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La découverte des antibiotiques au début du vingtième siècle a complètement 

révolutionné l'histoire des pathologies infectieuses d’origine bactérienne. Toutefois, 

l’usage massif, peu contrôlé et parfois excessif des antibiotiques dans le milieu 

communautaire ou hospitalier, a des conséquences négatives qui peuvent modifier 

largement l’écologie microbienne et tend à augmenter le taux de bactéries résistantes 

(Canton, 2003).  

Les bactéries à Gram négatif composent une large catégorie de micro-organismes 

qui sont incapable de retenir une coloration de cristal violet en raison de la structure 

distinct de leur paroi cellulaire. Parmi ceux-ci, les entérobactéries de même que les 

bactéries non fermentaires formant deux groupes largement responsables de plusieurs 

maladies infectieuses (Laurent et al., 2011). Les infections causées par ces bactéries 

constituent une préoccupation majeure dans les hôpitaux et en milieu communautaire en 

général (Hindron et al., 2008). Elles sont souvent responsables d’infections urinaires, 

pulmonaires, de septicémies mais également d’autres infections intra-abdominales (Baba 

Ahmed-Kazi Tani, 2014).  

Malheureusement, l’impact de la résistance aux antibiotiques chez les bacilles à 

Gram négatif a augmenté à un rythme alarmant au niveau mondial au cours des 20 

dernières années (Nordmann et al, 2011 ; Elsalabi et al., 2013). C’est particulièrement le 

cas pour les ß-lactamines, principalement utilisées dans le traitement des infections à 

entérobactéries. Certaines entérobactéries potentiellement pathogènes ; E. coli, Klebseilla 

pneumoniae, Enterobacter cloacae sont devenues résistantes à l’ensemble des molécules 

de cette classe, y compris les carbapénèmes (Lepelletrie et al., 2015). 

Les ß-lactamines représentent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en 

antibioprophylaxie et en antibiothérapie. Cette utilisation importante résulte de leur large 

spectre d’action, leur faible toxicité, leur efficacité thérapeutique ainsi que le faible coût de 

certaines molécules (Georgopapadakon, 1993). Cependant, les bactéries à Gram négatif 

hébergent naturellement et ont acquis différents mécanismes limitant leur activité, ces 

résistances sont liées à une imperméabilité, à un efflux de l’antibiotique, à des 

modifications des protéines liant à la pénicilline (PLP) ou à la production d’enzymes 

inactivatrices appelées ß-lactamases (Ruppé et al., 2015). 

Les ß-lactamases sont des enzymes bactériennes qui catalysent l’hydrolyse de la 

liaison amide du cycle ß-lactame des ß-lactamines, menant à la perte d’un groupement 

carboxyle (Bonnet, 2014). Elles sont nombreuses et hétérogènes, ce qui justifie dans 
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certaine mesure les problèmes souvent rencontrés dans leur identification (Vodovar, 

2012). 

 La diversité des ß-lactamases a entrainé de nombreuses tentatives de classification. 

Deux sont actuellement utilisées : celle d’Ambler qui est fondée sur les propriétés 

moléculaires, et celle de Bush-Jacoby-Medeiros qui est fondée sur les propriétés 

fonctionnelles des enzymes (Ruppé, 2010). Selon la classification d’Ambler, il est possible 

de définir phylogénétiquement quatre classes de ß-lactamases  A, B, C et D ; les protéines 

de classe A, C et D sont des enzymes à sérine actif, tandis que les enzymes appartenant à la 

classe B sont des métallo-enzymes à zinc. La classification fonctionnelle proposée par 

Bush et  al en 1995, mise à jour par Bush et Jacoby en 2010 est basée sur le spectre de 

substrat préférentiel des enzymes et sur leur comportement aux inhibiteurs. Ce nouveau 

système de classification fonctionnelle subdivise les ß-lactamases en trois groupes 

possédant une série de sous groupes : le groupe 1 (classe C) des céphalosporinases, le 

groupe 2 (classe A et D) des inhibiteurs résistants à large spectre, des ß-lactamases à 

spectre étendu (BLSE) et des carbapénèmases à sérine ; et le groupe 3 (classe B) réunissant 

les métallo-ß-lactamases (Bush et Jacoby, 2010). 

Les BLSE sont des ß-lactamases qui appartiennent en majorité à la classe A de la 

classification d’Ambler et 2be de Bush- Jacoby-Mendieros. Certains auteurs considèrent 

également les ß-lactamases des classes D et 2de (de type OXA) comme des BLSE 

(Vodovar, 2012). Elles sont capables de conférer une résistance aux pénicillines, 

céphalosporines de 1ere génération (C1G), céphalosporines de 2eme génération (C2G) et 

céphalosporines de 3eme génération (C3G)  ainsi qu’à l’aztréonam. En revanche, elle ne 

confère pas de résistance aux céphamycines et carbapénèmes (Vodovar et al., 2003 ; 

Paterson et Bonomo, 2005). 

Les premières BLSE ont été mises en évidence en Allemagne et en France en 1984 

(Sirot et al., 1987 ; Anastay et al., 2013). Elles sont le résultat de mutations génétiques 

ponctuelles, en particulier TEM ou SHV-1 et ont été décrites initialement chez K. 

pneumoniae (TEM3, SHV-2) (Nicolas-chanoine, 2012). Toutefois, le début des années 

2000 a été marqué par l’émergence et la dissémination globale d’un nouveau type de BLSE 

de type CTX-M (Bonnet, 2004). Ces enzymes dérivent de céphalosporinases 

chromosomiques de Kluyvera sp, avec 40% d’homologie avec les BLSE TEM et SHV 

(Nicolas-chanoine, 2012).  L’émergence rapide de ces souches, principalement chez E. 

coli, consiste en une véritable pandémie mondiale (Philippon, 2013). 
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L’enzyme CTX-M est devenue le type de BLSE la plus fréquente dans le monde 

entier (Hasan et al., 2014). En Algérie, des études ont montré la présence de ces enzymes  

en milieu hospitalier, communautaire, animaux (animaux d’élevages, compagniers et 

sauvages) et environnement (eaux) ( Bachiri et al.,2017 ; Belmahdi et al., 2016 ; 

Gharout-Sait et al., 2012 ; Tafoukt et al.,2017 ; Touati et al., 2010; Yanat et al., 2014 ; 

Yousfi et al., 2015 ). 

Les enzymes de type AmpC sont des céphalosporinases de classe C, elles  

hydrolysent préférentiellement les céphalosporines,  mais leur spectre d’action inclut aussi 

les pénicillines, les céphalosporines et les monobactames. Elles peuvent être 

chromosomiques ou plasmidiques telles que CMY et DHA et elles sont inhibées par la 

cloxacilline (Jacoby, 2009). 

Les carbapénèmes sont des antibiotiques appartenant à la famille des ß-lactamines 

qui exercent une activité antibactérienne la plus large. L’imipenème ou le méropénème 

sont utilisées fréquemment contre les souches productrices de BLSE (Nordmann et al., 

2011). Cependant, des ß-lactamases ayant une activité hydrolytique vis-à-vis des 

carbapénèmes « les carbapénèmases » ont rapidement émergé dans le monde entier 

(Fischer et al., 2013). 

Les carbapénèmases, telles que GES, KPC et IMI appartenant à la classe A 

d’Ambler ont une activité sur toutes les ß-lactamines et sont partiellement inhibées par 

l’acide boronique  et l’acide clavulanique (Pitout, 2012). En Algérie, l’enzyme KPC-3 a 

été isolée chez une souche de K. pneumoniae en 2014 (Bakour et al., 2014). 

Les carbapénèmases, telle que NDM et VIM appartenant à la classe B d’Ambler  

ayant une activité sur toutes les ß-lactamines à l’exception de l’aztréonam. Les inhibiteurs 

de ß-lactamases de classe A (acide clavulanique et tazobactam) n’affectent pas leur activité 

in vitro, par contre elles sont inhibées par l’EDTA ou l’acide dipicolinique (Nordmann et 

al., 2010).  A. baumanie est la première souche de NDM-1 identifié en Algérie (Boulanger 

et al., 2012).  

Les carbapénèmases de classe D d’Ambler ayant une forte activité sur les 

carbapénèmes mais elle est faible contre les monobactams et les C3G (Nordmann et al., 

2010). Bien que la plupart des ces enzymes aient été décrites presque uniquement chez A. 

baumanii (OXA-23, OXA-24, OXA-58…), certaines ont été isolées d’entérobactéries, 
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notamment OXA-48 (Queenan et al., 2007). La résistance aux carbapénèmes augmente 

lors d’association à un défaut de perméabilité et à une BLSE (Carrër et al., 2010 ; Cuzon 

et al., 2011). E. coli est la première souche isolée en Algérie (hôpital militaire à 

Constantine) productrice OXA-48 (Agabou et al., 2014).  

Les cocci à Gram positif sont fréquemment isolées en bactériologie médicale et 

jouent un rôle important en pathologie. Ils font partie des flores commensales de la peau et 

des muqueuses chez l'homme, ce qui pose des problèmes lorsqu'une culture est positive, de 

distinguer entre une situation pathogène et une contamination de l'échantillon par une 

bactérie commensale (Garnier et Denis, 2016). Les entérocoques sont des bactéries Gram-

positives du tractus gastro-intestinal de l’homme et de la plupart des animaux (Aarestrup 

et al., 2000). Les bactéries du genre Enterococcus sont aéro-anaérobies facultatives et 

poussent de manière optimale à 35 °C, mais peuvent tolérer des températures allant de 10 

°C à 45 °C (Byappanahalli et al., 2012). Ils sont des bactéries ubiquistes présentes dans 

différentes niches écologiques (Aarestrup  et al ., 2002) ce qui explique leur impact 

important dans la santé de l’homme (Sood et al., 2008). 

Parmi 54 espèce de genre Enterococcus (Parte, 2014), E. faecalis et E. faecium 

semblent être les plus détectées dans le tractus intestinal de l’homme et des animaux et 

aussi ubiquistes dans l'environnement (Byappanahalli et al., 2012). 

Les entérocoques sont des bactéries commensales anciennes qui ont récemment 

apparu  comme cause d’infections résistantes aux antibiotiques dans le milieu hospitalier 

(Daria et al., 2017). Ils sont intrinsèquement résistants à un nombre important 

d’antibiotiques comme les aminosides, quinolones et C3G. En outre, ils ont la capacité de 

développer et d’acquérir des gènes de résistances aux glycopeptides, tétracyclines et 

macrolides (Clewell  et al., 2002), par le transfert des éléments génétiques mobiles (tels 

que des plasmides ou transposons), ou par échange ou mutations chromosomiques, ce qui 

pose un défi dans le traitement des maladies infectieuses (Hegstad et al., 2010). 

La résistance au glycopeptide, en particulier à la vancomycine, un glycopeptide qui 

représente l'une des dernières lignes de défense contre de nombreuses bactéries à Gram 

positif multi-résistantes (Moscoso et al., 2011). Cette résistance acquise est médiée par 

divers mécanismes, dont le génotype vanA est le plus fréquemment rencontré (Gilmore, 

2002). L'accroissement des infections à entérocoques dans les hôpitaux et les Enterococcus  
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résistants à la vancomycine (ERV) isolés chez l’homme, les animaux et dans l’alimentation 

a constitué un problème de santé publique (Min-Chan Kim et al., 2017). 

Les bactéries résistantes aux antibiotiques et les bactéries productrices 

d'antibiotiques se retrouvent généralement dans tous les écosystèmes (Albrechtova et al., 

2014). Habituellement, la faune sauvage n’est pas exposée aux antibiotiques utilisés en 

cliniques (Martinez, 2009) mais actuellement, il y a un nombre important de voies 

d’expositions qui pourraient entrainer la résistance chez la faune sauvage (Santos et al., 

2013). Ainsi, la convergence entre les habitats, le contact des animaux sauvage avec 

d’autres animaux domestiques ou avec les humains a conduit à une augmentation de 

l’échange des déterminants génétiques de la résistance entre leurs microbiotes (Sousa et 

al., 2014). 

 Les insectes sont présents partout, colonisent chaque milieu, et représentent à eux 

seuls les deux tiers du règne animal. 

La classe des insectes fait partie de l’embranchement des arthropodes, qui 

présentent la particularité d’avoir un corps composé de segments articulées et protégé par 

un squelette externe (cuticule), mais les insectes se distinguent par : Un corps composé de 

trois parties (tête, thorax et abdomen), une paire d’antennes, trois paires de pattes et des 

ailes (le plus souvent).( Laurentiaux, 1758). 

Les insectes ont été connus comme des vecteurs mécaniques dans la propagation de 

maladies infectieuses telles que le choléra, la shigellose, la salmonellose et les infections 

de la peau (Nazari et al., 2017). Cependant, l'utilisation intensive d'antibiotiques, en 

particulier en tant que promoteurs de croissance, dans l'industrie animale a entraîné une 

grande pression pour l'évolution et la sélection de bactéries résistantes aux antibiotiques 

dans l'environnement alimentaire des animaux (Spellberg  et al., 2011). Ces antibiotiques 

sont faiblement absorbés dans le tractus digestif des animaux et sont donc libérés dans 

l'environnement dans les matières fécales animales et dans les urines (Looft  et al., 2012 ; 

Zhu et al., 2013 ), au même temps, les déchets organiques dans les installations de 

production animale et aux alentours constituent un excellent habitat pour le développement 

d'insectes (Gore  et al., 2004).  

Les insectes comme les mouches domestiques et les cafards allemands ont un grand 

potentiel pour disséminer les bactéries de leur matière fécales en raison de leur habitat, de 

leur mouvement, de leur mode d'alimentation, de leur forte attraction pour la nourriture 

humaine et de leur nature synanthropique (Graczyk et al., 2001 ;  Zurek  et Gorham, 
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2008). En effet, les mouches synanthropes ont été impliquées dans la diffusion rapide 

de bactéries résistantes aux antibiotiques dans la biosphère. Ces mouches portent de 

manière stable un nombre considérable de bactéries qui présentent une résistance à divers 

antibiotiques (Wei et al., 2016). 

Le premier rapport sur le potentiel des mouches à acquérir des souches 

d’Escherichia coli résistantes aux antibiotiques provenant d'animaux vivants (porcins et 

bovins) a été publié en 1990 par Marshall et al en 1990. 

 En Algérie, l’étude de Loucif et al en 2016 rapporte la production de BLSE de type 

CTX-15 et les carbapénèmases de type OXA-48 chez les cafards allemands (Blattella 

germanica) à l’hôpital de Batna.  

 C’est dans cette optique que nous avons entrepris ce travail sur la recherche de 

BMR chez des insectes isolées en milieu hospitalier et communautaire. Pour cela nous 

avons adopté la démarche suivante: 

� Isolement  et identification  d’une collection d’entérobactérie 

résistantes aux β-lactamines et des d’entérocoques résistants à la 

vancomycine à partir de différentes insectes (fourmis, mouches et 

moustiques) et dans divers environnements (EPH Mila, résidence 

universitaire Pépinière de Bejaia, poulaillers d’Adkar et Tazmalt).   

� Détermination des phénotypes de résistances vis-à-vis des β-

lactamines. 



 

 

 

 

 

MATERIEL ET 

METHODES 
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I. Présentation d’étude  

Dans le but de cribler des souches bactériennes résistantes aux antibiotiques (β-

lactamines et vancomycine) chez les insectes, nous avons réalisé dans ce travail qui 

comporte deux parties durant une période allant du 20/02/2017 au 10/05/2017. 

La première partie du travail s’est déroulée au niveau de deux hôpitaux : EPH  de 

Mila « les frères Maghlaoui » et EPH d’Akbou « Akloul Ali » et en milieu 

communautaire : la résidence universitaire la pépinière de Bejaia et 2 poulaillers : Tazmalt 

et Adkar. Cette partie a consisté en la collecte d’insectes (moustiques, mouches et 

fourmis). 

La deuxième partie du travail s’est effectuée au niveau du laboratoire de 

microbiologie de l’université de Bejaia. Le tableau suivant résume les différents 

prélèvements réalisés durant cette étude. 

L’identification des insectes a été réalisée par l’équipe du laboratoire Zoologie 

(LZA)  en se basant sur des critères morphologiques. 

           Tableau I : Les différents prélèvements effectués durant cette étude 

Insectes Espèce ou 

Taxon 

Région Site de prélèvement Code N° Date de 

prélèvement 

Moustique Psychodidae sp Mila EPH Mila : P Total 

 40 

12/02/2017 

Chirurgie PC 10 

Gynécologie PG 10 

Pédiatrie PP 10 

Urgence PU 10 

Mouche Calliphora sp  

 

Bejaia 

Poulaillers       Tazmalt CT 10 20/03/2017 

Adkar CA 20 

Fourmi Pheidole 

pallidula 

Résidence pépinière de 

Bejaia Bloc A 5eme étage 

PR 45 03/04/2017 

 

II. Pré-enrichissement  

Chaque échantillon a été enrichi dans 5 ml de bouillon Trypticase Soja (TSB) et 

incubé à 37°C/24h, après une homogénéisation pendant 02 min avec le vortex pour éclater 

l’insecte (étude de la flore totale). 
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III. Recherche des entérocoques résistants à la vancomycine 

     III.1. Enrichissement et isolement  

Un enrichissement a été réalisé en ensemençant 40µl du bouillon TSB dans 160µl 

du Bouillon Rothe additionné de vancomycine (10µg/ml) et de colistine (10µg/ml), servant 

à sélectionner les souches d’ERV et d’éliminer les souches à Gram négatif. L’incubation a 

été effectuée à 37°C/24h. A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 

50µl du bouillon Rothe a été effectué sur la gélose Bile Esculine Azide de sodium (BEA) 

additionnée de vancomycine (10µg/ml) et de colistine (10µg/ml). Les boites ont été 

incubées à 37°C/ 24h.  

L’examen macroscopique des colonies isolées sur le milieu BEA montre des petites 

colonies translucides (de la couleur de milieu) entourées d’un halo noir. L’apparition de 

ces colonies sur le milieu BEA montre qu’elles sont résistantes à la bille et l’azide de 

sodium. L’apparition d’un noircissement est due à l’hydrolyse du polyoside complexe 

(esculine) en libérant de l’aglucone qui est décelée  par une réaction en présence de sels de 

fer (Chuard et Reller, 1998).  

     III.2. Caractérisation phénotypiques des entérocoques 

a) Test de catalase  

Sur une lame propre et sèche, prélever quelques colonies et les déposer à l’aide 

d’une pipette Pasteur, puis une goutte d’eau oxygénée (H₂O₂) a été ajoutée. Une réaction 

positive se traduit par une effervescence (Bartos et al., 2004).  

b) Examen microscopique (Coloration de Gram) 

La coloration de Gram met en évidence la propriété de la paroi bactérienne et 

permet de distinguer et classer rapidement les bactéries présentes dans un produit ou un 

milieu tant sur le type que sur la forme. Les entérocoques apparaissent sous forme de 

cocçis à Gram positif (couleur violette) regroupés en diplocoques ou en courtes chaînettes. 

c) Croissance sur un Bouillon hyper-salé 

Les entérocoques sont tous capables de se développer en milieu hyper-salé (6,5% 

de Nacl) contrairement aux streptocoques. Des tubes de Bouillon hypersalé ont été 

ensemencés puis incubés à 37°C/24h. La présence d’un trouble dans le tube indique un test 

positif (Schleifer et Kilpper-Balz, 1984). 

d) Croissance et résistance à la chaleur  
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La majorité des entérocoques sont capables de pousser sous des températures allant 

de 10 à 45°C, certaines espèces peuvent survivre à une température de 60°C pendant 30 

min et incubation à 45°C pendant 24h (Terzaghi et Sandine, 1975). 

 A partir d’une boite de BEA positive, on a ensemencé à l’aide d’une ance de 

platine stérile quelques colonies dans un volume de 5 ml de TSB additionné de glucose à 

10%. Les tubes ensemencés ont été incubés à 60°C/30min, puis à 44°C/24h. La présence 

d’un trouble dans le tube indique que la souche pousse et résiste à la chaleur. 

e) Croissance en présence de tellurite de potassium.  

E. feacalis est la seule espèce des entérocoques qui a la capacité de réduire le 

tellurite de potassium en tellure. 

 Dans des tubes à essai contenants 4,5ml de TSB et 0,5 de tellurite de potassium 

dilué à 1/250 (1ml de tellurite de potassium est dilué dans 249 ml d’eau distillée), on a 

ensemencé quelques colonies. L’incubation est réalisée à 37°C pendant 24h, la présence 

d’un trouble indique que le test est positif (Facklam, 1972). 

 

     III.3. Etude de la sensibilité des souches d’entérocoque vis-à-vis de la vancomycine         

 La sensibilité des souches vis-à-vis de la vancomycine (VAN) a été déterminée par 

la méthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton (MH) selon les recommandations du 

comité de l’antibiogramme de la société française de la microbiologie (CA-SFM, 2017). 

Un ensemencement par écouvillonnage a été effectué sur gélose MH, puis un 

disque de VAN a été déposé au centre de la boite. Les souches ayant un diamètre inférieur 

à 12 mm (pour un disque de VAN de 5µg) ou inférieur à 16mm (pour un disque de VAN 

de 30µg) sont considérées résistantes (CA-SFM, 2017). 

      III.3.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI). 

La détermination de la CMI vis-à-vis de la vancomycine (VAN) a été réalisée en 

milieu liquide pour les souches d’entérocoques isolées sur (BEA). Un volume de 50 µl du 

bouillon Muller Hinton (MHB) a été distribué dans chaque cupule, puis 50 µl de VAN a 

été ajouté dans la deuxième cupule (la première cupule servira de témoin négatif pour le 

contrôle de l’inoculum) et bien mélangé la solution avec la micropipette. Ensuite, prélever 

50 µl pour le mélanger avec la cupule adjacente et ainsi de suite jusqu’à la dernière capule  

et jeter les 50 µl restant (de la cupule 2 à 12) afin d’obtenir des dilutions allant de 256 à 

0,25 mg/l de VAN. Enfin, 50 µl de la suspension bactérienne préparée dans le bouillon 
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BMH a été ajouté dans chaque cupule en partant de la cupule la moins concentrée vers la 

plus concentrée. Incuber à 37°C/24h. 

IV. Recherche de bacilles à Gram négatif 

IV.1. Recherche de bacilles à Gram négatif résistants aux céphalosporines de 

troisième génération (C3G) 

A partir du bouillon du pré-enrichissement, un enrichissement a été réalisé en 

ajoutant  40µl du bouillon TSB dans 160 µl de TSB additionné de céftazidime (4 µg/ml) et 

de vancomycine (32µg/ml) servant à éliminer les Gram positif. L’incubation a été réalisée 

à 37°C/24h. A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 50µl du TSB a 

été effectué sur la gélose Mac Conkey additionnée de céftazidime (4 µg/ml) et de 

vancomycine (32 µg/ml). Les boites ont été incubées à 37°C/ 24h. 

    IV.2. Recherche de bacilles à Gram négatif résistants aux carbapénèmes  

Un enrichissement a été réalisé en ensemençant 40µl du bouillon TSB dans 160µl 

du TSB additionné de méropénème (1µg/ml) et de vancomycine (32 µg/ml). L’incubation a 

été effectuée à 37°C/24h. A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement de 

50µl du TSB a été effectué sur la gélose Mac Conkey contenant le méropénème (1µg/ml) 

et la vancomycine (32µg/ml). Les boites ont été incubées à 37°C/ 24h. 

    IV.3. Identification 

Les souches sélectionnées ont été identifiées en utilisant une mini-galerie 

biochimique (Milieux Urée/Indole, TSI, Citrate Simmons, Clark et Lubs, Bouillon nitraté, 

Mannitol- mobilité). L’identification de certaines souches a été confirmée en utilisant le 

milieu Chromagar-orientation. Les milieux de cultures utilisés au cours de ce travail, les 

réactifs et la lecture du milieu Chromagar orientation et la galerie biochimique classique 

sont rapportés respectivement dans l’annexe I, II, III et IV. 

 

IV.4. Etude de sensibilité des souches aux antibiotiques  

  Nous avons testé la sensibilité des bacilles à Gram négatif isolés vis-à-vis de 

différent β-lactamines, par la méthode de l’antibiogramme standard par diffusion sur 

gélose Mueller Hinton, selon les recommandations du comité Français de l’antibiogramme 

de la Société Française de Microbiologie (CA-SFM, 2013 et CA-SFM, 2017). 
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IV.4.1.  Antibiogramme Standard  

a) Milieu : Nous avons utilisé la gélose Muller Hinton. Après l’avoir  

coulée dont l’épaisseur est de 4 mm, les boites sont  bien séchées avant de les utiliser. 

b) Inoculum : L’inoculum doit être préparé à partir d’une culture de 18 

à 24 h. 3 à 5 colonies bien isolées sont déchargées dans 5 ml d’eau physiologique stérile. 

c) Ensemencement : L’ensemencement de la suspension bactérienne 

est effectué par écouvillonnage en stries serrées. Puis, les disques d’antibiotiques à tester 

sont déposés à la surface de la gélose, à l’aide d’une pince stérile. Enfin, l’incubation de 

boites à 37°C /24 h. La listes des antibiotiques à testées est donnée dans le tableau II. 

Tableau II: Liste des antibiotiques testés et les diamètres d’inhibition édités par le CA-

SFM 2013 et  CA-SFM 2017. 

 

d) Lectures : Après incubation, les déférents diamètres des zones 

d’inhibition sont mesurés, l’interprétation en Résistant (R), Intermédiaire (I), ou Sensible 

(S), selon une comparaison avec les diamètres critiques étudiés par le Comité Français de 

Famille Antibiotique Abréviation Charge 

(µg) 

Marque Diamètre critiques (mg/l) 

≥ S ˂ R 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

β-lactamines 

Amoxicilline+ 

Acide clavulanique 

AMC 20/10 SPINREACT 

HIMEDIA® 

21 16 

Céfoxitine FOX/CX 30 Bio-Analyse 

HEMIDIA® 

SPINREACT 

19 19 

Céfotaxime CTX 30  CYPRESS 

DIAGNOSTIC 

SPINREACT 

26 23 

Céftazidime CAZ 30 CYPRESS 

DIAGNOSTIC 

SPINREACT 

26 21 

Méropénème MEM 10 Bio-Rade 

CYPRESS 

DIAGNOSTIC 

22 15 

Imipénème IMP 10 CYPRESS 

DIAGNOSTIC 

22 16 

Ertapénème ERT 10 Bio-Rad  28 26 

Aztréonam ATM 10 CYPRESS 

DIAGNOSTIC 

27 21 

Témocilline TEM 10 Bio-Rad 20 20 

Polymyxines Colistine CST 50 Bio-Rad 15 15 
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l’Antibiogramme de la Société Français de Microbiologie  (CA-SFM, 2013 et CA-SFM 

2017). 

 

IV.4.2.  Détermination des phénotypes de résistance aux β-lactamines de bacilles à 

Gram négatif 

IV.4.2.1.  Recherche de la production de BLSE  

Les BLSE ont été recherchées chez toutes les souches isolées sur gélose Mac 

Conkey additionnée de céftazidime. 

a. DD-Test (ou test de synergie) 

La production d’une β-lactamase à Spectre Etendu a été détectée par le test de 

synergie (DD-test) qui repose sur la mise en évidence d’une image de synergie entre le 

disque d’AMC (amoxicilline 20µg /acide clavulanique 10µg) et les C3G (céfotaxime : 

CTX, céftazidime : CAZ). Les disques de CTX (30 µg), CAZ (30 µg) ont été placés à une 

distance de 20 mm (centre à centre) d’un disque d’AMC (Jarlier et al., 1988). D’autre β-

lactamines  dont les carbapénèmes (Imipenème : IMP (10µg) ou Méropénème : (10µg)), de 

Céfoxitine : Fox (30µg) et Aztréonam : ATM (10µg) ont été testés sur la même boite pour 

certaines souches (Figure 1). 

 

 

 

 
 

 

 

b. Test de synergie sur gélose Mueller Hinton additionnée de cloxacilline.                       

Chez les souches naturellement productrices de céphalosporinases et chez les 

souches productrices de céphalosporinases plasmidiques, la présence d’une BLSE peut être 

masquée du fait de l’induction de la céphalosporinase par l’acide clavulanique. Ces 

         Figure 01 : Disposition des disques dans le DD-Test 
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souches ont été testées vis-à-vis du céfotaxime et céftazidime en utilisant la gélose MH 

additionnée de cloxacilline (250 µg/ml). La présence d’une BLSE est détectée par une 

comparaison des diamètres d’inhibition entre les boites avec et sans cloxacilline (Drieux et 

al., 2008). 

 

IV.4.2.2. Détermination des phénotypes de résistance aux carbapénèmes des bacilles à 

Gram négatif  

a. Test CIM (carbapenem inactivation method) 

Un nouveau test phénotypique, appelé la méthode d’inactivation de carbapénèmes 

(CIM) a été utiliser pour détecter les activités carbapénèmases chez les bacilles à Gram 

négatif (Figure 2). Un disque de méropénème (10µg) est introduit dans trois tubes 

Eppendorf contenant des suspensions bactériennes (500 µl d’eau physiologique avec 

quelques colonies) de la souche à tester, E. coli ATCC 25922 sensible (témoin négatif) et 

une souche productrice de KPC/NDM (témoin positif). Les tubes sont incubés à 37°C/2h. 

Au terme de la période  d’incubation, les disques de méropénème sont placés sur une boite 

de gélose MH ensemencée par E. coli ATCC 25922. L’incubation est effectuée à37°C/24h. 

Si la souche bactérienne est produite de carbapénèmase, le disque de méropénème (MEM) 

va être inactivé du fait de l’activité carbapénèmase (pas de zone d’inhibition autour de 

l’antibiotique). Une zone d’inhibition est observé en cas d’absence de carbapénémase (Van 

der Zwaluw et al., 2015).
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 02 : Etapes du test CIM (Van der Zwaluw et al., 2015). 
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b. Test de Hodge modifie 

Sur une boite de la gélose Mac Conkey  préalablement ensemencée par une souche 

de référence d’E. coli ATCC 25922, déposer un disque d’imipénème (IMP 10µg) au centre 

de la boite. Ensuite, la souche à tester est ensemencée sur la gélose sous forme de stries 

déposées à partir du disque d’imipénème jusqu’au bord de la boite en présence d’un témoin 

positif : K. pneumoniae productrice de carbapénèmase (KPC) et d’un témoin négatif E. coli 

ATCC 25922 (Figure 3). Après 24h d’incubation à 37°C, la production d’une 

carbapénèmase se traduit par une distorsion de la zone d’inhibition autour du disque  

d’imipénème (Lee et al., 2001). 

 

 

 

 

 

c. Etude de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme standard) 

Toutes les souches positives au test CIM (résistantes ou intermédiaires au 

méropénème) ont été testées vis-à-vis de carbapénèmes (imipénème, méropénème, 

ertapénème), de la témocilline et aussi de la colistine. L’interprétation a été établie en 

suivant les recommandations du CA-SFM, 2013 et CA-SFM, 2017. 

 

 

 

Figure 03 : Schéma du test Hodge modifié 
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I. Souche bactériennes 

Au cours de cette étude, un total de 115 insectes ont été collectés dans différents 

environnements. 

Le tableau suivant donne la répartition des insectes en fonction du taxon ou  

d’espèce. 

Tableau III: Répartition des insectes collectés en fonction du taxon ou d’espèce. 

Le taxon ou 

l’espèce 

d’insectes/code 

Fourmis : 

Pheidole 

pallidula 

(PR) 

Moustiques : 

Psychodidae sp 

(P) 

Mouche: 

Calliphora sp 

Total 

(CA) (CT) 

Le nombre  45 

 (39.13%) 

40 

(34.78%) 

20 

(17,39%) 

10 

(8,70%) 

115 (100%) 

 

51 souches ont été isolées incluant 24 souches sur gélose Mac Conkey additionnée 

de céftazidime, 20 souches sur gélose Mac Conkey additionnée de méropénème. 7 souches 

ont été isolées sur gélose BEA additionnée de vancomycine.  

La répartition de ces souches par espèce d’insectes est montrée dans le tableau 

suivant. 

Tableau IV : Répartition des souches isolées en fonction du taxon ou d’espèces 

d’insectes.  

 Mac +CAZ Mac+MEM BEA+VAN Total 

Pheidole pallidula 10 19 07 36 

Calliphora 

sp 

Tazmalt 00 00 00 00 

Adkar 05 00 00 05 

Psychodidae sp 09 01 00 10 

Total 24 

(47,06 %) 

20 

(39,21%) 

07 

(13,72%) 

51 

(100%) 

 

II. Recherche des entérocoques résistants à la vancomycine 

L’identification des entérocoques a été faite sur la base de l’aspect des colonies sur 

gélose BEA (figure 4), ainsi que leurs aspects microscopiques après la coloration de Gram 

(figure 5) et le test de catalase. L’identification a été basée encore sur les tests classiques 

comprenant la croissance sur bouillon hypersalé, la résistance à un traitement thermique de 

60°C pendant 30 min et la résistance au tellurite de potassium pour E. faecalis et 

l’isolement sur milieu Chromagar d’Orientation. Le tableau I en annexe VI résume les 

résultats d’identification.  
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De ce fait, au cours de cette étude, nous avons isolé et identifié 7 souches 

d’entérocoques dont 2 seraient E. faecalis.  

L’étude de sensibilité des souches d’entérocoques vis-à-vis de la vancomycine par 

la méthode d’antibiogramme standard a été effectuée chez 7 souches. Les résultats obtenus 

sont dans le tableau suivant. 

Tableau V: Résultats d’antibiogramme standard vis-à-vis de la vancomycine 

Code PR 7 PR18 PR26 PR28 PR30 PR39 PR40 

Diamètre 

(mm)  

critique 

30 

 

/S 

29 

 

/S 

17 

 

/S 

6 

 

/R 

17 

 

/S 

11 

 

/R 

19 

 

/S 

S : Sensible.     R : Résistant 

Nous avons testé les CMI de deux (2) souches d’E. feacalis isolées vis-à-vis de la 

vancomycine (VAN). 

Nous avons retenu les souches ayant des CMI ˃ 4 µg/ml selon les 

recommandations du CA-SFM, 2017. Les valeurs de CMI sont respectivement 16 µg/ml et 

64 µg/ml pour  les souches PR28 et PR39. Les résultats obtenus sont donnés dans le 

tableau suivant.  

Tableau VI: Résultats de CMI  

Code Espèces Concentration vancomycine (µg/ml) 

256 128  64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 

PR28 E. feacalis - - - - - + + + + + + 

PR39 E. feacalis - - - + + + + + + + + 

(+) : Croissance. (-): pas de croissance. 

 

Figure 05 : Aspect 

microscopique d’Enterococcus 

Figure 04 : Aspect de colonies 

d’Enterococcus sur milieu BEA 
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III. Recherche de bacilles à Gram négatif 

L’identification des entérobactéries a été faite sur la base de l’aspect des colonies 

sur le milieu Chromagar d’orientation et les tests biochimiques (Annexe V). 

III.1. Analyse des phénotypes de résistance aux ß-lactamines 

III.1.1. Recherche des BLSE  

� DD-Test (test de synergie) 

Le DD-test effectué sur gélose Mueller-Hinton a révélé la présence d’une image de 

synergie chez 12 (12/24) souches d’entérobactéries résistantes aux C3G (Tableau VII), 

indiquant ainsi la production probable d’une BLSE chez ces souches (Figure 06). 

La répartition de ces souches en fonction de l’espèce montre que K. pneumoniae est 

la plus isolée (7 souches), suivi par E. coli (4 souches) et seulement une souche  de               

Serratia marcescens a été isolée. Ainsi, la répartition selon le site d’isolement montre que 

la majeure partie de ces souches sont d’origine communautaire (7 souches) contre 4 

souches d’origine hospitalière. Le service de la chirurgie et d’urgence sont les plus exposés 

(2 souches). 

.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 06: Image de synergie de la souche K. 

pneumoniae PR6 



Résultats 

 

 Page 18 

 

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau suivant. 

Tableau VII : Résultats DD-Test 

Insecte Code Espèce AMC CAZ CTX FOX IMP MEM ATM Synergie Phénotype 

  

  

 Moustiques 

  

  

  

  

  

  

PC2   K. 
pneumoniae     

10/R 6/R 6/R 6/R 27/S NT 11/R Absence ND 

PC4  E. coli 8/R 6/R 6/R 6/R NT 21/I NT Absence ND 

PC5  E. coli 11/R 6/R 12/R 6/R 25/S NT NT Absence ND 

PG12    E. coli 7/R 6/R 6/R 6/R NT 20/I NT Absence ND 

PP25  E. coli 30/S 10/R 18/R 6/R NT 35/S NT Présence BLSE 

PP29  K. 

pneumoniae     

6/R 6/R 6/R 6/R NT 25/S NT Absence ND 

PP30  E. coli 25/S 6/R 14/R 6/R NT 30/S NT Présence BLSE 

PU34  K. 

pneumoniae     

15/R 8/R 10/R 9/R NT 25/S NT Présence BLSE 

PU35  K. 

pneumoniae     

12/R 10/R 11/R 22/S NT 29/S NT Présence BLSE 

  

  

  

  

  

  

 Fourmis 

  

  

  

PR3  K. 
pneumoniae     

19/I 10/R 16/R 6/R 32/S NT 24/I Présence BLSE 

PR4  K. 

pneumoniae     

9/R 6/R 11/R 6/R NT 24/S 24/I Absence ND 

PR5  K. 
pneumoniae     

20/I 10/R 14/R 6/R 38/S NT 24/I Présence BLSE 

PR6  K. 

pneumoniae     

14/R 6/R 16/R 6/R 32/S NT 12/R Présence BLSE 

PR7  S. 

marcescens   

20/I 16/R 16/R 6/R 18/I NT 21/R Presence BLSE 

PR8  K. 
pneumoniae     

14/R 6/R 16/R 6/R 18/I NT 22/I Absence ND 

PR21  K. 

pneumoniae     

16/R 6/R 13/R 28/S 35/S NT NT Présence BLSE 

PR26  E. coli 6/R 12/R 12/R 24/S 32/S NT NT Présence BLSE 

PR32  K. 
pneumoniae     

8/R 6/R 6/R 19/S NT 22/S NT Absence ND 

PR39  K. 

pneumoniae     

14/R 6/R 8/R 21/S NT 26/S NT Absence ND 

 mouches 

  

  

  

  

CA7  E. coli 6/R 6/R 6/R 6/R NT 29/S NT Absence ND 

CA8  E. coli 6/R 6/R 6/R 6/R NT 30/S NT Absence ND 

CA14  K. 

pneumoniae     

18/I 8/R 17/R 9/R NT 26/S NT Présence BLSE 

CA15  K. 

pneumoniae     

6/R 6/R 6/R 6/R NT 26/S NT Absence ND 

CA17  E. coli 15/R 9/R 18/R 16/R NT 26/S NT Présence BLSE 

 

� DD-Test sur gélose Muller-Hinton additionnée de cloxacilline 

La présence de l’activité céphalosporinase (chromosomique ou plasmidique) peut 

masquer l’image de synergie. Un DD-Test sur gélose Muller Hinton additionnée de 

cloxacilline à une concentration de 250 µg/ml a été réalisée. Le test a été effectué chez 12 

souches d’entérobactéries résistantes aux C3G avec absence d’image de synergie. Les 

résultats obtenus ont montré la présence d’une image de synergie chez 4 souches  révélant 

la présence probable d’une BLSE (Figure 07). 2 souches de K. pneumoniae présentaient 

une récupération de la zone d’inhibition rendant compte de la présence possible d’une 

céphalosporinase plasmidique. Le phénotype de 6 souches restantes n’a pas été déterminé.   
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Tableau VIII : Résultats DD-Test avec cloxacilline. 

Insectes Codes Espèce Gélose AMC CAZ CTX FOX Synergie Phénotype 

Moustiques PC 2 K. pneumoniae Sur MH 10/R 6/R 6/R 6/R - AmpC 

plasmidique 
Sur 

MH+CLX 
10,5/R 31/S 33/S 6/R - 

≠ (mm) -0,5 -25 -27   

PC 4 E. coli Sur MH 8/R 6/R 6/R 6/R - BLSE 

Sur 

MH+CLX 
16/I 12/R 6/R 23/S + 

≠ (mm) -8 -6 0 -17  

PC 5 E. coli Sur MH 11/R 6/R 12/R 6/R - BLSE 

Sur 

MH+CLX 

10/R 9/R 12/R 6/R + 

≠ (mm) 1 -3 0 0  

 
PG 12 

E. coli Sur MH 7/R 6/R 6/R 6/R - ND 

Sur 

MH+CLX 

6/R 6/R 6/R 6/R - 

≠ (mm) 1 0 0 0  

PP29 K. pneumoniae Sur MH 6/R 6/R 6/R 6/R - ND 

Sur 

MH+CLX 

6/R 6/R 6/R 6/R - 

≠ (mm) 0 0 0 0  

Fourmis PR04 K. pneumoniae Sur MH 9/R 6/R 11/R 6/R - AmpC 

Plasmidique Sur 

MH+CLX 

20/I 6/R 6/R 22/S - 

≠ (mm) -11 0 5 -16  

PR 08 K. pneumoniae Sur MH 14/R 6/R 16/R 6/R - ND 

Sur 

MH+CLX 

6/R 6/R 6/R 6/R - 

≠ (mm) 8 0 8 0  

 
PR 32 

K. pneumoniae Sur MH 8/R 6/R 6/R 19/S - BLSE 

Sur 

MH+CLX 

15/R 11/R 6/R 20/S + 

≠ (mm) -7 -5 0 -1  

PR 39 K. pneumoniae Sur MH 14/R 6/R 8/R 21/S - BLSE 

Sur 

MH+CLX 

22/S 10/R 6/R 20/S + 

≠ (mm) -8 -4 2 1  

Mouches CA 07 E. coli Sur MH 6/R 6/R 6/R 6/R -  

ND 
Sur 

MH+CLX 
6/R 6/R 6/R 6/R - 

≠ (mm) 0 0 0 0  

 

CA 08 

E. coli Sur MH 6/R 6/R 6/R 6/R -  

 

ND Sur 
MH+CLX 

6/R 6/R 6/R 6/R - 

≠  (mm) 0 0 0 0  

CA 15 K. pneumoniae Sur MH 6/R 6/R 6/R 6/R -  
 

ND Sur 

MH+CLX 

6/R 6/R 6/R 6/R - 

≠  (mm) 0 0 0 0  

Remarque : Nous avons testé chez certaines souches la FOX de marque 

Bioanalyse et qu’a expirée en février 2017.  



Résultats 

 

 Page 20 

 

La figure suivante donne un exemple d’une image de récupération de la zone 

d’inhibition chez la souche K. pneumoniae PR39 isolées chez des fourmis au niveau de la 

résidence universitaire Pépinière de Bejaia.  

 

 

 

 

 

 

 

III.1.2 Recherche de production de carbapénèmase 

� Test CIM 

Le test a été effectué chez 20 souches. 3 souches présentaient l’absence de la zone 

d’inhibition autour le disque de méropénème (MEM). Le diamètre de méropénème était 

intermédiaire (15-22 mm) chez 3 autres souches. Le tableau suivant résume les résultats du 

test CIM. 

Tableau IX: Résultats du test CIM.    

Code Diamètre (mm) Interprétation  

PC2 23 S 

PR11 23 S 

PR14 06 R 

PR15 23 S 

PR21 06 R 

PR23 21 S 

PR24 21 S 

PR25 21 S 

PR26 23 S 

PR29 23 S 

PR31 23 S 

PR32 23 S 

PR34 19 I 

PR35 23 S 

Figure 07 : DD-test pour la souche K. pneumoniae PR39 avec 

cloxacilline (à droite) et sans cloxacilline (à gauche) 
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PR36 23 S 

PR39 11 R 

PR40 19 I 

PR41 20 S 

PR43 19 I 

PR44 20 S 

 E. coli  ATCC  25 922  T(-) 23 S 

NDM  (T+) 06 R 

 

 La figure suivante donne un exemple de test CIM positif chez les souches K. 

pneumoniae PR14 et K. pneumoniae PR21 isolées chez des fourmis au niveau de la 

résidence universitaire Pépinière de Bejaia.  

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

� Test de Hodge  

Le test a été effectué chez 3/20 souches isolées chez les fourmis : FR34, FR40 et FR43 

ayant une zone d’inhibition diminuée autour le disque de méropénème. Aucune image de 

trèfle n’a été observée. 

� Sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme standard) 

Toutes les souches testées ont été résistantes à l’imipénème, l’ertapénème et au 

témocilline. Pour le méropénème, les résultats varient entre résistant et intermédiaire. Deux 

souches seulement ont été testées vis-à-vis de la colistine présentaient une sensibilité à 

celle-ci. Les résultats de l’antibiogramme sont montrés dans le tableau suivant. 

 

Figure 08: Test de CIM positif pour deux souches 

K. pneumoniae PR14 et K. pneumoniae PR21 
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Tableau X: Résultats de l’antibiogramme    

 

Code 

 

Espèces 

Diamètre (mm) 

IMP MEM ERT TEM CST Test 

CIM 

Test 

Hodge 

PR14 K. pneumoniae 6/R 13/R 13/R 8/R 18/S + NT 

PR21 K. pneumoniae 6/R 14/R 16/R 11/R 19/S + NT 

PR34 K. pneumoniae 6/R 19/I 11/R 7/R NT - - 

PR39 K. pneumoniae 6/R 17/I 14/R 7/R NT + NT 

PR40 P. mirabilis 6/R 11/R 11/R 9/R NT - - 

PR43 K. pneumoniae 6/R 19/I 10/R 6/R NT - - 

 



 

 

 

 

DISCUSSION ET 
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Les insectes peuvent servir de réservoirs et vecteurs de bactéries résistantes aux 

antibiotiques appartenant à plusieurs espèces qui ont une importance vétérinaire et 

médicale. En raison de leur mobilité fréquente et la facilité avec laquelle ils prennent la 

nourriture à partir de différents environnement, les insectes sont considérés comme des 

bioindicateurs environnementaux importants et des vecteurs de résistance aux antibiotiques 

chez les bactéries (Mahmudur et al., 2015). Ils reflètent la situation de la résistance aux 

antibiotiques d'une manière plus large que beaucoup d'autres animaux (Badrul, 2013). Le 

premier rapport sur le potentiel  d’acquisition de résistance aux antibiotiques des  souches 

Escherichia coli chez les mouches  provenant d'animaux vivants (porcins et bovins) a été 

publié par  Marshall et al en 1990.   

Le but de notre étude était de cribler des souches d’entérobactéries productrices de 

ß-lactamases et d’entérocoques résistantes à la vancomycine chez les insectes (Mouches : 

Calliphora  sp,  fourmis : Pheidole Pallidula et moustiques : Psychodidea sp) au niveau de 

différents environnements (hospitalier et communautaire) dans deux wilayas : Bejaia et 

Mila. La taille de notre échantillon est  relativement petite, 115 insectes ont été collectés, 

45 proviennent des fourmis (Pheidole Pallidula) de résidence universitaire « Pépinière », 

30  mouches (Calliphora sp) proviennent de 02 poulaillers (Adkar et Tazmalt) de Bejaia et 

40 moustiques  (Psychodidea sp)  proviennent d’EPH Mila.  

Nous avons sélectionné 21 souches d’entérobactéries résistantes aux β-lactamines 

dont 16 productrices de BLSE, 02 AmpC et 03 EPC. 02 souches d’entérocoques sont 

résistantes à la vancomycine. 

Parmi les souches d’entérobactéries productrices de BLSE, AmpC et 

carbapénèmases,  21 souches ont été identifiées comme K. pneumonaie (14) suivie d’E.  

coli  (06) et  une souche de Serratia marcescens. Durant cette étude 16 souches 

d’entérobactéries sont probablement productrices de BLSE : 02 souches entaient isolées 

chez  les mouches (Calliphora sp), 06 souches chez les moustiques (Psychoda sp) et 08 

souches chez  les fourmis (Pheidol pallidula). 

 En Algérie, Loucif et al., 2016 ont rapporté la détection de CTX-M-15 chez des 

entérobactéries isolées des cafards au niveau du CHU de Batna. Ce type de BLSE est le 

plus isolées en Algérie (Loucif et al., 2016). 

La présence fréquente d’E. coli productrice de BLSE/AmpC a été rapportée en 

Espagne chez des mouches domestiques (Musca domestica) isolées à partir des Poulaillers  
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(Solà et al., 2015)  et  en Allemagne chez des insectes collectés à partir des régions urbains 

et rurales (Schaumburg et al., 2016). L’étude rapportée par Doosti et al en 2015, 

effectuée sur 250 échantillons de cafards prélevés dans divers hôpitaux iraniens, a montré 

la production de BLSE de type TEM et SHV chez 47 souches de K.  pneumoniae. 

Nous résultats ont rapporté 03 souches probablement productrices des 

carbapénémases. L’étude de Silva et al., 2010 (Portugal) et celles de Perovis  et al., 2010-

2012 (Afrique du Sud) ont montré l’absence de souches résistantes aux carbapénèmes chez 

les insecte. Cependant, Ranjbara et al ., 2015 ont montré dans leur étude l’isolement des 

souches de K. pneumoniae productrices des carbapénèmases. 

En Algérie, l’étude de Loucif et al réalisée sur 12  cafards (B. germanica) a montré 

la présence de carbapénèmase de type OXA-48 chez E. cloacae. Ce type de 

carbapénèmase a été rapporté en milieu clinique, environnement aquatique et animaux de 

compagnie en Algérie (Agabou et al., 2014 ; Aggoune et al., 2014, Yousfi et al., 2016 ; 

Tafouk  et al., 2017).  

Les Enterococcus ont été signalés comme des réservoirs pour les gènes de 

résistance aux antibiotiques (Devriese et al., 1992), ils font partie de la flore commensale 

des humains, des animaux et des insectes, mais sont également des agents pathogènes 

opportunistes importants (Camargo et al., 2008) qui possèdent souvent plusieurs facteurs 

de virulence et une résistance aux antibiotiques multiples, y compris la vancomycine 

(Cetinkaya et al., 2000).              

La résistance acquise à la vancomycine est due à l’expression par la bactérie d’un 

opéron de résistance (opéron Van) qui code pour  des enzymes impliquées à la fois dans la 

synthèse d’un précurseur du peptidoglycane de faible affinité et dans l’élimination du D-

ala-D-ala (Courvalin, 2006 ; Cattoir et Leclercq, 2010 ; Xu et al. 2010). 

 Une étude similaire a été réalisée par Macrovei et al en 2006 a montré que les 

mouches domestiques (Musca domestica) portent une grande population d’entérocoques 

résistants à plusieurs antibiotiques y compris la vancomycine. Une autre étude  réalisée par 

Patience et al en 2013, ont rapporté une prévalence de 5% d’ERV isolées chez des cafards 

collectés au niveau de l’hôpital de Ghana. Ahmad et al., 2011, ont comparé les 

entérocoques des mouches domestiques (restaurants), des cafards allemands et des fèces de 

porcs provenant de deux élevages porcins commerciaux au Kansas et en Caroline du Nord.  

La majorité (97%) des mouches étaient positives pour les entérocoques dont  Enterococcus  
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feacalis était l'espèce la plus abondante (Macovei et Zurek, 2006). Les entérocoques 

résistants aux antibiotiques ont également été isolés à partir des moustiques (Coléoptères)  

retrouvées dans des silos de stockage de céréales d’aliment de bétail (Channaiah et al., 

2010). Tarinee et al en 2014, ont étudié la résistance aux antibiotiques d'Enterococcus sp 

isolés de Musca domestica et Chrysomya megacephala à Ubon Ratchathani, les isolats 

présentaient une sensibilité à la vancomycine. Aussi, Ageel et al., 2011 ont recherché les 

ERV chez les cafards et aucune souche résistante à la vancomycine n’a été retrouvée. 

A notre connaissance, en Algérie aucune étude sur les ERV ont été réalisés chez les 

souches isolées des insectes,  ils y a que des d’études sur les souches cliniques. Cette étude 

a montré l’isolement de 2 souches d’entérocoques résistantes à la vancomycine isolés chez 

les fourmis (Pheidole pallidula). 

En conclusion, il semblerait que les bactéries multi-résistantes soient largement 

distribuées dans différents écosystèmes. Bien que les insectes ne soient pas en contact 

naturel avec des antibiotiques, ces insectes peuvent être colonisés par des bactéries 

résistantes et peuvent être considérées comme un réservoir de souches d’entérobactéries 

multi-résistantes productrices de BLSE, d’EPC et d’Enterococcus résistants à la 

vancomycine. Ainsi, ces insesctes peuvent jouer un rôle d’épandeurs dans la diffusion 

généralisée de gènes de résistance aux antibiotiques. Celle-ci est devenue une menace 

majeure pour la santé humaine et animale partout dans le monde. Par conséquent, il est 

important d'analyser l'épidémiologie et les mécanismes d'émergence et de la propagation 

de la résistance aux antibiotiques en raison de l’importance croissante des maladies 

zoonotiques. Egalement d’autres études devraient être effectuées pour mieux comprendre 

le rôle de ces insectes dans la propagation de la résistance en milieu communautaire et 

aussi hospitalier 

En perspective, les résultats obtenus au cours de notre étude restent  préliminaires et 

méritent d’être approfondis et complétés par : 

� L’étude d’un grand nombre d’espèces endémiques  en Algérie et d’autres 

régions afin d’avoir une situation plus précise sur la résistance aux antibiotiques chez 

les insectes. 

� L’étude d’un plus grand nombre de souches. 

� Caractérisation moléculaire des gènes impliqués dans la résistance  (PCR et 

séquençage). 

� L’étude de certains facteurs de risque comme l’impact de l’environnement 

(hospitalier et communautaire) dans l’acquisition de souches résistantes. 
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 Tableau I : Composition des milieux de culture (g/l d’eau distillée)  

Bouillon nitraté g/l 

Infusion cerveau-cœur 25 

Nitrate de potassium 10 

Ph 7,2+-0,2 

 

Bouillon nutritif g/l 

Peptone 10 

Chlorure de sodium 5 

Extrait de viande 5 

Ph 7,2 

 

Bouillon de Rothe g/l 

Peptone de caséine 20 

Extrait de viande 1,5 

Glucose 4 

Chlorure de sodium 4 

Phosphate dipotassique 2,7 

Phosphate monopotassique 2,7 

Azide de soduim 0,2 

Ph 6,9 

 

Gélose BEA g/l 

Caseinenzymic hydrolysate 17 

Proteose peptone 3 

Beefexrat 5 

Oxgall 10 

Sodium chloride 5 

Agar 15 

Esculine 1 

ferric ammonium citrate 0,5 

Soduimazide 0,15 

Ph 7,1/7,2 

 

Gélose EMB g/l 

Peptone 10 

Lactose 10 

Phosphate dipotassique 2 

Eosine 0,4 

Bleu de méthyléne 0,065 

Gélose 15 

Ph 7,1 
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Gélose Muller Hinton g/l 

Hydrolysat acide de caséine 17,5 

Infusion de viande 02 

Amidon 1,5 

Agar 17 

Ph 7,4+-0 ,2 

 

Gélose TSI g/l 

Extrait de viande de bœuf 3 

Extrait de levure 3 

Peptone trypsique 20 

Chlorure de Sodium 5 

Citrate  ferrique 0,3 

Thiosulfate de sodium 0,3 

Lactose 10 

Glucose 1 

Saccharose 10 

Rouge de phénol 0,05 

Agar 12 

Ph 7,4 

 

Mannitol- Mobilité g/l 

Peptone 20 

Nitrate de potassium 1 

Mannitol 2 

Rouge de phénol 0,04 

 PH 8,1 

 

Milieu de Citrate de Simmons g/l 

Ammonium dihydrogenophosphate 01 

Phosphate dipotassique 01 

Chlorure de sodium 05 

Citrate de sodium 02 

Sulfate de magnésium 0,2 

Bleu de bromothymol 0,08 

Agar 15 

Ph 7,0+- 0,2 

 

Milieu de Chromagar orientation g/l 

Extrait de levure et peptone 17 

Chromogenic mix 01 
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Agar 15 

Ph 07 

 

Milieu Urée-Indole g/l 

L-tryptophane 03 

Phosphate monopotassique 01 

Phosphate bipotassique 01 

Chlorure de sodium 05 

Urée 20 

Alcool à 95 10 ml 

Rouge de phénol 0.025 

Ph 07 

 

Milieu Clark et lubs g/l 

Peptone trypsique de viande 05 

Glucose 06 

Phosphate bipotassique 05 

Ph 07 

 

Gélose Nutritive g/l 

Peptone de viande 10 

Extrait de viande 03 

Extrait  de levure 03 

Chlorure de levure 05 

Agar 18 

Ph 7 

 

Gélose TSB g/l 

Peptone trypsique de caséine 17 

Peptone papainique de soja 3 

Chlorure de sodium 5 

Phosphate bipotassique 2 

Ph 7,3 
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Tableaux II: Les réactifs utilisés dans cette étude 

Réactif de Griess (NRI et NRII) : 

               NRI (ml) 

Acide sulfanilique 0,8 

Acide acétique 5N 100 

 

 

Réactif de Kovacs : 

               Kovac (ml) 

p-dimétylaminebenzaldéhyde 10 

Acide chloridrique 50 

Acide amylique 150 

 

Rouge de méthyle (RM) : 

RM 

Rouge de méthyle 0,5 g 

Alcool éthylique à 60° 100 ml 

 

Réactif de Voges-Proskauer (VPI-VPII) : 

VPI 

α –naphtol 6 g 

Alcool  à 90° 100 ml 

 

VPII 

 NaOH 4N 

 

Réactif de Tryptophane Désaminase (TDA) : 

TDA (ml) 

Soluté de perchlorure de fer feC13 10 

Eau distillée 20 

 

               NRII (ml) 

Diméthylamine 0,6 

Acide acétique 5N 100 



Annexe III 

 

  

 

Tableau III: Interprétation de l’aspect des colonies sur milieu Chromagar 

(CHROMAgar™ Orientation), (Denis et al., 2007). 

Espèce Couleur de colonies 

Eschirichia. Coli Colonies rose à pourpre 

KES-C (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, 

Citrobacter) 

Colonies bleu vert à bleu es avec ou sans 

auréole violette 

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia. 

 

Colonie pales à beiges, cernées d’une auréole 

ambre à marron 

Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses brunâtres 

Acintobacter baumannii Colonies muqueuses opaque 

Enterococcus Petites colonies bleu turquoises 
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Tableau IV : Galerie biochimique d’identification des souches (Les différents tests utilisés 

le principe, les techniques et les règles d’interprétation des tests effectués dans la galerie 

biochimique classique), (Denis et al., 2007). 

Milieu Mode 

d’ensemencement 

Caractère 

recherchés 

Résultats 

Bouillon nitraté  Ensemencement du 

milieu avec une 

suspension 

bactérienne, et 

l’incubation est 

réalisée à 37°C/24h. 

Réduction des 

Nitrates 

en Nitrites. 

Nitrate réductase+ : 

virage au rouge du 

milieu après l’ajout 

des deux réactifs NR I 

et NR II. 

Nitrate réductas - : 

Virage au jaune du 

milieu. 

 TSI Ensemencement de 

la pente de la gélose 

par des stries serrées, 

puis le culot par 

piqûre centrale et 

l’incubation est 

réalisée à 37°C/24h. 

 

*Fermentation 

du : 

-Lactose. 

-Glucose. 

-saccharose. 

*Production : 

-De gaz. 

-d’H2S. 

Lactose +: virage de 

la pente au jaune. 

 

Saccharose+: 

Virage au jaune 

au milieu de tube. 

Glucose+: virage de 

culot au jaune. 

 

Gaz+ : apparition des 

bulles ou des poches 

gazeuses qui décalent 

la gélose du fond de 

tube. 

 

Production d’H2S : 

Noircissement du 

milieu. 

Urée-Indole 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensemencement du  

milieu avec une 

suspension bactérienne. 

l’incubation est 

effectuée à 37°C/24h. 

 

-Uréase. 

-Indole. 

-Tryptophane 

Désaminase 

Uréase+ : Virage du 

milieu au rouge/ rose. 

 

Indole+ : Apparition 

d’un anneau rouge en 

surface après l’ajout 

de quelques gouttes de 

réactif de Kovacs. 

 

TDA+ : Coloration 

marron du milieu 

après l’ajout de 

quelques gouttes de 

réactif TDA. 
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Clark et Lubs Ensemencement 

du milieu par 

l’ajout de quelque 

goutte de la 

suspension 

bactérienne, 

l’incubation est 

réalisée 

37°C/24h. 

Type 

fermentaire. 

Test VP+ : virage au 

rouge cerise après 

l’ajout des réactifs VP 

I et VP II. 

 

Test RM+ : 

Coloration rouge 

après l’ajout de 

réactif RM. 

Citrate de Simmons Ensemencement de 

la pente de la gélose 

par des stries 

longitudinales et 

l’incubation est 

réalisée à 37°C/ 24h. 

Utilisation du 

citrate comme 

seule source de 

Carbone. 

 

Citrate+ : virage de 

milieu au bleu et une 

culture sur la pente. 
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Tableau V: Identification des souches d’entérocoques  isolées chez les fourmis. 

Code Souches 

 

Isolement 

sur 

BEA 

Gram Catalase Résistance 

à 

60°C/30min 

 

Croissance 

sur 

bouillon 

hypersalé 

Réduction 

de tellurite 

de 

potassium 

  Culture 

positive, 

colonies 

grises 

avec halo 

noir 

Coque à 

Gram 

positif, 

disposé en 

chaînettes 

Catalase 

négative 

Trouble Trouble Trouble 

FR 7 Enterococcus sp + + - + + - 

FR 18 Enterococcus sp + + - + + - 

FR 26 Enterococcus sp + + - + + - 

FR 28 E. feacalis + + - + + + 

FR 30 Enterococcus sp + + - + + - 

FR 39 E. feacalis + + - + + + 

FR 40 Enterococcus sp + + - + + - 
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Résumé  

 

Le but de ce travail est de rechercher la présence de bactéries (EPC, EBLSE, ERV) résistantes 

aux antibiotiques chez les insectes (Fourmis : Pheidole pallidula, Mouches : Calliphora sp et 

Moustiques : Psychodidae sp). 

 Un total de 115 prélèvements a été réalisé au niveau de différentes régions de la 

Wilaya de Bejaia dans des milieux communautaires et aussi au niveau de l’EPH de la Wilaya 

de Mila. Après isolement et identification, la sensibilité des souches aux antibiotiques a été 

déterminée par la méthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton. Les phénotypes de 

résistances ont été déterminés par l’utilisation de tests phénotypiques incluant le DD-test, test 

CIM, test de Hodge modifié. Une caractérisation phénotypique des entérocoques et des CMI 

vis-à-vis de la vancomycine ont été réalisées. 

Au total, 16 souches productrices de BLSE, 02 souches productrices d’AmpC 

plasmidique, 03 souches productrices d’EPC et 02 souches ERV ont été isolées. 

Les insectes peuvent être des réservoirs de souches résistantes aux antibiotiques y 

compris les BLSE, les EPC et les ERV. Ce qui constituer un sérieux problème pour la santé 

humaine. 

Mots-clés : Insectes, BLSE, EPC, ERV, Algérie. 

Abstract 

The aim of this work is to investigate the presence of resistant bacteria (EPC, EBLSE, ERV) 

in insects (Ants: Pheidole pallidula, Flies: Calliphora sp and Mosquitoes: Psychodidae sp).  

115 samples were collected from different regions of Bejaia and also in the hospital of 

Mila. After isolation and identification, the susceptibility of the strains to antibiotics was 

determined by the Mueller Hinton agar diffusion method. Resistance phenotypes were 

determined by the use of phenotypic tests including DD-test, CIM test, modified Hodge test. 

Enterococci identification MICs to vancomycin were done. 

A total of 16 strains producing ESBL, 02 strains producing plasmidic AmpC, 03 

strains producing CPE and 02 strains ERV were isolated. 

Insects can be reservoirs of antibiotic-resistant strains including ESBLs, CPEs and 

VREs. This constitutes a serious problem for human health. 

 Keywords: Insects, ESBL, CPE, VRE, Algeria. 


