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Introduction 

                    Dans le monde actuel, la résistance bactérienne aux antibiotiques est devenue une 

source de préoccupation majeure. L'augmentation de la résistance aux antimicrobiennes 

menaces de faire dérailler une grande partie des progrès réalisés dans le domaine de la 

médecine au cours du siècle dernier. Selon une étude réalisée par O'Neill, 2014, 300 millions 

de personnes mourront des suites de la pharmacorésistance au cours des trois prochaines 

décennies.  

De nouvelles souches bactériennes multirésistantes apparaissent fréquemment, et des 

infections autrefois considérées comme insignifiantes évoluent maintenant en septicémie 

mortelle et incurable (Wagenlehner et al, 2008). 

Les infections nosocomiales sont de plus en  plus courantes observées dans le monde. Ils sont 

également une complication fréquente chez les patients cathétérisés. (Hooton et al, 2009).  En 

outre, elles sont devenues une cause importante de morbidité avec l’incidence croissante de la 

résistance aux antibiotiques chez les bactéries causales courantes telles qu’Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa. 

En absence de progrès significatifs dans la recherche de nouveaux antibiotiques efficaces, les 

chercheurs craignent maintenant un retour à l'ère de la préantibiotique. Alors que les 

gouvernements s'empressent d'élaborer des politiques et des protocoles pour réglementer la 

vente et l'utilisation d'antibiotiques, en particulier dans les pays en développement, Il est 

également nécessaire d’examiner d’autres méthodes thérapeutiques susceptibles de contribuer 

à la maîtrise de la pandémie de résistance aux antimicrobiens. 

La vitamine C (acide ascorbique) constitue cette alternative. Il est bon marché, facilement 

disponible et a peu ou pas d'effets néfastes. Souvent prescrit comme complément nutritionnel, 

il a des effets antioxydants établis et a même été utilisé comme adjuvant dans la 

chimiothérapie anticancéreuse.   

Depuis que Szent-Gyorgi a reconnu la vitamine C dans les agrumes comme remède contre le 

scorbut en 1932, de nombreuses études ont été menées pour en élucider les différentes 

propriétés biologiques (Svirbely, 1932).  Actuellement, l'acide ascorbique est le supplément 

de vitamines le plus utilisé dans le monde. (Naidu, 2003).  
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En effet l’augmentation du taux de vitamine C réduit le risque d'arthrite, d'asthme, de 

cataracte, de maladie parodontale et d'accident vasculaire cérébral (Ge et al, 2008). 

Malgré les preuves à l'appui, la vitamine C n'est toujours pas considérée dans la pratique 

clinique de routine pour son action antibactérienne, faute de données plus étayées. C’est dans 

cette objectif, que nous avons démontré l’effet de l’augmentation des concentrations de 

vitamine C sur les bactéries couramment isolées à partir d’échantillons de pue de  patients 

présentant une suspicion d’infections d’origine hospitaliers. 
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I. Vitamine C : Acide ascorbique  

I.1. Historique 

Une suite chronologique a conduit à la découverte de l’acide ascorbique appelé vitamine C, ce 

dernier fut autrefois utilisé contre la maladie du scorbut, Principal élément déclencheur et  

résultant d’une carence en vitamine C. 

En 1912, Casimir Funk travaillant au Lister Institute dans le Royaume-Uni a reconnu le 

scorbut en tant que maladies de carences alimentaires (Schlueter et Johnston, 2011). 

Isolée en 1928 à partir de jus de plantes et de tissus animaux, le biochimiste hongrois Albert 

Szent-Györgyi fait la découverte d’un agent réducteur et lui donna le nom d’acide 

hexuronique (Science Learning Hub, 2019). 

Il a été le premier à étudier les mécanismes d’oxydation biologique au cours de l’année 1920.  

Entre 1930 et 1936, alors qu’il été professeur à l'université de Szeged, il a prouvé que l'acide 

hexuronique, qu'il avait précédemment isolé, est identique à la vitamine C (RABER. et 

MORRISSEY, 2002). 

En 1932, le chimiste britannique Walter Haworth détermine la structure moléculaire de l'acide 

hexuronique et le renomme acide ascorbique. Il dirige ensuite une équipe pour de fabriquer 

synthétiquement de l'acide ascorbique (Magiorkinis et al, 2011) 

Le comité Nobel de 1937 a honoré les découvertes sur les vitamines. Le prix Nobel de 

physiologie ou la médecine a été attribuée à Szent-Györgyi “pour ses découvertes liées au 

processus de combustion, avec une référence particulière à la vitamine C (Buettner et al, 

2006). 

I.2. Généralités 

La vitamine C qui porte le nom chimique d’acide ascorbique, est une poudre blanche 

cristalline inodore et hydrosoluble. Elle existe sous forme pure avec un pH acide d’environ 

2,5 mais également sous forme de sels (La¨ıbi et S. La¨ıbi, 2014). 

Connu pour être un composé nutritif indispensable au corps humain, la vitamine C est une 

substance qui joue un rôle important dans le fonctionnement métabolique. Bien que celle-ci 

ne soit pas synthétisée par l’homme son apport par voie exogène est impératif. 

I.3. Structure moléculaire  

De formule brute C₆H₈O₆, sa forme oxydée est l’acide, 

déhydroascorbique obtenu par hydrolyse de la fonction éne-

diol (Bernard, 2010 ; Henri et Jean, 1992).   

 

Figure 1 : L’acide ascorbique 

(Martini et Seiller, 2006). 
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L’AA possède deux formes optiques : lévogyre et  dextrogyre, mais seule la forme lévogyre, 

forme naturelle (acide L-ascorbique) est biologiquement active (Martini et Seiller, 2006). 

I.4. Source de vitamine C  

Les principales sources de la vitamine C sont les fruits frais et légumes verts crus, rajoutons à 

ça que le lait de femme en contient plus que le lait de vache (Rossant, 1977).  

La majeure partie des apports (70 %) provient des fruits (agrumes essentiellement) et des 

légumes (Tableau 1).  Les pommes de terre, le pain et les céréales en apportent de 12 à 22 % 

(Koolman et Rohm, 2006). 

Tableau 1: Les sources végétales de vitamine C (Desaulniers et Dubost, 2003). 

Aliments (mg) 

Goyave  199 

Poivron rouge, cru ou cuit  101-166 

Poivron vert, cru ou cuit  54-132 

Papaye  94 

Kiwi  71 

Orange  70 

Jus d’orange  43-66 

Mangue  57 

Certains aliments d’origine animale contiennent également de la vitamine C en faible quantité   

tels que la viande de bœuf et de porc, poisson frais, foie, rognons, lait de vache et fromage 

cru. 

I.5. Biosynthèse de l’acide ascorbique 

Chez l'homme, le singe et le cobaye entre autres la voie glucuronique s'interrompt, en raison 

d'un déficit génétique en une enzyme appelée la L-.gulunolactone oxydase (Wheeler et al 

1998).  

I.6. Métabolisme 

La vitamine C est apportée par l’alimentation. Trois mécanismes d’absorption de la vitamine 

C sont connus : diffusion simple, transport facilité et transport actif  (Lindblad et al,  2013). 
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I.6.1. Absorbation 

Suite à son ingestion, la vitamine C va être absorbée au niveau de la muqueuse buccale par 

diffusion simple, au niveau du pharynx via un mécanisme de transport actif, au niveau de la 

muqueuse stomacale (Science Progress, 2013) 

Une fois que la Vitamine C a diffusé au sein de l’ensemble tissulaire, elle ne peut être stockée. 

C’est pourquoi il est nécessaire d’en consommer régulièrement car au bout de 2 à 3 semaines 

les réserves chutent (Bernard, 2010). 

I.6.2. Transport 

Une fois absorbé, l’acide ascorbique se verra transporté vers les tissus et organes selon leur 

affinités et besoin en vitamine C, mais avant celui-ci passe par le plasma avant d’aller vers les 

cellules circulantes. 

Le transport est possible grâce aux transporteurs SVCT1 (sodium-vitamin C co-transporter) 

qui transporte  la vitamine C vers tous les organes et SVCT 2 qui a une plus grande affinité 

pour l’acide ascorbique le transportant vers les organes hautement consommateurs de 

vitamine C (Takanaga et al,  2004).  

I.6.3. Stockage 

Les reins, le cerveau, la rate et le foie stockent la majorité de l’acide ascorbique, de l’ordre de 

30 à 50 μg par gramme de tissus (Levine et al, 1999). 

Cela dit, il n’existe pas de système de stockage de la vitamine C. La concentration 

plasmatique en vitamine C est donc le reflet des apports récents. Un apport exogène quotidien 

minimal par l’alimentation est donc nécessaire. 

I.6.4. Elimination   

L'excès d'acide ascorbique est éliminé par les selles, ce qui évite des variations du pH 

sanguin. Il est alors essentiellement métabolisé en CO2 et en acides organiques par la flore 

intestinale (Duconge et al,  2008). 

I.7. Fonction métabolique  

Les nombreux caractéristiques  et propriétés de l’acide ascorbique lui confères divers 

fonctions liée à son métabolisme.  

L'acide ascorbique agit comme un cofacteur sur les systèmes enzymatiques entraînant la 

synthèse du collagène, la Proline et la lysine hydroxylase sont des systèmes dont le blocage 
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empêchera la formation de la protéine à partir de son précurseur, le pro collagène 

(ENGLARD et SEIFTER, 1986 ; LAMDEN, 1971). 

Il  intervient aussi sur le métabolisme de l’histamine, favorisant son élimination et inhibant sa 

synthèse (DOUARRE, 1987).  

I.8. Propriétés physico-chimiques 

La vitamine C est thermosensible, sensible aux ultraviolets et à l'oxygène, mais en revanche 

tout à fait stable à l'abri de la lumière, de l'humidité (LE GRUSSE et WATIER, 1985 ; LE 

MüEl et al, 1998). 

La Vitamine C est très hydrosoluble, peu soluble dans l’alcool et les polyols et insoluble dans 

l’éther et le chloroforme (Munnich et al, 1987). 

La cuisson des aliments et leur transformation industrielle accroissent la concentration de la 

forme oxydée dans l’aliment (Spanyár et al, 1963). 

I.8.1. Dosage de la vitamine C 

Le dosage est effectué dans le sang et les urines. Le taux plasmatique semble un peu moins 

sensible aux apports récents que le taux urinaire cela dit, Compte tenu de la sensibilité 

individuelle à la vitamine C, le dosage le plus fiable reste le taux leucocytaire d'acide 

ascorbique (DHARIWAL et al, 1991). 

De nombreuse méthodes de dosage de l’acide ascorbique sont misent en avant pour la 

détermination de la quantité d’acide ascorbique dont les plus courantes sont les méthodes 

volumétriques, titrimétriques, spectrométriques voir enzymatiques ainsi que bien d’autres tel 

que  la fluorométrie, la chimio-luminescence à base de cinétique, et la chromatographie  

(Hossu et al,  2006).  

I.9. Propriétés biologiques 

I.9.1. Effet antioxydant  

En tant que donneur d’électrons la vitamine C est un puissant antioxydant hydrosoluble 

protégeant la peau du stress oxydatif en faisant des dons séquentiels d’électrons pour 

neutraliser les radicaux libres  (Padayatty et al, 2003).  

Il  a la capacité d'éliminer directement plusieurs espèces d'oxygène réactives différentes, de 

maintenir l'α-tocophérol à l'état réduit et d'agir en tant que substrat pour la Peroxydase 

(Conklin et al, 1999).  

Le passage de la forme oxydée à la forme réduite, et inversement, va dépendre 

majoritairement du pH. Cette interaction avec les radicaux libres est responsable de son 

potentiel antioxydant (Washko et al, 1993). 
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C’est un excellent réducteur, C’est pour cette raison qu’on lui accorde des propriétés 

antioxydants qui présentent d’innombrables bienfaits sur l’ensemble de l’organisme. Par 

conséquence elle bloque la production de radicaux libres (Carr et Frei, 1999). 

L'action antioxydant de la vitamine C permettrait d'expliquer son rôle dans la prévention de 

certaines maladies, voire de certains cancers (LE MüEl et al, 1998). 

I.9.2. Effet pro-oxydant  

L'acide ascorbique, à de faibles concentrations, entraîne in vitro la production de radicaux 

libres, et donc une action pro oxydante  (CHEPDA et al, 1999). 

Ainsi, les niveaux d’apports de vitamine C, pour lesquels des effets pro-oxydants sont 

observés, ne peuvent pas être atteints par une alimentation courante mais plutôt avec la 

consommation de compléments alimentaires ou d’aliments enrichis (Podmore et al, 1998). 

Cela a été étudié in vitro sur des cellules cancéreuses. Certaines équipes d’oncologie utilisent 

la vitamine C en IV à fortes doses comme traitement adjuvant de chimiothérapies (Mayland 

et al,  2005). 

I.10. Besoin en vitamine c 

Comme vu précédemment, il n’existe pas de synthèse ni de réelle capacité de stockage de la 

vitamine C au sein de l’organisme humain. Un apport quotidien minimal par l’alimentation 

est donc nécessaire. Il est essentiellement assuré par les légumes et fruits frais (Levine et al, 

1999).  

Le besoin minimal en vitamine C pour prévenir le scorbut est de 10 mg/jour, permettant le 

maintien d’un pool total dans l’organisme de 350 mg (Fain, 2004). 

Dans les décennies qui suivent,  la  quantité recommandée est revue à la hausse, et peut 

atteindre jusqu’à 500  mg/jour (Dunn et al, 1984). 

Les apports nécessaires conseillés varient en fonction de l’âge et sont résumés dans le tableau 

ci-dessous  (Bernard, 2010). 

Tableau 2 : Apports conseillés pour la population française (2008) 

 

Age Apports conseillés (mg/jour) 

Nourrissons 50 

Enfants 10-12 ans 100 

Adultes 20-60 ans 110 

Personnes âgées 120 

Femmes enceintes 130 
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Les apports recommandés quotidiennement sont identiques chez l'homme et chez la femme, 

soit 93 mg/j. Seuls l'âge et quelques exceptions sont des paramètres susceptibles d'accroître 

les besoins journaliers. C'est le cas, par exemple, pour les enfants âgés de 3 à 17 ans dont les 

apports doivent atteindre 77 mg/j. 

Cet apport, toujours selon l’ANSES doit être augmenté chez les fumeurs et 

les consommateurs excessifs d’alcool. 

Une étude parue en juin 2012 dans la revue Critical Review in Food Science and Nutrition 

 révèle cependant que l’apport journalier idéal serait de 200 mg. Ce ne serait qu’à partir de ce 

seuil que l’on pourrait pleinement profiter de ses bienfaits antioxydants et revitalisants (Frei 

et al, 2012). 

Plusieurs causes de carence en vitamine C ont été identifiées dans cette population : perte 

d’appétit, problèmes dentaires, altération des fonctions cognitives, perte de revenus versus 

coût élevé des fruits et légumes frais  (Mosdol et al, 2008). 

Le scorbut résulte d'un déficit en vitamine C caractérisé par une valeur strictement inferieure à 

1 à 2 μmol/L (Thompson, 1998). Et des signes cliniques, incluant une fragilité capillaire, un 

syndrome hémorragique, une asthénie, une anorexie ou des arthralgies, et un signe biologique 

a type d'anémie (Hirschmann et al, 1999).  

I.11. Rôle biologique de la vitamine C 

La vitamine C est essentielle au développement et au maintien des tissus conjonctifs. Il joue 

un rôle important dans la formation des os, la cicatrisation des plaies et le maintien de 

gencives saines. (Chambial et al, 2013). 

Elle intervient dans la conversion du cholestérol en acides biliaires. Il faut savoir que cette 

conversion est la principale voie utilisée par l'organisme pour se débarrasser du cholestérol en 

excès (Jacques et al, 1995). 

Il préserve également l'activité d'un certain nombre d'enzymes différentes en maintenant les 

ions métalliques du groupe prosthétique à l'état réduit (Smirnoff, et al, 1996).  

I.11.1. Stimulation de l’immunité  

Grâce à son activité anti-oxydante, la vitamine C joue un rôle dans la défense de l’organisme 

face à un agent infectieux. Plusieurs études expérimentales sur modèles animaliers ont 

identifié les mécanismes d’action de la vitamine C dans la réponse anti-infectieuse, une 

augmentation de l’activité des phagocytes et une diminution de la réplication virale (Goya et 

al, 2006 ; Anses, 2013 ; Sanchez et al, 2003). 
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En cas de carence (lors d'un stress prolongé), la production des corticostéroïdes diminue, d'où 

une moindre résistance aux infections, une perte d'appétit, un ralentissement de la croissance, 

une fatigue musculaire et une faiblesse générale (CIER et al, 1992). 

I.11.2. Action sur les toxiques  

L'acide ascorbique participe, de façon là encore mal connue mais probablement toujours liée à 

sa fonction antioxydant, à la dégradation de certains toxiques et médicaments (SCHEER, 

1993). 

L'acide ascorbique a une action épurative vis à vis du tabac et en particulier de la nicotine : il 

diminue les taux de nicotine, mesurés par les valeurs d'excrétion urinaire en métabolites 

(DAWSON, 1999). 

Il  agit  comme un puissant chélateur des ions métalliques en particulier le cuivre, le plomb et 

le mercure, pouvant avoir ainsi une utilité dans le saturnisme (DOUARRE, 1987). 

L'acide ascorbique a également un effet inhibiteur puissant de la réaction de transformation 

des amines libres en nitrosamines reconnu pour être cancérigène (LE GRUSSE, 1985). 

I.11.3. Vieillissement cellulaire  

La molécule d’acide ascorbique semble jouer un rôle dans des mécanismes aussi diversifiés 

qu’importants au niveau de la santé humaine : oxydation cellulaire, cancer, hypertension, 

risques cardiovasculaires et cataracte (Naidu, 2003).  

 Cet effet a en particulier a pu être démontré au niveau oculaire. Les sujets non carencés ont 

une incidence de cataracte moindre que les carencés (ADETONA et al, 1994). 

La vitamine C neutralise les radicaux libres dans l'oeil sous l'effet de la lumière du soleil et 

empêche ainsi la dégradation des protéines sensibles du cristallin (Marchitti et al, 2011).  

II. Infections d’origine hospitalière  

Les infections nosocomiales sont un problème réel, qui va de pair avec l'évolution de la 

médecine et des techniques de soins. Le vieillissement de la population, la sévérité, le 

nombre de pathologies parmi les patients hospitalisés et les gestes invasifs sont autant de 

facteurs de risque pour l'acquisition d'une infection nosocomiale (Hugonnet et Pittet, 2000).  

II.1. Infection nosocomiale 

Une infection nosocomiale apparaît au cours ou à la suite d’une hospitalisation, celle-ci  étant 

absente (ni symptomatique ni en incubation) à l’admission (SCHAFFNER, 2005).  
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 L'infection nosocomiale peut être causée par les germes du patient, du personnel soignant ou 

de l'environnement hospitalier. Ces infections augment la morbidité, la mortalité, et le cout 

des soins à l'hôpital (Haley, 1981). 

Pour les infections du site opératoire on considère comme nosocomiales les infections 

survenues dans les 30 jours suivant l’intervention, ou celles survenues dans les 90 jours en cas 

d’infection virale (BERCHE et al, 1991). 

II.2. Fréquences d’infections nosocomiales 

Parmi ces infections, les plus fréquentes sont les respiratoires, suivi des infections urinaires. 

De plus, 7 à 30% des patients transférés à l’hôpital le sont pour des causes infectieuses 

(NICOLLE et al, 1984). 

II.2.1.Infection urinaire nosocomiale 
Les infections urinaires nosocomiales (IUN) sont dominées par les infections survenant après 

sondage ou plus rarement après d’autres manœuvres instrumentales, elles se développent 

secondairement sur les sondes laissées à demeure, par voie ascendante, soit endoluminale, soit 

extraluminale péri-urétrale (Caron, 2003).  

II.2.2.Pneumonie nosocomiale  
La pneumonie nosocomiale est la deuxième des infections les plus courantes associées aux 

soins, avec une incidence allant jusqu'à 10 cas pour 1000 patients. C'est aussi la cause la plus 

commune de décès, avec un taux allant jusqu'à 50% et une mortalité (Kollef, 2004; Richards 

et al, 1999).   

Elle correspond à toute pneumonie associée aux soins, survenant chez un malade dont la 

respiration est assistée par une machine, soit de manière invasive par l’intermédiaire d’un tube 

endotrachéal ou d’une trachéotomie, soit de manière non invasive par l’intermédiaire d’un 

masque facial ou d’un autre procédé,(CTINILS, 2007). 

Le diagnostic repose sur l’association d’un diagnostic radiologique et Soit identification d’un 

germe isolé de la ponction trachéale, d’un lavage broncho alvéolaire (avec 5% au moins des 

cellules contenant des bactéries à l’examen direct), ou d’un prélèvement trachéal distal par 

cathéter (BERTHELOT et LUCHT, 1998). 

Une fois l’inoculum parvenu au niveau du poumon profond, la survenue d’une infection 

dépend de plusieurs facteurs : (Figure 2)  (Coalson, 1995). 
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Figure 2: Physiopathologie d’une pneumopathie nosocomiale (Coalson, 1995). 

II.2.3.Infection des plaies opératoires 
Une infection du site opératoire (ISO) est considérée comme nosocomiale quand elle n’est pas 

présente en incubation à l’entrée du patient et si elle survient dans les 30 jours qui suivent 

l’intervention, cette période est étendue à un an en cas de mise en place de matériel 

prothétique artificiel (C.CLIN PARIS NORD, 1995). 

L’ISO se définit par la présence de pus provenant d’une des localisations suivantes : 

• Infection superficielle  

C’est une infection survenant dans les trente (30) jours suivant l’intervention, et affectant les 

tissus sous-cutanés ou situés au-dessus de l’aponévrose. Elle est diagnostiquée par un 

écoulement purulent de l’incision ou du drain ou par l’isolement d’un germe à la culture 

(BEAUCAIRE, 1997). 

• Infection profonde 

C’est une infection qui survient dans les trente (30) jours suivant l’intervention, ou dans 

l’année, s’il y a eu mise en place d’un matériel étranger, intéressant les tissus ou espaces 

situés au niveau ou au dessous de l’aponévrose. Elle se traduit par un écoulement purulent 

provenant d’un drain sous aponévrotique ou par la déhiscence spontanée de la plaie (POPI, 

1999). 
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II.2.4.Infection sur cathéter 
La pathogenèse des infections de dispositifs intravasculaires est une interaction à multiples 

facettes. Les facteurs bactériens, tels que la prédilection de S .aureus à se lier aux ligands du 

tissu hôte, et les facteurs de périphérique, tels que les propriétés de surface du matériau du 

périphérique (Darouiche, 2001). 

La physiopathologie de ces infections est liée initialement à la constitution d’un biofilm sur 

ces corps étrangers ainsi qu’à la durée de mise en place du cathéter (Passerini et al, 1992). 

II.3. Principaux germes d’origines hospitaliers 

Les bactéries représentent la majorité des pathogènes responsables d’IN.  Parmi les bactéries à 

Gram négatif, la famille des Enterobacteriaceae est la plus représentée, dont les genres 

Pseudomonas et Acinetobacter  qui ont un impact. 

II.3.1.Les bactéries multi résistantes (BMR) 

Les BMR sont un véritable problème de santé publique. Elles peuvent émerger par voie 

endogène de la flore d’un patient qui a reçu plusieurs antibiothérapies (GHIASSI, 2005). 

Chez les bactéries à Gram positif, on retrouve les les Enterococci résistants à la vancomycine 

(ERV) ou encore les Streptococcus pneumoniae non-sensibles à la pénicilline (SPNP) 

(NICOLLE et al, 1996). 

On retrouve également S. aureus résistants à la méticilline (SARM) qui résiste non seulement 

à la méthicilline et aux autres agents antibactériens des β-lactames, mais également à d'autres 

agents antibactériens (Finch, 1998).  

Du côté des bactéries à Gram négatif, en plus du fort taux de résistances par la production de 

béta-lactamase à spectre étendu (BLSE), le nombre de souches d’E. Coli résistantes aux 

fluoroquinolones est important et en augmentation, ce qui complique la prise en charge des 

infections, causées majoritairement par ce pathogène (BARBUTet al, 2007). 

II.3.2.Escherichia coli 

Les souches d'E. Coli causent rarement des maladies, sauf chez hôtes immunodéprimés ou 

chez des patients gastro-intestinaux normaux ou les barrières sont franchies  comme dans la 

péritonite, par exemple (Kaper et al, 2004). 

L’acquisition et la combinaison de facteurs de virulence chez les souches E. coli peuvent 

entraîner des modifications de leur comportement pouvant occasionner diverses infections 

telles des infections intestinales (Levine et Edelman, 1984) ou extra-intestinales (Pohl et al, 

1989). 
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II.3.3. Pseudomonas aeruginosa  

Pseudomonas aeruginosa est un Bacille à Gram négatif d’environnement courant qui agit 

comme un opportuniste agent pathogène dans plusieurs circonstances (Green et al, 1974). 

L’omniprésente apparition de P. aeruginosa dans l'environnement est due à plusieurs facteurs, 

y compris sa capacité à coloniser multiples niches environnementales et à utiliser de 

nombreux des composés comme sources d'énergie (Williams et Worsey, 1976). 

En milieu hospitalier, la principale source de contamination est le réseau de distribution d’eau 

et la nourriture, notamment les crudités et les fruits frais, comme tous les mammifères, 

l’homme peut l’héberger de façon plus ou moins transitoire (Remington et Schimpff, 1981). 

Presque tous les cas cliniques d'infection à P. aeruginosa peuvent être associés au compromis 

de la défense de l'hôte. Tandis que de nombreux cas d’infection à P. aeruginosa peuvent être 

attribués à immunosuppression générale, comme chez les patients atteints du SIDA et chez les 

patients neutropéniques sous chimiothérapie (Kielhofner et al, 1992) ; Bendig et al, 1987). 

Concernant la multirésistante les souches sont mises en évidence dans le rapport de Hsueh et 

al. Ayant suivi la propagation d'une seule souche de P. aeruginosa multirésistante sur 

plusieurs années, et a conclu que la souche était portée par certains patients 

asymptomatiquement par plusieurs séries d'antibiotiques (Hsueh et al, 1998). 

II.3.4.Acinetobacter baumannii   

La bactérie A. baumannii, une prévalence relativement faible dans les IN, est l’une des 

bactéries les plus résistantes aux antibiotiques (PELEG et al, 2008). 

Certaines d’entre elles font partie de la flore résidente normale de la peau saine. Cela dis les 

années 1980, la responsabilité d’une espèce, Acinetobacter baumannii, dans les infections 

nosocomiales est devenue une réalité (Bergogne-Berezin et al, 1996). 

Une étude complète a été publiée montrant des épidémies d’infection à l’hôpital causées par 

Acinetobacter. Leur analyse fournit des exemples d’endroits de l’environnement hospitalier 

où des espèces d’Acinetobacter ont été découvertes, notamment des cathéters à succion 

(Villegas et  Hartstein, 2003) 
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II.3.5. Autre entérobactéries  

En comparaison avec le Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline , pour lesquels la 

résistance à un seul antibiotique indiquant le phénotype d'intérêt de la résistance aux 

antibiotiques, la multirésistance aux bacilles à Gram négatif est difficile à définir (Arancibia 

et al, 2002). 

II.3.5.1. Klebsiella pneumoniae  
K. pneumoniae est une entérobactérie commensale du tube digestif de l'homme et a été la 

première bactérie chez laquelle a été isolée une pénicillinase, à la fin des années 1980 (Sirot 

et al, 1987). 

Les souches de Klebsiella pneumoniae résistantes aux carbapénèmes sont de plus en plus 

fréquentes, et environ 1/5 des souches sont résistantes à au moins 3 classes d’antibiotiques. 

II.3.5.2. Serratia marcescens  

Serratia marcescens, entérobactérie très répandue, est un pathogène nosocomial notoire 

impliqué dans de nombreuses pneumopathies  (Byrne et al, 2000; Van derVorm et 

Woldring-Zwaan, 2000) et épidémies nosocomiales (Pagani et al, 1994; O’Connell  et 

Humphreys, 2000).  

Ce germe est responsable d’infections opportunistes touchant l’endocarde, les yeux, les plaies, 

et le système nerveux central (Hejazi et al, 2000; Ehrenkranz et al, 1980). Il peut être à 

l’origine d’infections graves ou fatales (Edgar et al, 1997; Smith et al, 1984). 

Sa transmission se fait par contact direct avec la muqueuse, par la main souillée, les 

dispositifs médicaux ou les liquides intraveineux (Shields et al, 2000). 

III. Utilisation thérapeutique de la vitamine C 

III.1. Antibiotiques et mode d’action 

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance ou 

même de tuer des bactéries, sans affecter l'hôte (Levy SB et Marshall B, 2004). 

La  classification des modes d’action la plus utilisée se base à la fois sur les structures 

chimiques et sur les mécanismes d’action qui y sont liés (Bryskier, 2006; Descroix V, 2010). 

Sont retrouvés : 

• Les molécules qui inhibent la synthèse de la paroi bactérienne en perturbant la 

perméabilité et qui conduisent à la fuite des composants intracellulaires. 

•  Les molécules qui se lient aux sous-unités 30S et 50S du ribosome bactérien et qui 

sont responsables d’une inhibition réversible de la synthèse protéique. 
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•  Les antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques, comme les rifamycines ou les 

quinolones. 

• Les inhibiteurs de la synthèse des folates, comme les sulfamides et le triméthoprime. 

III.2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques 

L’efficacité d’un antibiotique réside dans sa capacité à pénétrer dans la bactérie et à se fixer 

sur sa cible afin d’en perturber le fonctionnement physiologique. Si l’antibiotique perd une de 

ses facultés, il devient alors inefficace et le terme « résistance » prend tout son sens, la 

bactérie détenant le pouvoir de croître en présence de l’antibiotique (World Health 

Organization, 2014). 

Toutes les résistances naturelles sont répertoriées dans Comité de l’Antibiogramme de la 

Société Française de Microbiologie (CA-SFM) est due le plus souvent à un défaut d’affinité 

ou à une inaccessibilité de la cible pour l’antibiotique. 

La production de β-lactamases est également observée de manière naturelle chez certaines 

Entérobactéries comme pour Klebsiella pneumoniae (pénicillinase) (Demoré B et al 2012). 

Quant a la résistance acquise qui résulte de l’évolution où mutations chromosomiques et 

échanges de matériel génétique, Elle apparaît après emploi de l’antibiotique (Wright G.D, 

2005). 

Pour agir, un antibiotique devra  arriver à sa cible (via un transporteur ou par diffusion 

passive) puis se fixer à sa cible pour produire son effet : bactéricide ou bactériostatique 

(Hervé Jacquier, 2011). 

Chacune de ces étapes est un point faible pour l’ATB, les mécanismes de résistance sont au 

nombre de 4 et agissent au niveau de ces étapes :  

- Diminution de la pénétration de l’ATB  

- Inactivation ou excrétion de l’ATB par les systèmes enzymatiques bactériens  

-  Défaut d’affinité cible – ATB via une modification de la cible  

- Protection de la cible par une protéine.  

Jusque là, il y avait une lutte entre l’apparition de nouveaux antibiotiques efficaces et 

l’apparition des résistances, gagné par le rythme soutenu d’apparition de nouvelles molécules. 

Aujourd’hui où la tendance est inversée, il y’ a moins d’antibiotiques ont été découverts ces 

quarante dernières années, laissant le champ ouvert au développement des résistances. Il 

s’agit donc d’un sujet inquiétant menant à trouver d’autres alternatives par le biai de 

substances naturelles (Jere Boyer, 2013). 
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III.3. Effet antibactérien de la vitamine C 

Le recours a la vitamine C comme médicament  pour prévenir les malades , et non 

simplement pour compenser à minima des carences , mais c’est justement l'une des plus 

grandes découvertes médicales du XXe siècle. Si on la considère par le prisme des vies, 

souffrances et budgets sociaux économisés et économisables, son importance dépasse celle 

des médicaments miracles comme les antibiotiques (Rueff, D, 2000). 

Ces médicaments chimique de synthèse ont soulagé d'innombrables malades, certe, mais sans 

que l'on puisse vraiment parler de guérison puisque le terrain n'a pas été modifié, et qu'ils ont 

été administrés aux prix de trop nombreux effets secondaires, quelquefois même en créant une 

nouvelle infection pas toujours moins gênante que la première (Corson, 2014).  

III.3.1. Vitamine C et infections 

L'implication de la vitamine C est encore largement controversée à l'heure actuelle. La plupart 

des enquêtes effectuées n'ont pas montré d'influence d'une supplémentation vitaminique sur 

les infections virales courantes. Cependant, il semblerait qu'une étude portant sur des 

personnes hospitalisées pour bronchite et pneumopathie ait montré une influence bénéfique 

sur la durée de la maladie (HEMILA  et DOUGLAS, 1999). 

L'acide ascorbique n'est pas préférable d'être utilisé comme mode de traitement isolé, mais il 

peut être co-appliqué en tant qu'adjuvant pour réguler l'immunité, l'expression génique et 

d'autres processus physiologiques importants (Sorice et al 2014).  

III.3.2. Vitamine C et cicatrisation : Intérêt en chirurgie 

L’acide ascorbique peut favoriser la guérison des plaies et prévenir l'hyperpigmentation post-

inflammatoire.  La vitamine C accélère la cicatrisation des plaies, effet déjà connu et décrit 

par les premiers observateurs du scorbut.  Elle limiterait également l'incidence des pathologies 

dentaires. Les personnes opérés présentent un effondrement du taux d'acide ascorbique 

tissulaire, probablement dû à l'action conjuguée des différentes drogues utilisées pendant l 

anesthésie ainsi que du stresse, de la douleur des médications postopératoire et des 

perturbations du transit digestif. 

Comme la vitamine C intervient dans le métabolisme du collagène et par conséquence dans le 

processus de la cicatrisation, il est vraiment conseillé de supplémenter les malades 

chirurgicaux en pré, per et postopératoire, a raison de 3 a 5 g par jour. Cette recommandation 
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est valable également pour tous les traumatismes, plaies, contusions et fractures, qu’il y ait ou 

non intervention chirurgicale (Corson, 2014). 

III.4. Physiopathologie de la vitamine C dans les infections 

Notre système immunitaire a besoin d'une forte dose de vitamine C. En effet, toutes les 

maladies fulgurante ou chronique du stress exogène ou endogène montre l'effondrement du 

taux de la vitamine C dans le sang. Malheureusement, les doses quotidiennes recommandées 

par les autorités médicales de 0,1 grammes par jour permettent seulement d'éviter le scorbut. 

Pour les maladies bactériennes infectieuses là encore la thérapie naturelle de la vitamine C 

guérit. La tuberculose et la première cause infectieuse de maladie et de décès dans le monde il 

a été constaté par osborn et Gear en 1940, que les mammifère n'ayant pas la capacité de 

fabriquer eux même la vitamine C dont l'humain, étaient les plus susceptible de contacter des 

infections bactériennes (Osborn et al, 1940). 

La vitamine C et aussi efficace tout en étant naturel elle doit être prise par le patient tout ça 

vie et à de plus forte dose pendant au moins la première année du traitement. 

La fièvre rhumatismal et provoquée par une infection streptococciques mal soigné elle frappe 

surtout des jeunes entre 5 et 15 ans, de chercheur estime que la plupart des cas de la fièvre 

rhumatismale sont provoqués par une déficience  grave en vitamine C chez les sujets atteints 

d'une infection au streptocoque. Il a été constaté que les infections bactériennes  

streptococciques sont sensibles  mêmes à un  apport minimal de vitamine C. Le traitement aux 

antibiotiques peut-être utilisé mais il est probablement inutile dans la plupart des cas. Cela 

démontre qu'un apport quotidien de la vitamine C, à des doses optimales éviterait des 

infections streptococciques telles que la pharyngite, l'amygdalite, la fièvre rhumatismal 

(Stone, 1972 ; Hickey et al, 2014 ; Levy, 2002). 

III.5. Vitamine C autant que traitement et prévention des infections 

Naturellement, une insuffisance en vitamine C entraîne des lésions graves de plusieurs 

organes, en particulier du cœur et du cerveau, deux organes extrêmement aérobies produisant 

davantage de radicaux oxygénés (Linster et Van Schaftingen, 2007). 

L'acide L-ascorbique (vitamine C) est un des agents antiviral bien connus, en particulier du 

virus de la grippe. En d’autres termes, il est possible de prévenir efficacement les dommages 

résultant de la réplication des virus de la grippe lorsque la concentration de vitamine C est 

suffisamment élevée au stade initial de l’infection virale (Kim et al, 2013).  

La vitamine C à fortes doses est efficace pour prévenir l’infection  de tous genres et améliorer 

la récupération (Furuya et al, 2008). 
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La vitamine C est considérée comme l’un des composants antioxydants les plus répandus dans 

les fruits et légumes. Elle pourrait exercer des effets chimiopréventifs sans toxicité apparente 

à des doses supérieures à l’apport nutritionnel recommandé actuellement de 60 mg / j (World 

Cancer Resarch Fund, 1997). 

La vitamine C a également été utilisée comme complément alimentaire destiné à prévenir les 

maladies chroniques induites par le stress oxydatif, telles que le cancer, les maladies 

cardiovasculaires (Khaw et al, 2001), l’hypertension (Duffy et al, 1999), les accidents 

vasculaires cérébraux (Kurl et al, 2002) et les troubles neurodégénératifs  (Engelhart et al, 

2002). 

Des études épidémiologiques et en laboratoire indiquent qu’une consommation élevée de 

fruits et de légumes riches en antioxydants peut réduire le risque de cancer (Poupée, 1981). 

En effet, l’apport élevé habituel en acide ascorbique joue un rôle dans le cancer en 

augmentant la résistance naturelle du patient; la résistance des tissus sains à la métastase par 

une tumeur maligne  (Cameron et Pauling, 1979). 

D’autres études ont montrées récemment que  les cellules souches du cancer, qui favorisent la 

croissance de tumeurs mortelles, peuvent être neutralisées par une combinaison 

d'antibiotiques et de vitamine C dans une nouvelle stratégie expérimentale. (Ernestina, 2015). 

Il serait donc souhaitable que, suivant une bonne logique gestionnaire de la santé individuelle 

et publique, on réserve une place plus grande à ces derniers. Les antibiotiques guérissent 

l’infection en cours mais altèrent les défenses immunitaires au point de rendre l’individu plus 

fragile et plus sensible aux agents infectieux, y compris des opportunistes, c’est-à-dire des 

germes habituellement non pathogènes et simplement saprophytes. Ceux-ci profitent de cette 

situation de “journée portes ouvertes” pour entrer, visiter et s’installer dans nos organismes, 

qu’il s’agisse de bactéries, de virus, de levures ou de champignon (Corson, 1995). 

Il va de soi que, lorsqu'il est question de prophylaxie ou de thérapie par le biais d'un 

nutriment, il est nécessaire d'avoir recours à des doses bien supérieures à celles correspondant 

aux besoins moyens. On préconise le plus souvent un gramme de vitamine C à titre préventif, 

plusieurs grammes quotidiens lors d'infection déclarée  (Ducret-Costa, 2019). 

Bien entendu, les sujets a risque, ou ceux dont le statut vitaminique est insuffisant, feront 

l’objet d’une posologie de supplémentation préopératoire plus élevée et de plus  longue durée 

si leur état permet de différer suffisamment  l’intervention pour permettre une remontée 

caractéristique de l’ascorbémie, et surtout des taux leucocytaires. 

Les individus malnutris, principalement les personnes âgées et les marginaux, bénéficieront 

en outre d’une poly-vitaminothérapie (Corson, 2014).  



 

Partie 

expérimentale 
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I. Matériels et méthodes 

I.1. Lieu d’étude 

Il s'agit d'une étude rétrospective, descriptive menée à l’hôpital  EH dr Benzerdjeb sur une 

période de trois mois, du 05 février 2019 au 30 avril 2019.  EH Benzerdjeb est une structure 

sanitaire publique de référence située dans la région d’Ain Temouchent, et comptant 210 lits. 

Cet hôpital regroupe les services de médecine générale, Traumatologie, pédiatrie, chirurgie 

générale,  ORL et réanimation (Figure 3), ainsi qu’un service d’analyses biologiques. 

 

Figure 3 : Organigramme de l'Etablissement Hospitalier Dr Benzerdjeb 

I.2. Prélèvements 

Durant la période s’étalant du 20 février au 30 avril 2019, 11 prélèvements ont été analysés, 

provenant de sujets hospitalisés dans différents services du Centre Hospitalier Dr Bendzergeb 

d’Ain Temouchent et de sujets non hospitalisés venus en consultation externe (Tableau 3). 

Le prélèvement de plaie permet d’isoler les micro-organismes responsables de l’infection, de 

les identifier, de déterminer leur sensibilité aux anti-infectieux et d’adapter le traitement. 

Un prélèvement de qualité doit être aseptique pour éviter sa contamination. 
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Les diverses données complémentaires (âge, sexe, soins, hospitalisations antérieures, etc.) 

sont collectées sur une " Fiche de recueil de données ". 

 

P 

 

Pathologie 

 

Sexe 

 

Age 

 

Date/Heure 

 

Service 

Notion de prise 

antérieure 

d’antibiotiques 

 

Site du 

prélèvement 

  1 Pied diabétique H 74 25/02/2019 

11h38 

Médecine interne Oui Plaie 

2 AVC H 60 26/02/2019     

9h02 

Cardiologie Non Site d’insertion 

du cathéter 

3 Maladie de 

Fournier 

H 55 27/02/2019 

8h30 

Chirurgie 

générale 

Oui Abcès génitale 

4 Pied diabétique H 48 27/02/2019 

10h30 

Médecine 

interne 

Oui Plaie 

5 Otite récidivante F 40 27/02/2019 

11h10 

Orl Oui Oreille en 

profondeur 

6 Ulcération 

génitale 

F 33 27/02/2019 

12h44 

U.R.O Oui vulve 

7 Scoliose – patient 

trachéotomisé 

F 12 03/03/2019 

10h01 

Réanimation Oui Trachée 

8 Péritonite H 68 03/03/2019 

10h09 

Chirurgie 

générale 

Oui Plaie 

9 Scoliose F 13 04/03/2019 

9h00 

C.C.I Oui Plaie dorsal 

10 Fracture du fémur H 40 04/03/2019 

11h08 

Traumatologie Oui Plaie 

11 Ulcération 

buccale 

F 52 05/03/2019 

10h30 

Dentaire Oui Gencive 

Tableau 3 : Liste des prélèvements issus de l’hôpital EH Benzerdjeb. 

I.3. Préparation du prélèvement  

Avant tout prélèvement, il faut préparer la plaie avec :  

• Un débridement mécanique au moyen d’une curette ou d’un scalpel stériles. 

• Un nettoyage doit être réalisé avec du gaz imbibé de sérum physiologique stérile afin 

d’éliminer la flore commensale (MEP Ltd, 2008). 

I.4. Ecouvillonnage  

Un tube et un écouvillon stériles ont étés utilisés pour effectuer une détersion après nettoyage 

de  la plaie au sérum physiologique, le prélèvement est fait en frottant l’écouvillon soit sur 

l’ensemble de la plaie ou du fond de l’ulcére, soit sur les zones semblant les plus suspectes. Il 

doit porter exclusivement sur le pus et éviter toute contamination.  Ce produit pathologique 

étant souvent polymicrobien est lui-même un excellent milieu de culture (Med Mal 

Infect. 2007). 
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Le tube contenant un milieu liquide (BHIB) de transport et de conservation a permit  de 

conserver les bactéries pour une durée de 48 heures et a également servit de milieu 

d’enrichissement pour assurer leur multiplication. Cette méthode est indiquée pour les 

prélèvements superficiels et les plaies anfractueuses profondes   (C.CLIN Sud-est, 2004). 

Par ailleurs pour le cathéter un écouvillonnage humide de 2 cm  autour du site d’insertion du 

cathéter est préconisé en cas de suspicion d’infection et en présence d’un exsudat 

accompagné de signes locaux d’infection : écoulement, rougeur, chaleur, 

tuméfaction, vésicules ou pus  (Mermel et al, 2009). 

Le  prélèvement a été ensuite rapidement transporté au laboratoire d’analyse. Les résultats de 

ces prélèvements ont étés interprétés avec prudence. 

I.5. Préparation des suspensions  

Les prélèvements recueillis ont étés directement ensemencer dans des tubes stériles contenant 

5ml de BHIB (Figure 4), ces dernier sont incuber à 37°c pendant 20h. 

 

                               Figure 4 : Prélèvements en suspension de BHIB 

La composition et le mode de préparation des milieux qui ont servi à notre étude sont 

rapportés en détail dans l’Annexe1. 

I.6. Ensemencement et isolement  

A partir d’une culture fraîche, obtenue sur du BHIB, un ensemencement par stries a été réalisé 

sur milieu Chapman et Mac Conkey.  

Suite à une incubation à 37°C/24 h, quartes colonies de chaque aspect résultant isolées et bien 

distinctes sont repiquées et reprises à nouveau sur milieu Chapman et MacConkey, puis 

incubé à 37°C pendant 24h à des fin de purification des souches trouvées. 



Matériels et méthodes 
 

22 
 

Il faut noter qu’en plus de ces deux milieux, la gélose nutritive peut servir également à la 

culture du staphylocoque, utilisée dont le but de la purification. 

I.7. Identification  

I.7.1. Aspect macroscopique  

La première étape du diagnostic bactérien et du bio typage d’une souche est la description 

macroscopique des colonies isolées ; parfois cette seule étude permet de connaître le germe. 

L’étude macroscopique des colonies est donc importante. 

Les caractères principaux  étudiés  et les différentes réponses possibles sont la forme de la 

colonie, taille, relief, aspect, couleur, consistance et contour de celle-ci. 

I.7.2. Aspect microscopique  

I.7.2.1. Examen à l’état frais 

L'état frais est une étape qui permet de mettre en évidence la forme des bactéries ainsi que le 

type de leur mobilité et leur regroupement (Bousseboua, 2002).  

I.7.2.2. Coloration de Gram 

Un examen direct est effectué après coloration de Gram (recherche de l’affinité tinctoriale et 

de cytologie bactérienne) (Flandrois et Chomart, 1988). 

Un frottis fin est obtenu à partir du produit 

pathologique, il est fixé par dessiccation en chauffant 

fortement deux à trois fois une demie seconde le 

frottis tenu à la pince  puis coloré par  du violet de 

gentiane (Figure5) et du safranine selon le protocole 

technique décrit dans la référence permettant 

une meilleure visualisation des bactéries et/ou des 

éléments cellulaires (Joffin et Leyral, 2005). 

Compte tenu des différences structurales de la paroi 

des bactéries, la coloration de Gram découverte par 

Hans GRAM en 1884 permet de distinguer les bactéries 

colorées en violet (G+) de celles en rose (G-) (Bruner, 

1933).  

Le protocole de la coloration de Gram est retrouvé dans l’annexe 6 

I.7.3. Identification biochimique  

L’identification du genre et de l’espèce d’une souche bactérienne doit se poursuivre par la 

recherche de caractères biochimiques du métabolisme ainsi qu’en ensemençant une galerie 

d'identification. 

Figure 5 : Coloration de Gram 
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I.7.3.1. Coagulase 

Le test de la coagulase en tube est un moyen valable d’identifier  les Staphylococcus aureus, il 

suffit d’un seul  caillot ferme qui ne bouge pas lorsque le tube est incliné (Figure 6) pour que 

celui-ci soit  considéré comme étant une réaction positive (Sperber et Tatini, 1975).  

Les souches  de staphylocoques isolées à partir d'échantillons cliniques ont été examinées. Ce 

test dépend de l'agglutination rapide des staphylococcus aureus à coagulase positive lors de 

leur mise en contact avec le plasma. 

Dans un tube à hémolyse stérile, introduire 1 mL de plasma humain frais + 1  mL  d’une 

culture de 20 h en bouillon nutritif  des souches à étudiés, les placer ensuite à 37°C. 

Des lectures doivent être effectuées toutes les heures au moins pendant les cinq premières 

heures. 

 

                                 Figure 6 : Test de coagulase (tankeshwar, 2019).  

L'utilisation de plasma humain frais et de suspensions bactériennes concentrées est importante 

et seuls les staphylocoques présentant une agglutination rapide devraient être considérés 

comme positifs pour la coagulase (Cadness-Graves, 1943). 

I.7.3.2.  Recherche de l’enzyme respiratoire : catalase 

Les tests basés sur les enzymes jouent un rôle crucial dans l'identification des bactéries. En 

1893, une publication de Gottstein a attiré l'attention sur la catalase bactérienne, ce qui en fait 

l'une des premières enzymes bactériennes à avoir été décrites (Gagnon, 1959). 

Le test est réalisé pour les souches isolées du milieu Chapman. Une des méthodes les plus 

populaires en bactériologie clinique est la méthode sur lame. Le test de catalase nécessite une 
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petite quantité de microorganismes déposés sur lame suivi d’une goute d’eau oxygéné  

(H2O2).  

Ce protocole est principalement utilisé pour la différenciation des staphylocoques dotés d’un 

catalase positive  et entérobactéries d’un catalase négatif. 

Les réactions positives se manifestent par une effervescence immédiate formation. 

I.7.3.3. Identification biochimique par le système API 

C’est un système standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceaes et autres bacilles à 

Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés, ainsi qu'une 

base de données (Butler, 1975). 

La galerie API (Appareillage et Procédés d’Identification) 20 E(E=Entérobactéries). La 

galerie API 20 E (Figure 7) comporte 20 microcupules contenant des substrats déshydratés. 

Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue 

les milieux. Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des 

virages colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactifs 

I.7.3.3.1. Préparation de l’inoculum 

Deux ou trois colonies ont été prises à partir de la gélose Mac conkey pour 5 souches d’aspect 

différent. Puis, elles sont mises dans 10 ml d’eau stérile et mélangées à l’aide de la pipette 

pasteur menée d’une poire. L’inoculum servira au remplissage des micros cupules de la 

galerie API 20 E 

I.7.3.3.2. Remplissage de la galerie 

Le fond et le couvercle d’une boite d’incubation sont réunis, ensuite environ 5 ml d’eau 

distillée stérile sont répartis dans les alvéoles pour créer une atmosphère humide.  

 

 

 

 

Figure 7 : Remplissage de la galerie API 20E  (DOLISI, 2001). 
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Les alvéoles du support de la galerie ont étés remplis par l’inoculum pour former une chambre 

humide, dans laquelle la galerie est déposée, suivant des règles précises. 

Suite à ça la galerie est incubée à une température de 37°C pendant 24 heures, des réactifs 

sont ajoutés par la suite tel que le Kovaks et le DTA respectivement à l’indol (IND)  et Le 

tryptophane désaminase (DTA).  

La lecture de ces réactions se fait à l'aide du Tableau de Lecture et l'identification est obtenue 

à l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification (Bio Merieux, 2002). 

I.8. Conservation des souches 

La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose inclinée 

(Figure 8). 

Après incubation à 30°C pendant 18 heures, les tubes sont conservés à + 4°C, Le 

renouvellement des cultures se fait tous les trois semaines (Saidi et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Conservation des souches sur gélose inclinée. 

I.9. Etude de comportement des souches isolées vis-à-vis des antibiotiques 

Dans le but de rechercher une éventuelle résistance aux ATB de la souche d’entérobactéries et 

des staphylocoques, des antibiogrammes standards sur gélose Mueller Hinton pour ont été 

réalisés selon les recommandations du CA-SFM (2018). 

I.9.1. Préparation des solutions  

La standardisation a pour but d’avoir le même nombre de cellules bactériennes dans 1 ml de 

culture durant toute l’expérimentation. L’activité des agents antimicrobien est dépendante de 

la densité de la suspension cellulaire de la souche cible utilisée. 

Des colonies parfaitement identiques ont étés raclées et isolées dans du BN pour un 

enrichissement, puis incuber durant 20h a 37°c. 
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Au terme de la période d’incubation, des dilutions sont réalisées dans de l’eau distillée stérile 

pour le calcule de la densité optique (DO). 

I.9.2. Dosage spectrophotométrique  

Chaque souche microbienne est préparée dans le bouillon nutritif est dilué dans de l’eau 

distillé, homogénéisées et ajusté à une densité bactérienne de 0,08 à 0,1. 

Figure 9 : Calcule de la Densité optique (DO). 

Le dosage est effectué à l’aide d’un spectrophotomètre ou un colorimètre avec une longueur 

d’onde de 625 (Figure 9). Et l’ajustement se fait  en ajoutant, soit de la culture à la 

suspension bactérienne, soit de l’eau distillé  stérile après le calcule de la (DO). 

I.9.3. Antibiogramme 

La détermination de la sensibilité des bactéries vis-à-vis des antibiotiques est fondée sur la 

mesure des diamètres des zones d’inhibition. La méthode des disques est utilisée dans cette 

étude. 

Des dilutions décimales à 1/10 pour les staphylocoques et 1/100 pour les entérobactéries ont 

étés réalisée dans des tubes à essai stériles à partir des suspensions dont la DO a étés calculer. 

Le milieu Mueller-Hinton (MH) (Annexe 1), coulé 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’ensemencement est 

fini en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Les boites de pétri sont mises en 

position inclinée pendant 3 à 4 minutes afin d’éliminer tout excès d’inoculum (ENGONGA, 

2009).  
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I.9.4. Application des antibiotiques 

Pour l’étude de la sensibilité des souches  aux antibiotiques, 16 antibiotiques connus pour être 

actifs sur les bactéries isolés sont testés. Ils appartiennent à différentes familles représentées 

dans le Tableau 4 :  

Tableau 4 : Liste des antibiotiques utilisés pour les souches d’entérobactérie et staphylocoque 

Famille d’antibiotique Antibiotiques testés  Charge des disques  

 

 

 

 

Bétalactamines 

Pénicilline 

Oxacilline 

Céfoxitine  

Amoxicillin 

Ampicillin 

Ceftazidime 

Imipenem 

Piperacillin 

Ticarcillin 

Cefalexin 

10 UI 

1 μg 

30 μg 

25 μg 

10 μg 

10 μg 

10 μg 

30 μg 

75 μg 

30 μg 

Aminosides Gentamicine 

Tobramicine 

Streptomycin 

10 μg  

10 μg   

10 μg   

Macrolides Erythromycine 15 μg  

  

Glycopeptides Vancomycine  30 μg  

Quinolones Ofloxacine  

Ciprofloxacin 

5 μg  

5 μg 

Polymyxines Colistin sulfate 10 μg 

Lincosamides Clindamycine 2 μg 

Six disques d’antibiotiques sont appliqués par boîte. Les boîtes sont, ensuite, incubées 

immédiatement pendant 24 heures en atmosphère ordinaire à 37°C.  Les diamètres des zones 

d’inhibition sont mesurés à l’aide d’une règle.  

Les résultats sont comparés aux valeurs critiques figurant dans la table de lecture selon les 

normes (CASFM 2018), puis la bactérie est classée dans l’une des catégories: sensible, 

intermédiaire ou résistante. 

I.10. Etude de l’activité antibactérienne de la vitamine C 

Ce test a pour but de connaître l’activité inhibitrice de la vitamine C sur la croissance des 

différents germes étudiés. On pourra alors établir la relation concentration-activité de cette 

substance. 
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I.10.1. Dosage de la vitamine C 

Des solutions aqueuses de quatre concentrations de vitamine C en poudre respectivement 93, 

77, 50 et 25 mg sont pesées et mélangé à 1ml d’eau distillé stérile pour chaque souche.  

I.10.2. Méthode des puits 

Afin de mettre en évidence l’action antibactérienne de la vitamine C à l’égard des souches 

d’origine hospitalières, la méthode de diffusion sur gélose  est réalisée. Le test consiste en la 

réalisation d'un antibiogramme selon la méthode des puits. 

C’est la technique de base utilisée pour étudier la capacité d’une substance à exercer un effet 

anti microbien, elle est aussi appelée : la technique de dilution en gélose pour la détermination 

des extraits actifs. 

 

Figure 10 : Formation des puits sur gélose Mueller Hinton 

 

Après le séchage des boites, la gélose est perforée au centre à l’aide de la partie supérieure 

d’une pipette Pasteur (Figure 10) formant 4 puits pour  la substance à tester aux 

concentrations 93, 77, 50 et 25 mg/ml. Après 30 min de diffusion à la température du 

laboratoire, chaque puits reçoit une solution de vitamine C à raison de 50 µl, le puits témoin 

recevant de l'eau distillée.  

Une boite sans vitamine C est également ensemencer pour servir de témoin. Cela est suivi par 

une Incubation pendant 24 heures à 37°C (Bssaibis et al, 2009). 
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L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des puits. La lecture 

des résultats s’effectue par mesure des diamètres des zones d’inhibitions. Un produit est 

considéré actif, si le diamètre de la zone d’inhibition est supérieur à 8 mm (ELA et al, 

1996). 

I.10.3. Test des spots 

L’activité antimicrobienne des souches de bactéries à l’égard de la vitamine C est mise en 

évidence par un test d’effet antibactérien direct qui est le test des spots de (Schillinger et 

Lucke, 1989). 

Après avoir coulé les boites de pétri avec 18ml de la gélose Mueller Hinton maintenus en 

surfusion,  2ml de la solution aqueuse de vitamine C d’une concentration de 93mg/ml est 

ajouté a chaque boite. Le mélange est immédiatement agité et laissé à refroidir (solidifiée et 

séchée). 

Les boites sont séchées à l’air ambiant pendant 30 min environ puis 100μl de la suspension 

bactérienne des différentes souches sont déposés en spot suivi d’une incubation à 37°C /24 h. 

Ainsi la lecture de caractérisé par une présence ou absence de croissance des souches 

bactériennes.   

 



Résultats et discussion 
 

30 
 

II. Résultats et discussions 
II.1.  Culture des prélèvements  

Suite à une période étendu de 3 mois depuis février 2019, un nombre de 11 prélèvements ont 

étés réalisés depuis différent services de l’hôpital EH Benzerdjeb. 

La culture de ces derniers après incubation 24h à 37°c a montrés la présence d’un trouble pour 

les 11 tubes  de BHIB ensemencés (Figure 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Culture des prélèvements après incubation. 

II.2. Taux d’isolement des souches à partir des cultures positives  

Sans surprise, la flore des plaies s’est avérée majoritairement polymicrobienne.  Après mise 

en culture, 21 bactéries différentes ont été retrouvées sur les plaies à partir des cultures des 11 

prélèvements, tous d’aspects morphologiques différents. Les souches ont été isolées et 

purifiées par plusieurs repiquages successifs sur milieu Mac conkey et Chapman. 

 

P 

 

Pathologie 

 

Sexe 

 

Service 

Site du 

prélèvement 

 

Souches  

Mac conkey Chapman 

  1 Pied diabétique H Médecine interne Plaie 1 1 

2 AVC H Cardiologie Site d’insertion 

du cathéter 

1 2 

3 Maladie de 

Fournier 

H Chirurgie 

générale 

Abcès génitale 1 1 

4 Pied diabétique H Médecine interne Plaie 1 1 

5 Otite récidivante F Orl Oreille en 

profondeur 

1 1 

6 Ulcération génitale F U.R.O Vulve 1 1 

7 Scoliose – patient 

trachéotomisé 

F Réanimation Trachée 1 1 

8 Péritonite H Chirurgie 

générale 

Plaie 2 2 

9 Scoliose F C.C.I Plaie dorsal 1 1 

10 Fracture du fémur H Traumatologie Plaie 1 1 

11 Ulcération buccale F Dentaire Gencive 1 1 

Tableau 5 : Répartition des souches bactériennes selon le sexe, les prélèvements et les services. 

 



Résultats et discussion 
 

31 
 

L’âge moyen était de 45 ans (de 12 à 74 ans), le nombre d’hommes était majoritaire  et la 

localisation principale était l’ulcère de la plaie, avec une présence de diapositifs dans la 

quelque cas.  Les prélèvements positifs par patient s’étalaient de 1 prélèvement par patient. 

La plupart des malades avant l’hospitalisation avaient suivi un traitement traditionnel avec 

une fréquence de 90,8%. 

Bien que le Haute Autorité de Santé (HAS)  juge l'interprétation de ces prélèvements difficiles 

du fait de la présence normale de plusieurs germes à la surface de tout ulcère. 

Le Centre de Coordination de la Lutte contre les Infections Nosocomiales (CCLIN) lui  

adopte une attitude plus intermédiaire stipulant que les prélèvements à visée diagnostique sont 

indiqués en présence de signes cliniques associés à l’'infection 

II.3. Identification des entérobactéries 

II.3.1. Aspect macroscopique  

La première étape du diagnostic bactérien et du biotypage d’une souche est la description 

macroscopique des colonies isolées ; parfois cette seule étude permet de connaître le germe 

grâce à ses colonies typiques. La figure 12 ci-dessous montre l’aspect macroscopique des 

entérobactéries : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Aspect macroscopique des souches d’entérobactéries sur milieu Mac Coneky 

 

 

P4 :Pseudomonas Putida P8 : Escherichia coli P2 : Acinitobacter baumannii 

P10 :Serratia fonticola P3 :Pseudomonas aeruginosa P6 : Klebsieilla pneumoniae 
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II.3.2. Aspect microscopique  

II.3.2.1. Examen à l’état frais 

Parmi les souches isolées de nombreux bacilles sont mobiles suite à l’examen à l’état frais 

montrant que les souches bactériennes purifiées présentent des formes bacillaires mobiles 

avec un mouvement rapide. 

II.3.2.2. Coloration de Gram 

La coloration de Gram réalisée les souches d’entérobactéries ont donnés les résultats dans la 

(Figure 13) ci-dessous : 

 

 

 

 

 

 

Figures 13 : Observation microscopique de bacilles à Gram- (Grossissement x1000). 

L’observation des frottis colorés sous microscope optique nous permet de distinguer les 

formes cellulaires bactériennes de nos isolats. La coloration de Gram révèle un groupe de 

bacilles Gram -. 

II.3.3. Résultats d’identification sur galerie API 20 E  

Avec le système de tests biochimiques API 20 E Enterobacteriaceae, un type bio, codé 

numériquement, a été déterminé pour chacune des 5 souches parmi les souches 

d’entérobactérie isolées de patients présentant une infection. Le profil numérique obtenu 

permet l’identification des  souches (Figure 14)  comme étant :  

• (P2) : Acinetobacter baumannii 

• (P3): Pseudomonas aeruginosa,  

• (P6) :klebsiella pneumoniae 

• (P8): Escherichia coli 

• (P10) :Serratia fonticola 
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 Figure 14 : Résultats d’identification des souches sur galerie API 20 

E 
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De nombreux tests et milieux de culture servent à l’identification bactérienne. Cependant, 

✓ L’interprétation d’un test n’est pas toujours très nette et repose en partie sur 

l’expérience. 

✓ Les résultats ne sont pas toujours constants à 100%; une identification peut nécessiter 

de nombreux tests différents (>20) afin de compenser pour certains résultats parfois 

contradictoires. 

✓ L’identification repose sur un choix judicieux des tests, selon l’infection et les 

symptômes observés. 

Pseudomonas aeruginosa est aujourd’hui clairement reconnu comme un pathogène 

nosocomial majeur chez les patients immunodéprimés ou affaiblis, ce qui pose un problème 

de traitement des patients touchés par ces infections (Mesaros et al. 2007). 

En Algérie, Pseudomonas aeruginosa est le troisième agent le plus incriminé dans les 

infections associées aux soins (Benslimani et Meieddine, 2012; Amrouni et al., 2014). 

Le personnels et matériels sont les plus contaminés constituant ainsi une source de 

contamination pour les patients de différents services d’où le nombre élevé de Pseudomonas 

par rapport aux autres bactéries puisque les Pseudomonas sont des bactéries de 

l’environnement, elles sont rencontrées dans l’eau, soignants, visiteurs et de l’environnement 

hospitalier. Cela a été déjà signalé par (Merah, 2011). 

Une enquête méditerranéenne de prévalence en 2010, montre qu’Escherichia coli occupe la 

première place juste avant Staphylococcus aureus et pseudomonas aeruginosa dans les 

infections nosocomiales (Amazian et al, 2010). 

II.4. Identification des staphylocoques 

II.4.1. Aspect macroscopique 

L’observation de la morphologie coloniale décrit plusieurs types  de colonies de 

staphylocoques. Figures 15 et 16 ci-dessous :  

 

 

 

 

 

Figure 15 : Aspect macroscopique des souches de staphylocoques à coagulase (-) 

Staphylocoque à coagulase (-) 
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Figure 16 : Aspect macroscopique des souches de staphylocoques à coagulase (+) 

II.4.2. Aspect microscopique 

II.4.2.1. Examen à l’état frais  

L’examen à l’état frais montre une mobilité moyennement lente pour quelques coques 

seulement. 

II.4.2.2. Coloration de Gram 

La coloration de Gram réalisée les souches d’entérobactéries ont donnés les résultats dans la 

(Figure 17) ci-dessous : 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Observation microscopique de Cocci Gram+ (Grossissement x1000). 

Il est possible de suspecter en tenant de Gram+ que de Gram -. Les morphologies 

observées permettent d'évoquer un probable diagnostic. 

Staphylocoque à coagulase (+) 
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Les souches évoluent selon le mode de prise en charge. Des traitements antibiotiques, des 

séjours hospitaliers ou la répétition des soins par des soignants multiples peuvent modifier 

l'écologie bactérienne des plaies (Fauga, 2014) 

II.4.3. Test de coagulase 

Toutes les souches de S. aureus identifiées par des méthodes conventionnelles étaient 

correctement différenciées par le test de coagulas et aucun résultat faussement positif ne s'est 

produit avec d'autres staphylocoques. Le réactif est facile à préparer car le plasma est le 

matériau de revêtement. 

Les résultats du test de coagulase sont montrés comme suite (Figure 18) comparés au témoin 

(plasma seul) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Figure 18 : résultats du test de coagulase 

• Coagulation du plasma =>  Coagulase + =>  Staphylococcus aureus. 

• Pas de coagulation du plasma => Coagulase - => ininterprétable => faire d’autres tests 

(ADNase thermostable, recherche protéine A, recherche récepteur au fibrinogène). 

Coagulase (-) Coagulase (+) 

Temoin 
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Parmi les 10 isolats de staphylocoques on compte uniquement 4 coagulations négatives issues 

du prélèvement (2, 5, 8  et10). 

La présence d'une coagulase est utilisée pour distinguer entre les staphylocoques à coagulase 

positive principalement S. aureus, ainsi que  les staphylocoques à coagulase négative 

(Heilmann, 2003) 

Ce qui caractérise mieux l’espèce S. aureus, c’est la production d’une staphylocoagulase 

 (Fauchere, 2002). Cependant, certaines souches de S. aureus peuvent ne pas produire de 

coagulase libre en raison d’une mutation. Ainsi, une DNase thermostable permet de 

déterminer si le germe isolé est un S. aureus (Couture, 1990). 

II.4.4. Recherche de l’enzyme respiratoire : catalase 

Toutes les bactéries isolées sur milieu Chapman, testées pour la production d’une catalase, ont 

décomposé l’eau oxygénée en eau et en oxygène qui se dégage. Ce qui se traduit par le 

dégagement des bulles de gaz. Ceci est mis en évidence dans la (Figure 19) ci-dessous : 

 

                                   Figure 19 : Résultats du test de catalase 

II.5. Taux d’identification des souches  bactériennes 

Les graphes suivants  montrent la fréquence avec laquelle ont été retrouvées les différentes 

espèces bactériennes isolées à partir des 11 prélèvements (Figure 20) :  
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       Figure 20: Fréquence de prélèvement positif selon les souches identifiées sur milieu 

Chapman 

Le groupe des SCN (Staphylocoque à coagulase négatif) représente 40% des staphylocoques 

isolés avec une large domination des staphylocoques dorée qui est le germe le plus fréquent 

au total, représentant 60% des isolats. Ces résultats confirment donc la place principale de S. 

aureus. 

Certains auteurs ont remarqué un fort portage inguinal de staphylocoque, pouvant être à 

l’origine d’infections post-opératoires (van der Mee-Marquet et al, 2003). 

 

Figure 21 : Fréquence de prélèvement positif selon les souches identifiées sur milieu 

Makonkey 

40%

60%

Staphylocoques

staphylocoque à coagulase négative staphylocoque à coagulase positive

18%
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18%

9%
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Enterobacteries

Acinetobacter baumannii Escherichia coli pseudomonas aeruginosa

klebsiella pneumoniae serratia fonticola SP
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Selon de précédentes études, les entérobactéries sont responsables de nombreuses infections 

communautaires et nosocomiales notamment les infections urinaires et respiratoires (Gueye, 

2007). Particulièrement dans les pays en voie de développement, E. coli et Klebsiella spp 

étant les espèces les plus souvent isolées (Bao et al ., 2013 ; Rangaiahagari et al., 2013). 

Nous trouvons dans l’ordre décroissant (Figure 21), Klebsiella pneumoniae,  Escherichia coli 

et Acinetobacter baumannii chez 2/11 patients, du staphylocoque doré chez 6/11 patients et 

du staphylocoque coagulase négative chez 4/11 des patients  ainsi que des Pseudmonas 

aerogenosa  chez 4/11 patients.  Les autres types de bactéries n’ont été mis en évidence que 

chez 1 ou 2 patients, et  Serratia fonticola  n’a été retrouvé que chez un patient. Comme cela 

était décrit par certains auteurs (Gieler et Vogt, 1984),  toutes les plaies que nous avons 

étudiées étaient colonisées par plusieurs espèces bactériennes. Dans notre étude il y avait au 

moins deux types différents de bactéries dans chaque ulcère avec un maximum de 6 types 

différents pour une lésion. Ces résultats sont comparables aux publications de Kontiainen et 

al ; Halbert et al ; Eriksson et al ; Schraibman et al et Ramelet. 

Selon une étude on trouve en moyenne 4 espèces de bactéries sur un ulcère avec un 

prélèvement classique. Staphylococcus aureus et les staphylocoques à coagulase négative sont 

les germes les plus fréquemment isolés dans les plaies, avec Enterococcus faecalis et 

Pseudomonas aeruginosa. Ce qui est le cas pour les  résultats des prélèvements de pieds 

diabétiques isolés (Fauga, 2014). 

Ainsi, Pseudomonas aeruginosa est à l’origine de 16 % des cas de pneumonies hospitalières 

et de 12 % des infections urinaires nosocomiales. Elle est responsable d’infections 

nosocomiales Sévères pouvant atteindre 70 % de létalité en cas de pneumopathie nosocomiale 

(Berthelot et al ., 2005 ; Adjidé et al ., 2009). 

Selon Talon (1995), suite à des prélèvements,  montrant le plus fort pourcentage de 

contamination par P.aeruginosa et S.aureus de  44%  dont  33% est en provenance des plaies 

opératoires et site d’insertion de diapositifs médicaux, conduisant ainsi à des infections 

nosocomials.  Cela du à plusieurs facteurs comme l’activité humaine qui entraîne un apport de 

micro-organismes par le patient lui même, par les soignants et par les visiteurs. 
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Suivant une autre étude faite à l’hôpital général de Douala, Les entérobactéries étaient les 

germes les plus fréquents sur l'ensemble des souches isolées. Une prédominance 

d’Escherichia coli (48,5%) et de Klebsiella pneumoniae (32,8%) a été notée. Les 

entérobactéries représentaient 71% de l'ensemble des germes isolés, soit 15% provenaient du 

service de médecine, 11% de pédiatrie, 7% de chirurgie et 6% de réanimation (Ebongue et al, 

2015) 

Donlan en 2001 signale que les microorganismes en cause proviennent de la flore cutanée du 

patient, de la microflore exogène du personnel hospitalier, ou encore de l’environnement 

contaminé. 

Les prélèvements obtenus reflètent en outre la qualité du bionettoyage, l’efficacité ou les 

défaillances du  traitement et des soins des patients. 

La contamination dépend de nombreux facteurs liés au microorganisme : sa durée de vie sur 

(qui varie en fonction de la température, de la dessiccation), de son adhérence, de sa capacité 

à produire un biofilm et de sa capacité à résister aux conditions défavorables (sporulation). 

Par exemple, il a été montre que Staphylococcus aureus et Acinitobacter baumannii sont les 

espèces parmi les plus résistantes à la dessiccation et peuvent survivre plusieurs semaines sur 

les surfaces sèches (Wendt, et al ., 1998). 

S. aureus étant aussi un agent commensal de la peau et des muqueuses de l’homme. Il 

présente le potentiel de pathogénicité le plus important de toutes les espèces du genre 

Staphylococcus. Ce germe est responsable d’infections aiguës et chroniques dont la plupart 

sont dues à sa capacité à adhérer à des dispositifs médicaux et à former un biofilm (Liesse 

Iyamba, 2012). 

II.6. Profil de sensibilité des souches aux antibiotiques 

Le test de l’efficacité d’antibiotiques des  bactéries prélevés à partir des milieux Mac Conkey 

et Chapman sont représentés dans les tableaux (8) et (9) dans l’annexe 3 et mis en évidence 

dans la (Figure 22)  ci-dessous : 
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Figure 22 : résultats de test d’antibiogramme 

Il ressort de l'analyse de l’antibiogramme que ces germes présentent des réponses différentes 

vis-à-vis les antibiotiques testés (Figure 22). Les isolats ont résistés aux 18 antibiotiques avec 

des pourcentages différents. Par contre ils sont sensibles aux  antibiotiques : Colistin, 

Ofloxacin et Ciprofloxacin. 

En effet, tous comme pour les entérobactéries et le staphylocoque, les résultats 

d’antibiogramme montrent que les familles d’antibiotique les plus actif sur les 21 souches 

testés selon l’étude statique sont la famille des  Bétalactamines, Aminosides et  les 

Quinolones. 

P7 : Staphylocoque à coagulase (-) P8 : Klebsieilla Pneumoniae 

P7 : Pseudomona Aeruginosa 
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Le choix des antibiotiques à été fait selon les recommandations de la société française de 

microbiologie (CA-SFM 2018). 

 

Figure 23 : Sensibilité des entérobactéries aux antibiotiques 

Dans cette étude,  parmi les 11 souches d’entérobactéries, on compte au moins une sensibilité 

à l’une des familles d’antibiotiques testé (Figure 23).  

On distingue une sensibilité moyenne de 36% pour le colistin sulfate (Cs) un total de 4/11 des 

souches y sont intermédiaires dont uniquement une seule souche d’Acinitobacter baumanii et 

Kllebsiela Pneumoniae ainsi qu’une sensibilité de 27% pour le ciprofloxacin (Cip) soit un 

total de 3 souche sur 11 dont E.coli et pseudomonas Aerogenosa. 

Comparé aux autres souches testées, on observe une grande résistance de la part des souches 

d’Acinitobacter baumanii , en effet mise à part  celle prélevée du site d’insertion du cathéter, 

le reste des Acinitobacter prélevé  à partir des plaies infecté ne sont sensible à aucun 

antibiotiques testé. 

Des études concorde avec ces résultats stipulant que les Acinitobacter baumannii sont le plus 

souvent multirésistants, y compris aux céphalosporines de troisième génération. La résistance 

à l’imipenème peut également être observée (Hashemi et al, 2013). 
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La resistance accrue de K. pneumoniae peut etre du au fait que celle-ci portent le plus souvent 

des gènes de résistance, notamment aux aminosides, aux fluoroquinolones  entrainant une 

multirésistance (Nordmann et al., 2009) 

Une étude spécifie l’augmentation  entre 2005 et 2012 de la résistance vis-à-vis  au 

Ciprofloxacin passant de 29,2% à 44% des souches d’entérobactéries. Cette étude stipule 

aussi que d'un point de vue général, les souches isolées des prélèvements des patients 

hospitalisés étaient plus résistantes aux antibiotiques que celles des malades non hospitalisé. 

Constat identique rapporté par Hashemi et Piéboji (Hashemi et al, 2013 ; Piéboji et al, 

2004). 

Une progression du taux de résistance des entérobactéries à la ciprofloxacine a également été 

rapportée par Guembe en Espagne (Guembe et al, 2008). 

18% soit 2/11 des entérobactéries  sont intermédiaires à l’imipénème dont  Pseudomona 

aeruginosa et  E. coli. Tandis que toutes autres souches restent résistantes soit 82%. Ce taux 

de résistance reste  élevé, comparé à une autre étude menée sur des souches uro pathogènes 

d’origine hospitalier  isolées en Inde et qui montre un taux de résistance à l’imipénème de 

75,86% pour les souches de K. pneumoniae (Prakash et al. 2013).  

Alors que dans une étude antérieure réalisée au laboratoire Ait Bachir sur des souches 

d’entérobactéries isolées entre mars et avril 2012 aucune souche résistante à l’IMP n’a été 

enregistrée (Nait amara et al, 2012). 

Un taux de sensibilité de 9% pour les trois antibiotiques : Tetracyclin (TE), Chloramphenicol 

(C), Tobramycin (Tob) et le Piperacillin (PIP) est enregistré  pour 4 souches dont  2 souches 

d’Escherichia coli, Pseudomona putida et Pseudomona aeruginosa. 

Ces derniers connaissent une tendance qui est plutôt à une diminution puis à une stabilisation 

de la résistance ces dernières années avec les tétracyclines (40 %) et  le chloramphénicol (20 

%) selon Soussy, 2007. 

Par ailleurs, aucune sensibilité n’a été observée vis-à-vis  des antibiotiques : Ceftazidime 

(Caz), Clindamycine (Cn), Ampicilin (AMP) et Amoxicilin (AMC). Les résultats montrent 

que toutes les souches sont 100% résistantes à ces derniers. 
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 Pourtant, une étude réalisée dans dans 16 pays européens chez 4 734 femmes âgées de 18 à 

65 ans et présentant des symptômes d’infections ou on y observe que chez E. coli,  

44la résistance est fréquente à l’ampicilline (29,8 %, variant selon les pays de 15,5 % à 53,9 

%) (Kahlmeter, 2003). 

 Des résultats similaires ont été retrouvés au Nigeria et en Espagne (Raji et al, 2013). Plus de 

44% de résistance aux céphalosporines de troisième génération (ceftazidime) a été observée, 

contrairement aux résultats de l’étude de Hashemi qui montraient une sensibilité de près de 

75% (Hashemi et al, 2013). 

En Espagne et en Turquie, aucune évolution des résistances aux ceftazidim n'a été retrouvée 

(Guembe et al, 2008 ; Inan et al, 2010). Cette augmentation pourrait être due à la pression 

de sélection. 

Cette résistance élevée dans notre étude trouve sa justification dans le fait que ces molécules 

sont les plus prescrites dans le traitement des infections. Ceci se confirme par des niveaux de 

résistance aux quinolones plus élevés que les autres antibiotiques majeurs (céphalosporines et 

aminosides). 

 

Figure 24 : Sensibilité des staphylocoques aux antibiotiques 
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Pour les staphylocoques le taux de résistance aux familles d’antipolitiques est extrêmement 

élevé (Figure 24) avec  un taux de 77% de l’ofloxacin (OFX) pour 7/10 des souches testés 

suivi du Rifampin (RA) avec 22% du taux de sensibilité et 11% pour le streptomycine (S). 

De ce fait, de récentes études montrent que la résistance à la rifampicine a dépassé 30 % des 

souches pour revenir autour de 5 % ces dernières années. 

Selon CA-SFM 2005 la résistance des staphylocoques à coagulase négative est assez 

comparable, parfois plus élevée chez S. epidermidis et S. haemolyticus que chez S. hominis 

plus souvent retrouvés à l'origine d'infections nosocomiales.  

Les glycopeptides (vancomycine) restent presque constamment actifs sur Staphylococcus 

aureus, à l’exception de rares souches.  Une étude vient par ailleurs contredire ces faits et pour 

ainsi confirmer nos résultats mettant en évidence que   les souches de S. aureus ne répondant 

pas au traitement par la vancomycine ont une sensibilité diminuée à cet antibiotique.  

Ainsi, selon les recommandations du Comité de l’antibiogramme de la Société française de 

microbiologie (CA-SFM), une concentration minimale inhibitrice (CMI) de vancomycine 

comprise entre 4 et 16 μg/ml définit une souche de sensibilité diminuée ou intermédiaire 

(Dumitrescu et al, 2010).  

On y observe une résistance accrue au reste des antibiotiques testé sur les souches de 

staphylocoques. L’ofloxacin reste donc l’antibiotique de choix avec la sensibilité de toutes les 

souches de staphylocoques. 

Contrairement au staphylocoque à coagulase (-), la plus part des staphylococcus aureus isolée 

sont résistants aux antibiotiques testé. 

A titre d'exemple, en France, S. aureus présente une résistance de 16% à l'oxacilline, 20% aux 

fluoroquinolones, 13% à l'érythromycine, 8% à l'acide fusidique, et l'évolution de la 

sensibilité aux antibiotiques de S.aureus entre 2000 et 2009 au sein de ce réseau montre une 

diminution de 2% en moyenne hors SARM. Selon le réseau CCLIN Paris-Nord, l'évolution de 

S.aureus en SARM est aux alentours de 30%.  

Staphylococcus aureus est majoritairement résistant à la pénicilline G par production de 

pénicillinase. La fréquence des souches résistant aux pénicillines du groupe méticilline-

oxacilline a augmenté pour atteindre de 35 à 40 % des souches avant d’amorcer une nette 

décrue ces dernières années.  
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On a longtemps pensé que la résistance à la colistine était rare et le fruit de mutations 

chromosomiques, ce phénomène est ainsi peu documenté. En 2015, un mécanisme de 

résistance plasmidique a été mis en évidence en Chine (LIU et al. 2016). 

La population bactérienne des plaies est «sans doute hors de portée des antibiotiques 

administrés par voie locale ou générale.  

Les antimicrobiens sont des médicaments de grande importance en médecines humaine et 

vétérinaire. Le phénomène d’antibiorésistance embrasse de nombreux pays et dépasse 

allégrement la frontière d’espèce, il représente un danger majeur pour la santé publique. Il 

convient donc aux professionnels des deux secteurs de santé d’agir dans ce sens. 

Face à ces problèmes de santé publique, la médecine traditionnelle pourrait apporter une 

réponse thérapeutique adaptée. Sur la base des outils diagnostiques précédemment détaillés, 

les remèdes à base de produits naturels dont l’effet antimicrobien de la vitamine C constituent 

une alternative dans les systèmes de soins primaires et donc, une voie prometteuse pour le 

développement des médicaments traditionnellement améliorés. 
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II.7. Etude de l’activité antibactérienne de la vitamine C 

II.7.1. Méthode des puits 

Le présent travail s’intéresse à l’étude de l’activité antibactérienne de différentes 

concentrations de vitamine C en solution respectivement (93, 77, 50, 25)  mg/ml,  vis-à-vis 

des espèces bactériennes  isolées précédemment de  à Gram positif et à Gram négatif. 

Les résultats de l’effet antibactérien de la vitamine C sont représentés  ci-dessous (Figure25) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : résultats de l’effet antibactérien de la vitamine C avec méthode des puits 

L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une auréole autour des puits. La lecture 

des résultats s’effectue par mesure des diamètres des zones d’inhibitions. Un produit est 

considéré actif, si le diamètre de la zone d’inhibition est supérieur à 8 mm (ELA et al, 1996). 
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Nous remarquons que l’effet antibactérien est proportionnel à la concentration utilisée. 

Nous avons sélectionné  les souches sur la base de leur résistance à au moins à l’une des 

familles d’antibiotiques. 

Les diamètres pour chaque concentration de vitamine C sont retrouvés dans Annexe 3 

II.7.2. Fréquence de résistance  

Les résultats relatifs à l’activité antibactérienne des différentes concentrations de la vitamine 

C sur les entérobactéries et staphylocoques sont présentés sur les tableaux  (6) et (7) :  

Tableau 6 : Effet des concentrations croissantes de la vitamine C sur la croissance des 

Enterobacteries 

Bactéries Concentrations de vitamine C 

93 mg/ml 77 mg/ml 50 mg/ml 25 mg/ml 

Escherichia coli + /- +/- - - 

Pseudomonas aeruginosa +++ +++ + - 

Acinitobacter baumannii + + +/- - 

Klebsiella pneumoniae +++ +++ + +/- 

Serratia fonticola +++ +++ + - 

 

Tableau 7 : Effet des concentrations croissantes de la vitamine C sur la croissance des 

Staphylocoques 

Bactéries Concentrations de vitamine C 

93 mg/ml 77 mg/ml 50 mg/ml 25 mg/ml 

Staphylocoques à coagulase (+) + + - - 

Staphylocoques à coagulase (-) +++ +++ + +/- 

 

 

D’après ces résultats, l’activité antimicrobienne de la vitamine C, testée à quatre 

concentrations différentes sur les staphylocoques et les entérobactéries isolées, montrent que : 

 La concentration de 93 mg/ml, présente l’activité antibactérienne la plus importante, vis-à-vis 

de entérobactéries dont Acinitobacter baumannii, pseudomonas aeruginosa, klebseilla 

pleumoniae  et Serratia fonticola  avec des diamètres qui varie entre [06 et 25 mm], 

respectivement.  

Pour cette concentration, on compte uniquement une seule souche d’Escherichia coli  qui soit 

sensible avec un diamètre de 14mm. 

(+/-) : Activité très faible 

   (-) : pas d’activité  
 
 

(+++) : Activité élevée 

   (+) : Activité faible  
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L’inhibition  de la croissance des entérobactéries en particuliers pseudomonas aeruginosa et 

Klebsieilla pneumoniae  par les différentes concentrations de vitamine C  est plus importante 

par rapport aux staphylocoques testées. 

El-Gebaly et al, 2012. Ont montré que la vitamine C avait un effet inhibiteur sur la 

croissance de E. coli, Klebsiella sp Et Pseudomonas sp. Et que cet effet inhibiteur était 

cohérent quel que soit le profil de susceptibilité des isolats testés ce qui confirme nos 

résultats. 

Quant aux staphylocoques, on y observe une activité uniquement vis-à-vis des staphylocoques 

à coagulase (-) ainsi que la sensibilité d’une seule souche de Staphylococcus aureus. 

Par ailleurs,  les résultats ne montrent aucune activité vis-à-vis des Staphylococcus aureus, ces 

derniers ce sont déjà montrés résistant précédemment au test d’antibiogramme et vient donc à 

supposer qu’une plus forte concentration de vitamine C serait à prévoir. En effet, Ces 

concentrations restent bien moindre comparées à une étude portant sur 252 personnes âgées 

de 18 à 32 ans, traitées par 1000 mg de vitamine C toutes les 6 heures pendant 3 jours puis à 3 

g/j, a pu montrer une nette relation avec la prévention des symptômes liés aux infections 

respiratoires comparativement à une population témoin (GORTON et JARVIS, 1999). 

La concentration de 93 mg/ml est  suivie des concentrations 77 et  50 mg/ml avec une activité 

moins importante mais qui ont tous de même eux un effet sur les souches  mentionnée ci-

dessous avec des diamètres moins important. 

Par contre, une faible activité voir inexistante à été observée pour la concentration de 25 

mg/ml  vis-à-vis  des souches mise à part  Klebieilla pneumoniae  et des staphylocoques à 

coagulase (-). 

Nous avons observé une activité progressive de l'effet de la vitamine C sur l’ensemble des 

souches à mesure que les concentrations de vitamine C augmentaient progressivement de 25 à 

93 mg / ml. Ceci suggère une inhibition de la croissance bactérienne dépendante de la 

concentration.  

Notre observation est similaire à celle d’Isela  en 2013. Qui a calculé une CMI d'acide 

ascorbique nécessaire pour inhiber la croissance microbienne à 10 mg / ml. Ils ont également 

observé une réduction du nombre de cellules bactériennes pouvant atteindre 90% à 20 mg / ml 

de vitamine C, par rapport aux témoins. 
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Figure 26: Taux d’activité antimicrobienne des différentes concentrations de vitamine C 

 

Ces résultats prouvent que l'inhibition de la croissance bactérienne  des souches isolées était 

dépendant des différentes doses de la vitamine C (Figure 26). Ainsi  qu’une forte activité 

inhibitrice de vitamine C est obtenue pour 93 mg/ml.  

En 2010, l’équipe de Sulaiman a essayé de déterminer les effets de la prise de Vitamine C 

associée au traitement parodontal non chirurgical, les patients atteints de parodontite 

chronique ont reçu en plus une dose journalière de 2g de vitamine C par jour pendant 4 

semaines. A la réévaluation tous les patients atteints de parodontite chronique ont eu une 

amélioration significative des paramètres cliniques (Abou et al, 2010). 

Ces résultats sont similaires à 2 études plus anciennes, l’équipe de Vogel en 1986 n’avait pas 

trouvé qu’une supplémentation en vitamine C (1,5g/jour) avait un impact sur des modèles 

expérimentaux des ulcérations buccals. Et l’équipe d’Hui-Min Zhang qui montre qu’aux 

concentrations de 2048, 512 et 128 mg / mL (inhibiteur minimal) la vitamine C pourrait 

inhiber la croissance de 90% des bactéries (Ogel et al, 1986 ; Zhang et al, 1997).  

Une augmentation supplémentaire de la concentration pourrait augmenter significativement 

l'effet inhibiteur. Cependant, pour prouver cet effet de seuil, il est nécessaire de mener des 

études sur des échantillons de plus grande taille en étudiant les effets de la vitamine C sur une 

plage de concentrations plus large. 
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II.7.3. Test des spots 

Tous comme pour les staphylocoques et les entérobactéries, les résultats issues de cette 

méthode ont montré une réelle activité vis-à-vis à presque toutes les souches. 

Comparé à la précédente technique, la méthode des spots ou des microgouttes se trouve être 

plus efficace et plus rapide face aux souches résistantes. 

En effet  une concentration  de vitamine C diffuse et mélangé avec le milieu agit bien mieux  

que lorsque celle-ci est déposée dans des puits. Son effet serait donc limité. 

Tous comme pour les deux méthodes utilisées celles-ci mettent en évidence une réelle activité 

antibactérienne de la vitamine C sur les bactéries résistante déjà testé au préalable. 

Le test des microgouttes (ou spots)  à montré les résultats ci-dessous (Figure 27) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Sur la totalité des souches soumises au test, on compte uniquement deux souches résistance à 

la concentration de 93mg/ml de vitamine C dont une souche de Staphylococcus aureus et  de 

staphylocoque à coagulas (-) issus respectivement des prélèvements P6 et P7. On n’y observe 

aucune multiplication pour le reste des souches testées. 

P1 : Escherichia Coli 

P2 : Acinitobacter Baumannii 

P4 : Pseudomonas Putida 

P6 : Klebsieilla Pneumoniae 

P9 : Pseudomonas Aeruginosa 

P1 

P6 

P4 
P9 

P2 

Entérobactéries 
 

P5 / P7/ P9 : Staphylocoques à Coag (+) 

P2 / P8 : Staphylocoques à Coag (-) 
 

P5 

P7 

P2 
P9 

P8 

Staphylocoques 
 

Figure 27 : Résultats du test des spots 
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Ceci concorde une fois de plus avec les  résultats précédents mettant en évidence une forte 

résistance des Staphylocoques dorés.  

Une étude vient confirmer ces faits montrant que Staphylococcus aureus a un fort pouvoir 

adaptatif et a développé différents mécanismes de résistance aux antistaphylococciques en 

particuliers ceux d’origine hospitaliers, et plus récemment communautaires (Dumitrescu et 

al, 2010). 

Gupta GC et Guha BC, 1941. Ont démontré un effet inhibiteur de la vitamine C sur 

Staphylococcus aureus et à une concentration de 150 mg/ml. 

Quant à Isela SN et al. Ont étudié l’effet de la vitamine C sur des bactéries buccales telles que 

Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis.  

Ils ont observé une chute de la concentration pour toutes les solutions bactériennes, avec un 

effet maximal à 20 mg / mL de vitamine C. Ils ont également observé une réduction du 

nombre bactérie jusqu’à 90% à 20 mg / mL de vitamine C (Isela et al, 2013). 

Une étude vient confirmer l’utilisation thérapeutique dont la vitamine C pourrait disposer ou 

les médecins ont commencé à s'intéresser au traitement des infections par des antioxydants 

contenant des compléments alimentaires, tels que la vitamine C (acide ascorbique) 

uniquement ou en association avec des antibiotiques.  

En effet, des études menées par El-Gebaly E et al, 2012  Et Biswas S et al, 2013. Ont 

démontré une activité synergique entre la vitamine C et des antibiotiques tels que 

azithromycine et lévofloxacine, respectivement. Cette synergie est due à l'action attribuée à la 

présence d'antioxydants, de flavonoïdes phénoliques dans la vitamine C.  

El-Gebaly E et al. Ont également démontré que la formation de biofilm bactérien pouvait  

inhiber par la vitamine C à la surface de cathéters urétraux. 

De ce fait, diverses explications de l’effet inhibiteur de la vitamine C ont été proposées. Un 

changement structurel chez les bactéries peut en être la cause. L'effet inhibiteur de la vitamine 

C sur les biofilms bactériens peut être dû à son activité de détection anti-quorum (Novak et 

al, 2004).  

D'autres explications incluent la présence d'antioxydants, de flavonoïdes et de composés 

phénoliques dans la vitamine C (Biswas et al, 2013), ou à sa  capacité d'abaisser le pH. 
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Conclusion générale 

Le phénomène de résistance des organismes microbiens face aux traitements qui ont été 

développés prend rapidement de l'ampleur et vient nous rappeler que la lutte contre les 

maladies infectieuses n'est pas terminée. La situation apparaît particulièrement préoccupante 

en milieu hospitalier, où les staphylocoques et certains bacilles à Gram négatif, parmi les 

entérobactéries,  Pseudomonas et Acinetobacter, sont souvent responsables d’infections dues 

à des souches multirésistantes. La pression de sélection exercée par l’utilisation importante de 

l’antibiothérapie et la diffusion épidémique des souches résistantes sont les deux facteurs 

principaux conditionnant cette évolution (Pechére et al, 1995 ; Wise et al, 1998). 

Les données antérieures qui ont été soumises le long de cette étude  avaient montré que la 

vitamine C était un de ces adjuvants prometteurs. 

Les prélèvements ce sont avéré particulièrement polymicrobiens avec au moins 2 souches 

isolées d’un même prélèvement dont Pseudomonas aeruginosa et putida, Klebseilla 

pneumoniae, Eschericha coli, Acinitobacter Baumannii ainsi que des staphylocoques à 

coagulase positif et négatif. 

L’analyse de la sensibilité vis-à-vis aux antibiotiques a révélé une résistance de la part  de la 

majorité des souches isolée des 11 prélèvements  en particuliers Acinitobacter baumannii et 

les staphylocoques à coagulase (+). 

De ce fait nous avons montré que la vitamine C exerçait sur les souches isolées un effet 

inhibiteur dépendant de la concentration, qui est notamment indépendant du profil de 

sensibilité aux antimicrobiens.  Des études bien conçues permettent d’explorer plus avant la 

possibilité d’utiliser la vitamine C en tant qu’agent antimicrobien sûr et efficace, contribuant 

ainsi à la lutte contre la résistance croissante aux antimicrobiens.  

En effet, il est urgent d'explorer différentes stratégies potentielles qui pourraient mener à la 

découverte de nouvelles substances naturelles qui puisse être. En ce sens, l'étude de l’effet 

antibactérien de la  vitamine C constitue une stratégie intéressante puisque cette source a 

jusqu'à maintenant été peu exploitée et ce, malgré l'intensive utilisation de la vitamine C pour  

son effet antioxydant ou encore pour traiter les infections en médecine traditionnelle de 

nombreuses régions du monde 

La capacité de l'acide ascorbique à inhiber la croissance bactérienne pourrait trouver de 

nouvelles applications cliniques. La vitamine C peut trouver une utilisation potentielle dans 

les applications antibactériennes. Il est nécessaire d'explorer plus avant la possibilité d'utiliser 

la vitamine C en toute sécurité en tant qu'agent antimicrobien efficace. 
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En raison de sa composition chimique, son pH  acide et ses propriétés physicochimiques et 

biologiques, surtout pour son pouvoir antioxydant, la vitamine C peut être une source 

primordiale pour produire de futurs remèdes naturels contre différents micro-organismes et 

suggère son utilisation à l’avenir comme un agent antimicrobien dans le traitement de divers 

maladies bactériennes et infections. 

En perspective, la vitamine C peut peut-être être utilisée dans un proche avenir en tant 

qu'agent antibactérien topique ou solution antibactérienne en guise de pansement pour les 

plaies infectées. Des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer la gamme de 

bactéries pouvant être inhibées par la vitamine C, la CMI et la posologie, ainsi que le spectre 

des infections pour lesquelles la vitamine C peut être un agent antimicrobien efficace. 

Des études complémentaires doivent être menées pour déterminer la meilleure concentration 

de vitamine C nécessaire à son activité inhibitrice. De plus, il faut déterminer si ces 

concentrations peuvent être atteint et maintenu in vivo en réalisant un suivi d’une thérapie 

purement à base de vitamine C à des doses journalières. Stein HB et al, Observait la vitamine 

C à une dose de 8 g / jour par voie orale chez des volontaires (Stein et al, 1976). 

Quelques rapports de cas suggèrent que un apport inhabituellement élevé en vitamine C, en 

particulier lorsqu’il est administré par voie intraveineuse, peut être associé au développement 

d’oxalate calculs rénaux (Curhan et al, 1996). Cependant, Creagan ET et al. Ont observé que 

la vitamine C à des doses allant jusqu'à 10 g / jour par voie orale peut être donnée dans la 

plupart des cas aux patients sans toxicité (Creagan et al, 1979). Une étude prospective n'a pu 

trouver aucune association entre un apport quotidien élevé en vitamine C et le risque de 

toxicité (Hathcock, 1997). 

Cependant, de nouvelles études de mortalité sont nécessaires à différentes concentrations pour 

déterminer l'activité bactériostatique, bactéricide pour comprendre le rôle de la vitamine C en 

tant que substance antibactérienne, seule ou conjointement associé avec d'autres antibiotiques. 
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Annexe 01 :  

Milieux de culture  

1. Milieu  Chapman :  

Composition:  

La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d’eau purifiée est : 

 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. 2.  

2. Milieu  MacConkey :  

Composition : 

Sa formule (g/l) est la suivante : 

Peptone de caséine ………………………………………………..17 g/l 

Peptone de viande ……………………………………………….....3 g/l 

Lactose …………………………………………………………….10 g/l 

Mélange de sels biliaires …………………………………...……..1,5 g/l 

Chlorure de sodium ……………………………………..…………..5 g/l 

Rouge neutre…………………………………….………………..0,03 g/l 

 Cristal violet ………………………………………………..….0, 001 g/l 

Agar- agar …………………………………………………………13,5 g/l 

pH =7,1  

Stériliser à 120 °C pendant 15 min. 
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3. Gélose nutritive pour la conservation 

 Composition :  

Peptone……………………………..…………….………….10.0g  

Extrait de viande…………………....…………………………..5g  

Chlorure de sodium……………………………………………..5g  

Agar………………………………..…………………………10.0g  

pH=7.3 

 Préparation : prêt à l’emploi en petits tubes fins.  

4. Bouillon cœur-cervelle (BHIB) :  

Composition :  

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  

Phosphatase di sodique…………………………...……………….5g 

 pH= 7.4 

 Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation à l’autoclave à 120°C, 20min. 

5. Milieu de Mueller- Hinton:  

Composition : 

Sa formule (g/l) est la suivante :  

Infusion de viande de bœuf …………………………………….300 g/l 

Hydrolysat de caséine…………………………………..………17,5 g/l 

 Amidon………………………………………………….………1,5 g/l 

 Gélose …………………………………………..……………….17 g/l 

 PH= 7,4  

Stériliser à 121 °C pendant 15 min. 
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Annexe 02 :  

Réactifs de la coloration de Gram  

1. Violet de gentiane:  

Phénol……………………………………………….…….…… 2.0 g  

Violet de gentiane………………………………………....…… 1.0 g 

Éthanol à 90°………………………………….………….…… 10 ml  

Eau distillée……………………………………..…………..... 100 ml  

2. Lugol: 

Iodure de potassium…………………………...……………… 2.0 g 

Iode métalloïde………….……………………..……..………. 1.0 g  

Eau distillée ………………………………….….…..…….… 300 ml  

3. Alcool (éthanol)  

4. Fuschine de ziehl:  

Fuchsine basique……………………………………………….….. 1.0g  

Phénol…………………………………………………………….. 5.0 g  

Éthanol à 90°………………………………...…….…….…………10 ml  

Eau distillée .……....................................………………….…..100 ml 
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Annexe 3 :  

Résultats du test d’antibiogramme 

Tableau (8) : Diamètres de sensibilité des entérobactéries aux antibiotiques 

Souche  Antibiotiques (ATB) Diamètre 
(mm) 

Diamètre (mm) 
référence   

Résistant/Sensible 

 

P1 : 

Escherichia coli 

Imipenem (imp) 0 16-22 R 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Tobramycin (Tob) 0 14-17 R 

Ciprofloxacin (Cip) 0 19-25 R 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 10  10 ≤ S 

 

P2 : 

Acinitobacter 

baumannii 

Clindamycine (Cn) 07 19 ≤ R 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Piperacillin (PIP) 15 18-21 R 

Ciprofloxacin (Cip) 16 19-25 R 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 11 10 ≤ S 

 

P3 : 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Chloramphenicol ( C ) 0 13-18 R 

Imipenem (imp) 0 16-22 R 

Tobramycine (Tob) 10 14-17 R 

Ciprofloxacin (Cip) 16 19-25 S 

Tetracycline (TE) 0 12-15 R 

Amoxicilin (AMC) 0 14-17 R 

 

P4 : 

Pseudomonas 

Putida  

Piperacillin (PIP) 18 18-21 S 

Clindamycine (Cn) 0 19 ≤ R 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Ciprofloxacin (Cip) 15 19-25 R 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 0 10 ≤ R 

 

P5 :  

Escherichia coli  

Chloramphenicol (C) 20 13-22 S 

Imipenem (imp) 30 16-22 S 

Tobramycine (Tob) 0 14-17 R 

Ciprofloxacin (Cip) 23 19-25 S 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Tetracycline (TE) 13 12-15 S 

 

P6 :  

Klebseilla 

pneumoniae 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Clindamycine (Cn) 08 19 ≤ R 

Ciprofloxacin (Cip) 15 19-25 R 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 0 10 ≤ R 

Piperacillin (PIP) 14 18-21 R 
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P7 : 

Pseudomonas 

aeruginosa 

 

Imipenem (imp) 19 16-22 S 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Tobramycine (Tob) 18 14-17 S 

Ciprofloxacin (Cip) 25 19-25 S 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 14 10 ≤ S 

 

 

 

P8 :  

Eschirichia coli 

Piperacillin (PIP) 08 18-21 R 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Clindamycine (Cn) 08 19 ≤ R 

Ciprofloxacin (Cip) 15 19-25 R 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 0 10 ≤ R 

 

P9 : 

Pseudomona 

aeruginosa 

Chloramphenicol ( C ) 0 13-18 R 

Imipenem (imp) 0 16-22 R 

Tobramycine (Tob) 10 14-17 R 

Ciprofloxacin (Cip) 14 19-25 R 

Tetracycline (TE) 0 12-15 R 

Amoxicilin (AMC) 0 14-17 R 

 

P10 : Serratia 

fonticola 

Clindamycine (Cn) 10 19 ≤ R 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Ciprofloxacin (Cip) 0 19-25 R 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 12 10 ≤ R 

Piperacillin (PIP) 0 18-21 R 

 

P11 : 

Acinitobacteri 

baumannii 

Imipenem (imp) 0 16-22 R 

Ceftazidime (Caz) 0 15-18 R 

Tobramycine (Tob) 0 14-17 R 

Ciprofloxacin (Cip) 0 19-25 R 

Ampicilin (Amp) 0 14-16 R 

Colistin sulfate (CS) 12 10 ≤ S 
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Tableau (9) : Diamètre de sensibilité des staphylocoques aux antibiotiques. 

Souche Antibiotiques 
(ATB) 

Diamètre (mm) Diamètre 
d’inhibition (mm)  

Résistant/Sensible 

 

P1 : 

Staphylocoque à 

coagulase (+) 

Streptomycin (S) 0 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 07 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 16 18-24 R 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 

 

P2 : 

Staphylocoque à 

coagulase (+) 

Streptomycin (S) 14 14-20 S 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 08 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 24 18-24 S 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 

 

P3 : 

Staphylocoque à 

coagulase (+) 

Streptomycin (S) 0 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 13 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 0 18-24 R 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 

 

P4 : 

Staphylocoque à 

coagulase (+) 

Streptomycin (S) 0 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 12 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 21 18-24 S 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 

 

P5 : 

Staphylocoque à 

coagulase (-) 

Streptomycin (S) 0 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 07 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 20 18-24 S 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Cephalexin (CN) 0 15-21 R 

 

P6 : 

Staphylocoque à 

coagulase (+) 

Streptomycin (S) 0 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 12 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 18 18-24 S 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 
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P7 : 

Staphylocoque à 

coagulase (+) 

 

 

Streptomycin (S) 06 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 12 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 20 18-24 S 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 

 

P8 : 

Staphylocoque à 

coagulase (-) 

Streptomycin (S) 0 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 15 15-21                                 S 

Ofloxacin (OFX) 22 18-24 S 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 

 

P10 : 

Staphylocoque à 

coagulase (-) 

Streptomycin (S) 0 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 17 15-21 S 

Ofloxacin (OFX) 0 18-24 R 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Cefalexin (CN) 0 15-21 R 

 

P11 : 
Staphylocoque à 

coagulase (+) 

Streptomycin (S) 06 14-20 R 

Penicilin (P) 0 12-18 R 

Rifampin (RA) 13 15-21 R 

Ofloxacin (OFX) 19 18-24 S 

Oxacilin (OX)  0 20 ≤ R 

Vancomycin (VA) 0 17-23 R 
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Annexe 4 : 

Résultats du test de sensibilité à ma vitamine C 

Tableau (10) : Diamètre de sensibilité des entérobactéries a la vitamine C 

Souche  Vitamine C Diamètre (mm) Résistant/Sensible 

 
P1 : Escherichia 
coli 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 

 
P2 : Acinitobacter 
baumannii 

25 0 R 

50 08 S 

77 10 S 

93 15 S 

 
P3 : Pseudomonas 
aeruginosa 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 17 S 

 
P4 : Pseudomona 
putida 

25 0 R 

50 10 S 

77 14 S 

93 16 S 

P5 : Escherichia 
coli 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 

 
P6 : klebseilla 
pneumoniae 

25 18 S 

50 20 S 

77 23 S 

93 25 S 

 
P7 : Pseudomonas 
aeruginosa 

25 0 R 

50 07 R 

77 09 S 

93 11 S 

 
P8 : Escherichia 
coli 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 14 S 

 
P9 : Pseudomonas 
aeroginosa 

25 0 R 

50 06 R 

77 09 S 

93 13 S 
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P10 : serratia 
fonticola 

25 0 R 

50 06 R 

77 16 S 

93 17 S 

 
P11 : Acinitobacter 
baumannii 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 

 

Tableau (11) : Diamètre de sensibilité des staphylocoques a la vitamine C 

Souche Vitamine C Diamètre (mm) Résistant/Sensible 

P1 : 
Staphylocoque à 
coagulase (+) 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 

P2 : 
Staphylocoque à 
coagulase (-) 

25 0 R 

50 10 S 

77 16 S 

93 18 S 

P3 : 
Staphylocoque à 
coagulase (+) 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 

P4 : 
Staphylocoque à 
coagulase (+) 

25 0 R 

50 0 R 

77 11 S 

93 16 S 

P5 : 
Staphylocoque à 
coagulase (-) 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 

P6 : 
Staphylocoque à 
coagulase (+) 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 

P7 : 
Staphylocoque à 
coagulase (+) 

25 0 R 

50 0 R 

77 0 R 

93 0 R 
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Figure 28 : Témoin d’effet antibactérien et antibiotique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P8 : 
Staphylocoque à 
coagulase (-) 

25 09 S 

50 10 S 

77 14 S 

93 19 S 

P10 : 
Staphylocoque à 
coagulase (-) 

25 15 S 

50 17 S 

77 19  S 

93 21  S 

Témoin pour le test d’antibiogramme Témoin pour la méthode des puits 
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Annexe 6 

Protocole de la coloration de Gram 

La coloration de Gram, qui permet de différencier les micro-organismes selon la structure de 

leur paroi, est la première étape d’identification bactérienne.  

Expérimentalement, nous avons utilisé le test de coloration de Gram en plusieurs étapes, selon 

le protocole suivant : 

• Effectuer un frottis 

• Fixer à la chaleur 

• Recouvrir de Cristal violet (colorant) pendant 1 minute, puis rincer à l’eau distillé 

• Recouvrir de lugol  pendant 1 minute, puis rincer à l’eau distillé 

• Décolorer à l’aide d’éthanol pendant 40 secondes puis rincer à l’eau distillé 

• Contre-colorer à la Safranine pendant 40 secondes, puis rincer à l’eau distillé 

 Après séchage à l’air, les bactéries sont observées au microscope optique à l’aide d’un 

objectif à immersion.  

Une coloration rose indique que les bactéries sont Gram négatives, et une coloration violette 

qu’elles sont Gram positives. 



Résumé 

L'augmentation rapide de l'apparition de résistances contre les antibiotiques utilisés dans le 

traitement des infections bactériennes est une menace grave pour la santé de la population. 

Actuellement, les substances naturelles  tels que la vitamine C (acide ascorbique), sont très 

efficaces contre diverses infections bactériennes, que ce soit avec de nombreux antibiotiques ou 

sans. En effet, il a été constaté qu’en plus de son effet antioxydant, la vitamine C dispose d’un 

effet antibactérien, D’où l’intérêt d’avoir isolé  des souches d’origine hospitalière responsable 

d’infection et d’ulcérations chronique à fin d’y exercer une activité antibactérienne. Cette étude 

présente le fractionnement bio guidé par l'activité antibactérienne in vitro de plusieurs doses de  

vitamine C en solution  évaluée contre des staphylocoques et entérobactéries issue d’infections au 

niveau de l’hôpital d’EH Benjerdgeb. Après  une soumission à un test de sensibilité aux 

antibiotiques  bien que les souches étaient sensibles à au moins un antibiotique le taux de 

résistance était élevé.  L’effet de diverses concentrations d’acide ascorbique sur la croissance 

bactérienne a été étudié sur Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, pseudomonas, 

Acinitobacter baumannii ainsi que sur des staphylocoques  et à révélé une réelle activité 

antibactériennes. 

Mots clés : Vitamine C, Antibiotiques, infection nosocomiale, staphylocoques, entérobactéries. 

 ملخص

 لصحة خطيرا تهديدا تشكل البكتيرية الالتهابات علاج في المستخدمة الحيوية المضادات ضد المقاومة في السريعة الزيادة

 البكتيرية الالتهابات ضد للغاية فعالة( الأسكوربيك حمض) C فيتامين مثل الطبيعية المواد تعتبر ، الحالي الوقت في. السكان

 المضاد تأثيره إلى بالإضافة أنه وجد لقد ، الواقع في. بدونها أو الحيوية المضادات من العديد باستخدام ذلك كان سواء ، المختلفة

 مسؤولية المستشفى أصل من معزولة سلالات وجود في الرغبة تأتي هنا ومن ، للجراثيم مضاد تأثير له C فيتامين فإن ، للأكسدة

 المضاد بالنشاط يسترشد الذي الحيوي التجزؤ الدراسة هذه تعرض. للجراثيم مضاد نشاط لممارسة مزمن والتقرحات العدوى عن

 عن الناتجة المعوية والمكورات العنقودية المكورات ضد تقييمه تم محلول في C فيتامين من جرعات لعدة المختبر في للبكتيريا

 كانت السلالات أن من الرغم على ، الحيوية المضادات حساسية لاختبار الخضوع بعد .EH Benjerdgeb مستشفى في العدوى

 الأسكوربيك حمض من مختلفة تركيزات تأثير دراسة تمت. مرتفعًا المقاومة معدل كان ، الأقل على واحد حيوي لمضاد حساسة

 عن وكشفت العنقودية المكورات على وكذلك ، والسودوموناس ، الرئوية والكليلة القولونية الإشريكية على البكتريا نمو على

 .الحقيقي للجراثيم مضاد نشاط

العنقودية المكورات ، المستشفوية العدوى ، الحيوية المضادات ، ج فيتامين: المفتاحية الكلمات  

Abstract 

The rapid increase in resistance against antibiotics used in the treatment of bacterial infections is a 

serious threat to the health of the population. Currently, natural substances such as vitamin C 

(ascorbic acid), are very effective against various bacterial infections, whether with many 

antibiotics or without. Indeed, it has been found that in addition to its antioxidant effect, vitamin C 

has an antibacterial effect, hence the interest of having isolated strains of hospital origin 

responsible for infection and ulcerations chronic to exert an antibacterial activity. This study 

presents the bio fractionation guided by the in vitro antibacterial activity of several doses of 

vitamin C in solution evaluated against staphylococci and enterobacteria resulting from infections 

at the EH Benjerdgeb hospital. After submission to an antibiotic susceptibility test, although the 

strains were sensitive to at least one antibiotic, the resistance rate was high. The effect of various 

concentrations of ascorbic acid on bacterial growth was studied on Escherichia coli and Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas, Acinitobacter baumannii as well as on staphylococci and revealed a 

real antibacterial activity. 

Key words: Vitamin C, Antibiotics, nosocomial infection, staphylococci, enterobacteria. 


