essentiellement 

dans les pays en voie de développement. Conclusion générale 

 

Les milieux de l’environnement hospitalier (air, surfaces, eau) présentent une 

contamination microbiologique permanente et Les infections acquises à l'hôpital, posent un 

problème de santé publique du fait de leur fréquence et l'émergence de bactéries multirésistantes. 

 

La cavité nasale parmi les principaux réservoirs impliqués dans la transmission des 

agents pathogène le plus fréquemment isolé des infections du pied diabétique. 

L’identification des agents causaux et l’étude de la résistance aux antibiotiques sont des 

étapes primordiales dans la prise en charge de ces infections. 

 

Notre objectif était de vérifiée la présence de relation entre la flore bactérienne des 

cavités nasales et de l’environnement hospitalier des patients avec les infections des pieds 

diabétiques et ainsi que l’étude de leurs résistances aux certains antibiotiques  

 

Cette étude réalisée au laboratoire de bactériologie de l’hôpital Mouhamed Boudiaf 

(Ouargla) pendant quatre mois environs, 50 prélèvements ont été réalisés à partir des pieds 

diabétiques infectés (pus) (n=20), des cavités nasales (n=20) et au niveau de quelques surface 

de l’environnement hospitalier (n=10).  

 

Une totalité de 150 souches bactériennes ont été isolées, soit 84 souches responsables 

d’infection du pied diabétique (IPD), 41 à partir de la cavité nasale et 25 souches de 

l’environnement hospitalier (surfaces) au niveau de l’hôpital Mohammed Boudiaf et de la 

maison de diabète Ouargla. 

Ces souches proviennent majoritairement des sujets diabétiques de type II, de sexe 

masculin (70%) et d’un âge supérieur à 67 ans. 

 

Notre étude confirme la similarité de pourcentage de germe entre les trois endroits 

étudiés, Où nous obtenons que les staphylocoques occupent la première place de 

(35,6%, 34,79%, 28,98%) dans les trois endroits successivement (cavité nasale, environnement 
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hospitalier, pied diabétique). suivi par les streptocoques qui représentent, puis les entérocoques. 

Aussi on retrouve les bacilles Gram négatifs fermentaires tels que Proteus, Klebsiella, 

Citrobacter, E. coli et Enterobacter de fréquence convergente chez les trois endroits étudiés. 

Mais les bacilles Gram négatifs non fermentaires présentent des résultats clairsemés 

dans les différents endroits étudiés. 

 

A l’issu des résultats de la résistance aux antibiotiques des souches isolées à partir des 

pieds diabétiques infectés, il ressort que la souche Staphylococcus aureus est Méticilline 

résistante (SAMR)et la souche Entérocoques est Vancomycine résistantes (EVR). 

Les Streptocoques isolés du pus résistent à la plupart des antibiotiques testé, par contre 

La souche de Pseudomonas aerogenosa isolées affichent un taux de résistance seulement vis-

à-vis la famille de Carboxypénicillines (TCC, TIC). 

 

 

En prescriptive de ce travail, il serait intéressant d’approfondir nos recherches par 

l’étude génétiques, pour avoir des informations plus précises, et les frottis de plaies 

superficielles devrait être abandonnée au profit des biopsies tissulaires. Qui apportent une 

valeur diagnostique satisfaisante pour guider l’antibiothérapie. Il fallait faire le suivi de portage 

nasal des bactéries et l’environnement au cours de la prise en charge des infections du pieds 

diabétique. 

Et de trouver de nouvelles stratégies préventives ou curatives dans le cadre la prise en 

charge des infections du pied diabétique 
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Annexe 01 
 

La Composition des différents milieux utilisés dans l’étude expérimentale 

Milieu de Chapman 

Extrait de viande (bovin ou porcin) ...................................................................... 1g 

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

Chlorure de sodium.............................................................................................. 75g 

Mannitol.................................................................................................................10g 

Agar........................................................................................................................ 15g 

Rouge de phénol....................................................................................................0,025g 

pH=7,6 

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

Gélose nutritive 

Peptone....................................................................................................................10.0g 

Extrait de viande.......................................................................................................5g 

Chlorure desodium....................................................................................................5g 

Agar...........................................................................................................................10.g 

pH=7.3 

Gélose Mueller-Hinton 

Infusion de viande de boeuf.......................................... .......................................300ml 

Peptone de 

caséine....................................................................................................................17.5g 

Amidon de 

mais.........................................................................................................................1.5g 

Agar........................................................................................................................10.0g 

pH= 7.4 

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation à l’autoclave à 116°C, 15min 

Bouillon coeur-cervelle (BHIB) : 

Infusion de cervelle de veau.................................... .............................................12.5g 

Infusion de coeur de 

boeuf.......................................................................................................................5.0g 

Peptone...................................................................................................................10.0g 

Glucose......................................................................................................................2.0g 

Chlorure de sodium................................................................................................. 2.0g 
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Phosphatase di sodique.............................................................................................5g 

pH= 7.4 

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation à l’autoclave à 120°C, 20min. 

Milieux MAC 

Peptone.....................................................................................................................20g 

Lactose..................................................................................................................... 10g 

Sels biliaires..............................................................................................................1.5g 

Cristal violet......................................................................................................................0.001g 

Rouge neutre.......................................................................................................................0.05g 

Chlorure de 

sodium.......................................................................................................................5g 

Agar..........................................................................................................................15g 

pH = 7,1 

Gélose au Sang 

Gélose nutritive additionné de sang. Le sang est ajouté stérilement dans le milieu stérile 

ensurfusion. 

Milieu BEA 

BioTrypcase.............................................................................................................17g 

Bio-Thione........................................................................................................................3g 

Extrait de levure........................................................................................................5g 

Bile de boeuf.............................................................................................................10g 

Chlorure de sodium....................................................................................................5g 

Citrate de sodium.......................................................................................................1g 

Esculine......................................................................................................................1g 

Citrate de fer ammoniacal.........................................................................................0.5g 

Azide de sodium......................................................................................................0.25g 

Agar......................................................................................................................13.5g 

pH = 7,1 

 Bouillon Nutritif  

Extrait de viande sec………………………………………………………………5g 

peptone…………………………………………………………………………. ..10g 

Chlorure de sodium ……………………………………………………………… 5g 

Eau distillée ……………………………………………………………………1000 ml 

PH = 7. 2 -7. 4 
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Préparation : 20g par litre d’eau distillée. Stérilisation à l’autoclave à 121°C, 15min 

Citrate de Simmons  

Citrate de sodium…………………………………………………………………2, 0g 

Bleu de bromotymole……………………………………………………………0, 08g 

Chlorure de sodium………………………………………………………………5, 0g 

Sulfate de magnésium……………………………………………………………0, 2g 

Phosphate dis potassique…………………………………………………………1, 0g 

Phosphate mono-amonique………………………………………………………1, 0g 

Gélose…………………………………………………………………………….15g 

E-Mannitol-Mobilité  

Mannitol…………………………………………………………………………..2g 

Rouge de phénol a 1%............................................................................................4ml 

Peptone trypsine de viande ………………………………………………………20g 

Nitrate de potassium……………………………………………………………...1, 0g 

Agar……………………………………………………………………………….4g 

PH=7.6-7.8 

F-Urée-indole  

Urée………………………………………………………………………………20g 

L-tryptophane……………………………………………………………………...3g 

Ethanole à 0,9…………………………………………………………………1, 0 Cm3 

Rouge de phénol à 1 %.........................................................................................2, 5ml 

Chlorure de sodium…………………………………………………………………5g 

Phosphate diacide de potassium ……………………………………………………1g 

Phosphate monoacide de potassium...........................................................................1g 

Eau distillée……………………………………………………………………1000ml 

PH=7 

GELOSE TSI (Triple Sugar Iron) 

Peptone…………………………………………………………………………. 20,00g 

 Chlorure de sodium ……………………………………………………………..5,00 g 

Extrait de bœuf………………………………………………………………….. 3,00g 

 Citrate ferrique ammoniacal……………………………………………………. 0,30g 

 Extrait de levure ………………………………………………………………...3,00g 

 Thiosulfate de sodium …………………………………………………………..0,30g 

 Saccharose ……………………………………………………………………...10,00g 
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 Rouge de phénol ………………………………………………………………..0,025g 

 Lactose …………………………………………………………………………10,00g 

 Agar…………………………………………………………………………… 12,00g 

 Glucose monohydraté…………………………………………………………... 1,00g 

Clark Et Lubs 

Peptonetrypsique de viande…………………………………………………………………………………………………….6g 

Glucose…………………………………………………………………………………………………………………………………….5g 

Hydrogénophosphate de potassium………………………………………………..5g 
Eau distillée…………………………………………………………………………………………………………………………….1litreg 
pH = 7 

King A 

Peptone …………………………………………………………………………20,0g 

Glycérol…………………………………………………………………………10,0g 

Sulfate de potassium (K2SO4) ………………………………………………….10,0g 

Chlorure de magnésium (MgCl2) ………………………………………………..1,4g 

Agar ………………………………………………………………………………12,0g 

pH = 7,1 

King B 
Peptone …………………………………………………………………………………………………………………..20,0g 
Glycérol………………………………………………………………………...10,0g 
Hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4)…………………………………………………………….1,5g 
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4,7 H2O)………………………………………………….1,5g 

Agar ………………………………………………………………………………12,0g 

pH= 7,2 

Gélose Au Cétrimide 

Peptone …………………………………………………………………………...26,0g 

Bromure de tétradonium (cétrimide )……………………………………………0,2g 

Acide nalidixique………………………………………………………………. 0,015g 

Sulfate de potassium (K2SO4) …………………………………………………...10,0g 

Chlorure de magnésium (MgCl2 )………………………………………………...1,4g 

Agar……………………………………………………………………………… 10,0g 

pH = 7,1 
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Annexe 02  
 

Réactifs 

 

1. Sérum physiologique : 

Chlorure de Sodium...................................................................................................9g 

Eau distillée ......................................................................................................1000 mL 

2. Réactifs de la coloration de Gram 

Violet de gentiane 

Phénol...................................................................................................................... 2.0 g 

Violet de gentiane.....................................................................................................1.0 g 

Éthanol à 90°...........................................................................................................10 ml 

Eau distillée..................................................................................................................100 ml 

 

Lugol 

Iodure de potassium.................................................................................................2.0 g 

Iode métalloïde.........................................................................................................1.0 g 

Eau distillée ..........................................................................................................300 ml 

Fuschine de ziehl 

Fuchine basique.......................................................................................................1.0g 

Phénol......................................................................................................................5.0 g 

Éthanol à 90°..........................................................................................................10 ml 

Eau distillée ..........................................................................................................100 ml 
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Annexe 03 
 

Tableau I : Classification des lésions du pied en grades et stades de gravité selon l’université 

du Texas.(Mutluoglu M et al., 2013) 

 

 
 
 
Tableau II :Définition et classification de l’infection du pied diabétique .( IWGDF, 2015 ) 
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Tableau III: Antibiotiques utilisés pour l’étude de l’antibiorésistance des souches isolées 

(CA-SFM) 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATB testée pour les 

Gram positive 

Charge du disque 

(μg) 

ATB testée pour les 

Gram négative 

Charge du disque 

(μg) 

Aminosides 

Amikacine (AN) 

30 Aminosides 

Amikacine (AN) 

30 

Lincosamides 

Clindamycine (CM) 

2 Monobactame 

Aztréonam (ATM) 

30 

Céphalosporine 

1ère génération 

Céfalexine (CN) 

30 Fluoroquinolone 

Ciprofloxacine (CIP) 

5 

Céphalosporine 3ème 

génération 

Céfotaxime (CTX) 

30 Polypeptide 

Colistine (CS) 

50 

Macrolides 

Erythromycine (E) 

15 Pénicillines 

Pipéracilline (PIP) 
75 

Divers 

Acide fusidique 

(FA) 

10 Carboxypénicillines 

Ticarcilline + acide 

clavulanique (TCC) 

75/10 

Streptogramines 

Pristinamycine (PT) 

15 Carboxypénicillines 

Ticarcilline (TIC) 

10 

Pénicillines 

Pénicilline G (P) 

6 Aminosides 

Tobramycine (TM) 

75 

Divers 

Rifampicine (RA) 

30   

Tétracyclines 

Tétracycline (TE) 

30   

Glycopeptides 

Teicoplanine (TEC) 

30   

Pénicillines 

Oxacilline (OX) 

1 ou 5   

Fluoroquinolone 

Ofloxacine (OFX) 

5   



 

 

 

Résumé: 

Parmi les complications du diabète les infections du pied diabétique, constituent un problème majeur et 

croissant dans le monde entrainant des conséquences médicales, sociales et économiques 

Notre objectif est d’évaluer la prévalence des bactéries impliquées dans ses infections et vérifiée la 

présence de relation entre ses trois flores bactériennes et aussi de tester l’efficacité de certains antibiotiques sur 

ses souches. 

L’ensemble de résultat montrent que les CGP sont retrouvées en majorités des cas notamment les 

staphylocoques qui est le plus fréquente dans les trois endroits étudiés le pied diabétique (28,98%), la cavité 

nasale (35,6%) et l’environnement hospitalier (34,79%). Pour les BGN fermentaires, on retrouve Proteus est la 

bactérie la plus dominante dans le pied diabétique et la cavité nasale (40%), par contre dans l’environnement 

hospitalier en retrouve E. coli avec (33%), mais les BGN non fermentaire présentent des résultats clairsemés 

dans les différents endroits étudiés, ou cela l’espèce pseudomonas représente la majorité de cas 14,5% dans 

l’environnement et la similarité de ce germe entre la cavité nasale et le pied diabétique infectée (1,32% et 

6,2%).Notre souche S. aureus acquière le profil de résistance SARM,  et les entérocoques isolés du pus résistent 

à la vancomycine mais les Streptocoques isolés du pus résistent à la plupart des antibiotiques testé La souche 

de Pseudomonas aerogenosae affichent un taux de résistance seulement vis-à-vis la famille de 

Carboxypénicillines 

Mot clé : Infection, Pied diabétique, CGP, BGN, Environnement hospitalier, cavité nasale, 

antibiorésistance Bactérie. 
 

Abstract: 

Diabetic foot infections are a major and growing problem in the world with medical, social and 

economic.  
Our goal is to evaluate the prevalence of bacteria involved in its infections and to verify the presence of 

a relationship between its three bacterial flora and also to test the effectiveness of certain antibiotics on its 

strains.  

All the results show that the CGP are found in the majority of cases including staphylococci. which is 

the most common among the three places studied diabetic foot (28.98%), nasal cavity (35.6%), hospital 

environment (34.79%). For fermentative BGNs, Proteus is the most dominant bacterium in the diabetic foot 

and nasal cavity (40%), whereas E. coli is the most common in the hospital environment (33%), but non-

fermentative BGNs have sparse results in the various locations studied, or that the pseudomonas species 

accounts for the majority of cases 14.5% in the environment and the similarity of this germ between the nasal 

cavity and the infected diabetic foot (1.32% and 6.2%). Our S. aureus strain acquires the MRSA resistance 

pattern, but Streptococci and enterococci isolated from pus are resistant to vancomycin 

The strain of Pseudomonas aerogenosae isolated from the IPD showed a resistance rate only vis-à-vis 

the carboxypenicillin family 

Keyword: Infection, Diabetic foot infection, CGP, BGN, Hospital environment, nasal cavity, 

antibiorésistance, bacteria. 

Bacteria.  

 الملخص:
 .واقتصادية واجتماعية صحية عواقب لها العالم في ومتنامية رئيسية مشكلة السكرية القدم التهابات تعد ، السكري مرض مضاعفات بين من

 فعالية اختبار وكذلك الثلاث البكتيريةالأماكن  بين علاقة وجود من والتحقق لتهابالا في سببةالمت البكتيريا انتشار مدى تقييم هو هدفنا
 .سلالاتها على الحيوية المضادات بعض

 الثلاثة الأماكن في شيوعًا الأكثر وهي ،CGP موجبة الجرام المكورات ذلك في بما الحالات غالبية في وجدت أنها النتائج مجموعة تبين
 ، المخمرة   BGN بالنسبة(. ٪ 34.79) المستشفى وبيئة ،( ٪35.6) الأنف تجويف ،( ٪28.98) بالسكري المصابة القدم دراستها تمت التي
 BGN بالنسبة لكن ،( ٪33) المستشفى بيئة في و ،( ٪40) الأنف وتجويف السكرية القدم في انتشارًا الأكثر البكتيريا هي Proteus أن نجد
 بيئة في ٪ 14.5 بنسبة الحالات غالبية مثلي pseudomonasع النو  و ، دراستها تمت التي المختلفة المواقع في متفرقة نتائج له المخمر غير

 للمرض المقاومة الذهبية العنقودية المكورات سلالة تكتسب. بالسكري المصابة والقدم الأنف تجويف بين الجرثومة هذه نسبة تشابهتو  المستشفى
MRSA ، الـ من الفانكومايسين من المعزولة السلالة تقاوم القيح من المعزولة المعوية المكورات ولكن IPD لعائلة فقط مقاومة تُظهر 

Carboxypenicillin  
 ،بكتيريا.الميكروبات مضادات مقاومة ، الأنف تجويف المستشفى، بيئة ،CGP ، BGN السكرية، القدم مرضالتهاب، : مفتاحيةال الكلمات    


