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Les maladies infectieuses ont été la principale cause de mortalité à travers le monde 

par l’apparition de plusieurs pandémies et épidémies (Peste,...), ce qui a causé la fin de 

multiples civilisations à travers le temps (Kardos et Demain, 2013). 

Ce n’est qu’en 1928 après la découverte des antibiotiques (pénicilline G en 1928) 

qu’il y’a eu un grand changement en médecine par la diminution considérable des 

mortalités et morbidités dues aux maladies infectieuses (Van Hoek et al., 2011). Depuis 

leur découverte jusqu’aux années soixante-dix une douzaine de familles furent découvertes  

et sont utilisées de nos jours pour le traitement des maladies infectieuses (Bassetti et al., 

2013). 

 Malheureusement, la résistance bactérienne aux antibiotiques a rapidement 

constitué un problème de sante important à l’échelle mondiale, chaque apparition d’un 

nouvel antibiotique s’est rapidement accompagnée de l’apparition de bactéries qui lui sont 

résistantes (Hawkey, 2008). Cette résistance est due à une mauvaise utilisation des 

antibiotiques aussi bien en thérapie humaine qu’en thérapie ou alimentation animale et par 

conséquence l’augmentation des échecs thérapeutiques (Ben redjeb et al., 2000). Plusieurs 

rapports attestent l’augmentation des couts et des taux de mortalité associés à cette 

résistance (Kim et al., 2001 ; Tansarli et al ., 2013). 

 Les bacilles à Gram négatif sont souvent isolés dans les laboratoires de 

microbiologie, ils ont une place très importante en médecine humaine (divisés en : 

entérobactéries et Gram négatif non fermentaires) (Liassine, 2000). 

Ils résistent aux β-lactamines en utilisant des mécanismes de résistance variés 

comme la perméabilité, l’efflux, modification de la cible et le plus fréquent qui est le 

mécanisme enzymatique « les β-lactamases » (Vora et Auckenthaler, 2009). 

Les β-lactamases ou aussi nommées « pénicillinases » ont été décrites pour la 

première fois dans les années soixante chez Escherichia coli (E. coli) et Klebsiella 

pneumoniae (Cattoir, 2008). Chez les bactéries à Gram négatif, les β-lactamases se 

trouvent au niveau de l’espace péri plasmique (Medeiros, 1984). Elles agissent sur les              

β-lactamines en ouvrant le cycle β-lactame qui mène à la perte d’un groupement carboxyle, 

ce qui empêche l’action de l’antibiotique (Ambler, 1980). L’acquisition de ce mécanisme 

de résistance chez les souches pathogènes peut engendrer un risque d’échec thérapeutique 

(Schwaber et Carmeli, 2007). 
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La classification d’Ambler est basée sur la séquence primaire en acides aminés des 

β-lactamases et permet de les diviser en 4 groupes (A, B, C, D) (Ambler, 1980). La classe 

A, C et D sont des enzymes à sérine active tandis que la classe B sont des métallo-enzymes 

qui  nécessitent la présence de ions de  zinc (Mérens etal., 2011). 

 Une autre classification, celle de Bush-Jacoby-Medeiros dite fonctionnelle  mise en 

œuvre en 1989 et actualisée en 1995 puis réactualisée en 2010.Cette classification est basée 

sur le spectre préférentiel des enzymes et leur sensibilité aux inhibiteurs. Elle répartie ces 

enzymes en trois classes. Par exemple, les β-lactamases à Spectre Etendu (BLSE) font 

partie du 2be et 2de, les céphalosporinases dans le groupe 1 et les métallo-β-lactamases 

dans le groupe 3 (Bush et Jacoby, 2010). 

Les β-lactamases de classe A sont d'origine chromosomique ou plasmidique (Knox, 

1995).Elles sont inhibées par l’acide clavulanique (Livermore, 1995). Les β-lactamases de 

classe B sont des métallo-β-lactamases qui hydrolysent le cycle β-lactame en présence de 

Zinc (Bandoh et al., 1991). Elles ne sont pas inhibées par les inhibiteurs classiques mais 

inhibées par les agents chélateurs (EDTA)(Bebrone, 2007). La classe C regroupe les 

céphalosporinases de type AmpC, codé par des gènes se trouvant initialement sur le 

chromosome de bactéries à Gram négatif comme  Citrobacter freundii, Serratia 

marcescens et Enterobacter spp.  Chez ces dernières, l’AmpC est inductible. Ces gènes 

sont aussi rencontrés chez E. coli chez laquelle sont expression n’est pas inductible. Ces 

enzymes ne sont pas inhibées par l’acide clavulanique (Philippon et al., 2002). Elles sont 

inactivées par la cloxacilline et sont résistantes aux pénicillines, les céphalosporines et les 

monobactames. Elles peuvent êtres chromosomiques ou plasmidiques  comme CMY et 

DHA (Jacoby, 2009). Enfin, les enzymes de la classe D sont retrouvées fréquemment chez 

Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter spp. et peu chez les entérobactéries et sont 

faiblement inhibées par l’acide clavulanique (Paterson et Bonomo, 2005). 

Parmi les β-lactamases, on trouve les β-lactamases à spectre élargi (BLSE) qui 

hydrolysent la majorité des β-lactamines sauf les céphamycines et les carbapénèmes. Les 

bactéries qui possèdent une BLSE sont multi résistantes aux antibiotiques, ce qui rend le 

traitement des infections causées par ces germes très compliqué (Paterson et al., 2005). 

Les carbapénèmes sont les antibiotiques les plus utilisés dans le traitement des  infections à 

bactéries productrices de BLSE. Cependant,  il y’a apparition de souches résistantes àces 

antibiotiques(Grall, 2011). 
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Les carbapénèmases sont incluses dans 3 classes de β-lactamases. La classe A telle 

que les KPC (Klebsiella pneumoniaecarbapenemase24 variants), métallo-β-lactamases 

(MBL) tels que VIM (Verona integron encoded metallo-beta-lactamase,46 variants) IMP 

(53 variants) et NDM (New Delhi Metalo-beta-lactamase, 16 variants) et  les OXAdans la 

classe D (www.lahey.org, consulté le 01-16-2017). 

Les KPC résistent à toutes les β-lactamines y compris l’Aztréonam. L’acide 

clavulanique les inhibe faiblement in vitro, contrairement à l’acide boronique qui les inhibe 

complètement (Pitout, 2012). Les KPC sont fréquentes en Amérique latine, en Chine, en 

Grèce, aux Etats-Unis et en Israël (Stoesser et al., 2017). Le premier cas de KPC en 

Algérie a été retrouvé en 2013 chez un enfant de 6 mois souffrant d’une hydrocéphalie, 

admis au service de neurochirurgie à l’hôpital universitaire de Sétif (Bakour et al., 2015). 

Les NDM résistent à toutes les β-lactamines à l’exception de l’Aztréonam. Elles 

constituent une menace en santé publique par leur propriété de diffuser rapidement 

(Nordmann et al., 2009; Nordmann et al., 2011).En Algérie, les premières NDM-1 ont 

été identifiées chez A. baumannii (Boulanger et al., 2012). 

Pour les enzymes de type OXA, on compte 498 variant (www.lahey.org, consulté 

le 01-06-2017). Les enzymes de type OXA-48 causent une faible baisse de sensibilité aux 

β-lactamines, elles résistent aux pénicillines, céphalosporines et les carbapénèmes et ne 

sont que faiblement actif contre les céphalosporines de 3
ème

 génération (C3G) et 

monobactames. Souvent retrouvées chez E. coli et K. pneumoniae, sont endémiques en 

Turquie, en inde et en Afrique du nord (Poirel etal., 2013). Depuis sa première 

identification, différentes variantes ont été rapportées dont OXA-162, OXA-181, OXA-

204,OXA-232, OXA-244, OXA-245 et OXA-370 confèrent un profil de résistance très 

similaire(Oteo et al.,2013 ; Nordmann et Poirel, 2014; Dortet et al., 2015). Chez 

Acinetobacter baumanii, on trouve quatre sous-groupes d’Oxacillinase (OXA-26, OXA-

24/40, OXA-58 et OXA-143) (Senkyrikova et al., 2013). La première carbapénèmase de 

type OXA-48  retrouvée en Algérie a été isolée à Constantine dans un hôpital militaire,  

elle a été produite par une souche d’E. coli (Agabou et al., 2014) et la première OXA-23 a 

été isolée chez une souche d’A. baumannii en 2004 (Mugnier et al., 2010). 

La colistine est utilisé comme dernier recourt pour le traitement des infections dues 

aux bactéries à Gram négatif  résistants aux carbapénèmes en particulier K. pneumoniae, 

http://www.lahey.org/
http://www.lahey.org/
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Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa (Biswas et al., 2012).Cependant, ces 

bactéries ont adopté plusieurs mécanismes de résistance à cette molécule en modifiant la 

structure de la paroi (modification du lipopolysaccharide (LPS) par l’addition du 

phosphoethanolamine ou 4-amino-4-arabinose ou la perte du lipopolysaccharide) par 

mutation des gènes  pmrA/ pmrB / phoP / phoQ / mgrB et lpxCAD (Olatain et al ., 

2014).Il existe aussi une résistance plasmidique à la colistine par acquisition du gène mcr-1 

qui code pour une phosphoéthanolamine transférase qui modifie le lipide A du LPS (Telke 

et Rolain, 2015). Le gène mcr-2 a été récemment mis en évidence en Belgique  hébergé 

sur un plasmide chez E. coli isolées des porcs et des bovins (Sun et al., 2017). 

Les entérocoques sont des bactéries à Gram positif sous forme de cocci isolés ou 

arrangés en paires ou en courtes chainettes (Pulsen et al., 2003), très répondus dans 

l’environnement (sol, plantes, eau,…) (Teixeira et al.,2007), mais se trouvent  

préférentiellement au niveau du tractus intestinal de l’homme et des animaux à sang chaud 

(10
5
-10

8 
UFC/g de la matière fécale) (Murray, 1990; Devriese et al., 2006).Le genre 

Enterococcus faisait partie anciennement des streptocoques du groupe D (Lancefield, 

1933). Plus tard, Sherman a divisé les streptocoques en 4 groupes : les streptocoques 

fécaux (entérocoques), les streptocoques du lait, le groupe viridans (α-hémolytiques) et les 

streptocoques pyogènes (β-hémolytiques)(Klein, 2003). 

Enterococcus faecalis  (85 à 90%) et Enterococcus faecium  (5à 10%) sont les deux 

espèces les plus importantes rencontrées en médecine humaine (AFSSAPS, 2008).            

En effet, les entérocoques ont pris un grand rôle dans les infections nosocomiales 

(Courvalin, 2006). La capacité des entérocoques à acquérir les gènes de résistance aux 

antibiotiques les rends importants dans les infections nosocomiales, car ils deviennent des 

véhicules de la résistance et de la virulence (Lytikainen et al., 2008; Ogier et Serror, 

2008). 

Les entérocoques possèdent une résistance  naturelle de bas niveau à de nombreux 

antibiotiques comme les β-lactamines (Courvalin et Leclerco, 2016),et une résistance 

acquise aux glycopeptides ou aux aminosides. La plus importante en clinique est la 

résistance à la vancomycine (ERV), surtout par  l’acquisition du gène vanA (Werner et al., 

2008). Les glycopeptides agissent sur la synthèse de la paroi des bactéries à Gram positif 

en inhibant la trans-glycosilation. Il existe neufs phénotypes de résistance aux 

glycopeptides chez les entérocoques, le phénotype VAN A (résistance très élevée et 
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inductible à la vancomycine et la téicoplanine),le phénotype VAN B (résistance variable et 

inductible à la vancomycine, sensible à la téicoplanine), le phénotype VAN D (résistance 

constitutive à des niveaux modérés pour les deux glycopeptides),les phénotypes C,E,G,L, 

et N (résistance de bas niveau à la vancomycine et une sensibilité à la téicoplanine) 

(Courvalin et Leclerco, 2016).En Algérie, le premier cas d’Enterococcus faecalis 

résistant à la vancomycine a été rapporté en 2006 chez un patient de 24 ans  souffrant 

d’une uropathie malformative (Aggoune et al., 2008). 

La résistance aux antibiotiques chez les bactéries commensales comme les 

entérocoques est préoccupante ces dernières années chez la faune sauvage, qui peut porter 

et diffuser cette résistance dans l’environnement (Santos et al., 2013). 

Les antibiotiques sont utilisés en médecine humaine et animal, comme suppléments 

alimentaires en tant que facteur de croissance pour augmenter la rentabilité, en agriculture 

et technologie alimentaire, ce qui a amené  à l’exercice d’une pression de sélection sur ces 

bactéries et la dissémination des gènes de résistances chez l’homme et les animaux 

(Sande-Bruinsma et al., 2008).La limitation de l’utilisation des antibiotiques chez 

l‘homme et l’animal est quasi impossible car les antibiotiques utilisés chez l’animal 

peuvent toucher l’homme et vice versa (Gulberg et al., 2011 ;Edwards et al., 2012). La 

faune sauvage n’est généralement pas exposée aux antibiotiques utilisés en clinique 

(Martinez,2009). Cependant, les animaux sauvages peuvent être infectés par des bactéries 

résistantes aux antibiotiques par le contact avec l’homme, des installations agricoles et par 

l’environnement (Dolejska et al., 2007). Une fois ces animaux contaminés, ils peuvent 

devenir à leur tour des réservoirs, vecteurs et bio indicateurs de bactéries pathogènes 

résistantes (Literak al., 2007). Les chauves-souris ainsi que les autres animaux sauvages 

font partie des cycles épidémiologiques de plusieurs zoonoses (Meslin, 1997). 

Les chauves-souris sont les seules mammifères volants qui appartiennent à l’ordre 

des chiroptères « volent avec les mains » et qui sont réparties partout dans le monde 

excepté l’Antarctique (Schipper et al., 2008).Aujourd’hui, on compte mille quatre cents 

espèces dans le monde(Colombo, 2017)dont vingt-six espèces en Algérie (Kowalski et 

Rzebick Kowalska, 1991). En 1983, Gaisler signala la présence de Myotis nattereri et 

l’apparition après son absence de Pipistrellus  pipistrellus et Myotis capacciniien Algérie 

(Sétif).  
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La longévité des chauves-souris peut atteindre 31 ans pour certaines espèces, avec 

une seule portée par an mais très rarement deux petits. Leur cycle de vie est répartie en 

quatre phases ; l’hibernation (du mois de Novembre au mois de Mars) durant laquelle elles 

prennent refuge dans des lieux calmes, tempérés et humides (troncs d’arbres, grottes,…), la 

phase estivale (Mai à Septembre), durant cette période elles se déplacent dans leur demeure 

d’été où  les femelles se regroupent  et mettent bas. La période de transition se trouve entre 

les deux phases précédentes, durant cette période, les chauves-souris reconstituent leurs 

réserves corporelles après avoir perdue leur poids durant l’hibernation ou bien se préparer 

à cette dernière (LPO, 2004). 

Les chauves-souris ont une habitude alimentaire qui est très variée d’une espèce à 

une autre (Calisher et al., 2006). Elles se nourrissent de sang de mammifères, fruits, 

insectes et nectar (Voigt et al., 2003).  En Algérie, les chauves-souris sont uniquement 

insectivores (Ahmim, 2011). 

Il existe une relation entre les habitudes alimentaires et la flore présente dans le 

tractus gastro-intestinal. En effet,  l’alimentation peut influencer sur la distribution de cette 

flore chez la chauve-souris (Anand et Sripathi, 2004).Elles peuvent transmettre à 

l’homme  les infections par voie direct ou indirect par des hôtes intermédiaires (animaux 

de compagnie et bétail), cette transmission s’accroit lors d’une exposition accrue de 

l’activité de l’homme aux chauves-souris (Moya et al., 2004; Pulliam, 2008; Pulliam et 

Dushoff, 2011). 

A l’université de Bejaïa, le professeur Touati et son équipe travaillent sur la 

résistance aux antibiotiques des souches cliniques, environnementales, alimentaires et chez 

les animaux (d’élevage, de compagnie). A notre connaissance  il y’a qu’un seul travail sur 

la résistance aux antibiotiques des souches bactériennes isolées chez la chauve-souris 

réalisé par Agsous en 2016 (mémoire de Master) a été effectué au niveau de l’université de 

Bejaia. 

L’objectif de ce travail a consisté en la recherche de la flore résistante aux 

antibiotiques chez la chauve-souris, cette étude s’articulera sur deux parties : 

 Isolement et identification de bacilles à Gram négatif résistants aux C3G ou 

aux carbapénèmes et des entérocoques résistants à la vancomycine à partir 

de prélèvements de guano et d’écouvillonnages cloacaux  en utilisant des 

géloses additionnées d’antibiotiques; 
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 Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques et déduction des 

phénotypes de résistance.   
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I. Prélèvements 

 Au cours de cette étude (du 13 Mars au 20 Mai 2017) des échantillons de guano 

ainsi que des écouvillonnages cloacaux de chauves-souris provenant des grottes d’Aokas et 

de Batna ont été collectés et acheminés au laboratoire de microbiologie de l’université de 

Bejaia pour être analysés.  

II. Pré-enrichissement 

Les prélèvements ont été  pré-enrichis dans le bouillon Trypticase  Soja (TSB) puis 

incubés à 37°C/24h. 

 

Figure1 : Pré-enrichissement. 

La composition des milieux de culture et réactifs utilisés est donnée dans l’annexe I. 

III. Bactéries à Gram positif : Recherche des entérocoques résistants à la 

vancomycine 

III.1. Isolement et caractérisation phénotypique 

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

Rothe auquel de la vancomycine (VAN) (10μg /ml) et de la colistine (10μg/ml) ont été 

préalablement ajoutés. L’incubation a été effectuée 37°C/24h. 

 Isolement 

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. 
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 Lecture 

L’examen macroscopique des colonies sur milieu BEA montre de petites colonies 

translucides, entourées d’un halo noir. L’apparition des colonies sur le milieu BEA indique 

la résistance de ces bactéries à la bille et l’azide de sodium. L’apparition de couleur noir 

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). 

 

Figure2 : Aspect des colonies sur gélose BEA. 

 Coloration de Gram 

La coloration de Gram a été réalisée selon la méthode représentée dans l’annexe II. La 

coloration de Gram est une coloration qui permet de distinguer entre les bactéries à Gram 

positif et les bactéries à Gram négatif, l’examen microscopique permet d’observer des 

cocci (couleur violette) en paire (diplocoque) ou en courtes chainettes (Franz et Holzapfel, 

2004). 

 Catalase 

Afin de réaliser ce test, des colonies ont été déposées sur une lame, puis une goutte 

d’eau oxygénée a été mise sur cette dernière. Les bactéries produisent pendant la 

respiration du peroxyde d’hydrogène (H2O2), les bactéries le dégradent grâce à l’enzyme 

catalase, cette dernière dégrade le H2O2 en eau et oxygène. La réaction d’effervescence 

signifie que la bactérie est catalase positive (Marchal et al., 1982). 

 Croissance et résistance à la chaleur  

Des colonies prélevées sur BEA ont été ensemencées dans 5 ml de TSB additionné de 

0,25ml de glucose à 10%. Les tubes ensemencés ont été incubés à 60°C/30min, puis 
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incubés à 37°C/24h. Les entérocoques sont  capables de résister à la chaleur, la 

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

(Terzaghi et Sandine, 1975). 

 Croissance sur un Bouillon hyper-salé  

Un ensemencement dans un tubes de Bouillon hyper salé a été effectué puis incubés à 

37°C/24h Les entérocoques sont tous capables de se développer en milieu hyper salé (6,5% 

de NaCl) contrairement aux streptocoques. La présence d’un trouble dans le tube indique 

un test positif (Schleifer et Kilpper-Balz, 1987). 

 Croissance dans un bouillon  additionné de téllurite de potassium  

La culture bactérienne a été ensemencée dans du TSB (4,5 ml) auquel 0,5 ml de tellurite de 

potassium dilué au préalable à 1/250 (1 ml de téllurite dilué dans 249 ml d’eau distillée) 

puis incubé à 37°C/ 24h. Les souches d’Enterococcus faecalis sont les seules capables de 

se multiplier en présence de téllurite de potassium (Robert et al., 1999). 

III.2. Étude de la sensibilité des souches d’entérocoques vis-à-vis de la 

vancomycine 

         La sensibilité des souches à la vancomycine 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-EUCAST, 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-EUCAST, 2017). 

 Détermination de la concentration minimale inhibitrice  

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie par la plus petite  

concentration d’antibiotique dans laquelle la croissance bactérienne est inhibée après 18h 

d’incubation à 37°C (Archambaud,2009). 

 La détermination de la CMI vis-à-vis de la vancomycine 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 
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VAN(Concentration mère de 5120 µg/ml) 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. Prélever 50 μl pour le mélanger avec la cupule adjacente 

et ainsi de suite jusqu’à la dernière 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 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 bactéries à Gram négatif 

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

céphalosporines de troisième génération  

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

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

de vancomycine (32μg/ml) puis incubés 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 CAZ (4 μg/ml) et de VAN (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 Méropenème (MEM) (1μg/ml) et de VAN (32 μg/ml). L’incubation 

a été effectuée 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 MEM (1μg/ml) et de VAN (32 μg/ml). 

L’incubation a été effectuée 37°C/24h. 

IV.2.1. Identification 

 L’identification des souches a été effectuée sur la base de l’aspect des colonies sur 

milieu Chromagar (CHROMagar™ Orientation) (voir tableau I) et aussi les caractères 
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biochimiques par la réalisation d’une galerie biochimique classique, les différents tests 

utilisés sont présentés dans le tableau II  (Denis et al., 2007). 

Tableau I: Aspect des colonies sur milieu Chromagar. 

Espèces Couleur des colonies 

Escherichia coli Colonies rose à pourpre 

KES (Klebsiella, Enterobacter, 

Serratia),Citrobacter 

Colonies bleu vert à bleues avec ou sans 

auréole violette 

Proteus mirabilis, Morganella, Providencia Colonies pâles à beiges, cernées d'une auréole 

ambre à marron. 

Pseudomonas aeruginosa Colonies muqueuses blanches brunâtres 

Acinetobacterbaumannii Colonies muqueuses blanches opaque 

 

Tableau II : Galerie biochimique d’identification des souches (Denis et al.,2007). 

Milieu Mode d’ensemencement Caractère 

recherché 

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 réductase- : 

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. 



Matériel et méthodes 
 

 

13 

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. 

Clark et 

Lubs 

Ensemencement du milieu par 

l’ajout de quelques gouttes 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 du 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. 

 

Utilisation du citrate comme seule 

source de Carbone. 

 

Mannitol 

mobilité 

Ensemencement par piqure 

centrale, incubation à 37°C/24h 

Utilisation du 

mannitol et 

recherche de la 

mobilité. 

Coloration jaune du milieu : 

Fermentation du mannitol 

Diffusion homogène (voile) : 

Mobilité.  

 

IV.2.2. Détermination  des phénotypes de résistance aux β-

lactamines  des bacilles à Gram négatif 

IV.3. Recherche de la production de BLSE 

 DD-test  

La production d’une BLSE a été détectée par le DD-test qui consiste à déposer des disques 

de Ceftazidime (CAZ : 30 μg) et  Céfotaxime (CTX : 30 μg) à une distance de 20mm 

(centre à centre) d’un disque d’amoxicilline-acide clavulanique (AMC : 20/10 
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μg).L’apparition d’une image de synergie entre AMC et CTX et/ou la CAZ indique la 

présence  probable d’une BLSE (Jarlier et al., 1988). 

D’autres antibiotiques ont été déposés sur la même boite : Aztréonam (ATM : 30 μg), 

Céfoxitine (FOX : 30 μg) et imipenème (IMP : 10 μg). 

 DD-test sur gélose Muller Hinton additionnée de cloxacilline 

Le test à la cloxacilline permet de mettre en évidence une BLSE masquée par la 

production d’une céphalosporinase. La cloxacilline (250 μg/ ml) a été ajoutée à la gélose 

MH pour inhiber la production de céphalosporinase. La différence des  diamètres 

d’inhibition des boites avec et sans cloxacilline (différence ˃ 5 mm) permet de mettre en 

évidence la présence d’une BLSE (Drieux et al., 2008). 

IV.4. Recherche de la production de carbapénèmases 

 Test  CIM (carbapenem inactivation method) 

C’est un test phénotypique très récent qui permet la mise en évidence de la production 

d’une carbapénèmase par les bactéries à Gram négatif. Le test est dit positif quand il ya 

absence d’une zone d’inhibition autour du disque de Méropénème (MEM : 10μg) suite à 

l’inactivation de ce dernier lors de son incubation dans la suspension bactérienne testée 

(Van der Zwaluwet al., 2015).Ce test concerne les souches résistantes ou de sensibilité 

diminuée aux carbapénèmes. 

Le test est réalisé comme suit (Figure 3) : 

 Préparer 500μl d’eau physiologique dans des tubes Eppendorf ; 

 Mettre en suspension une ose d’une souche productrice d’une carbapénèmase 

(témoin positif : Klebsiella pneumoniae KPC) et une autre suspension de la souche 

à tester et ne rien ajouter au troisième tube (témoin négatif) puis homogénéiser au 

vortex ; 

 Mettre un disque de méropénème dans les 3 tubes et incuber pendant 2h au 

minimum à 37°C ; 

 Après incubation, retirer les disques et les déposer sur la gélose MH préalablement 

ensemencée par la souche E. coli ATCC25922 (sensible à tous les antibiotiques), 

puis incuber à 37°C pendant 24h. 
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Figure 3 : Etapes du Test CIM (Van Zwaluw et al ., 2015).  

 Test de Hodge modifié  

Le test Hodge modifié (MHT) est un test de dépistage phénotypique pour la 

recherche de la production de carbapénèmases. Ce test consiste à déposer un disque 

d’imipenème (10 µg) au centre d’une boite de gélose Mac Conkey préalablement 

ensemencée avec la souche de (E.coliATCC25922). Ensuite la souche à tester, la 

souche témoin positif (Klebsiella pneumoniae KPC) et la souche témoin 

négatif(E.coliATCC25922) ont été ensemencées sur la gélose sous forme de stries 

partants  du disque vers le bord de la gélose puis incubées à 37°C/24h. La déformation 

de la zone d’inhibition et la formation d’un trèfle indique la production probable d’une 

carbapénèmase (Lee et al., 2010, CA- SFM, 2013).

 

Figure 4 : Hodge test modifié. 
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I. Prélèvements 

Au cours de cette étude, 120 échantillons de chauve-souris dont 86 prélèvements de 

guano (79 à Batna et 9 à Bejaia) et 34 écouvillonnages cloacaux de Bejaia (tableau 

III) ont été  collectés au niveau de leur niche écologique (grottes) puis analysés. 

Tableau III : Différents prélèvements effectués. 

Code Type de prélèvement Date du prélèvement Lieu du prélèvement 

CS1 à CS7 Guano 04-2016 Aokas 

CS8 à CS18 Ecouvillonnage 21-02-2017 Aokas 

CS19 à CS 34 Ecouvillonnage 21-02-2017 Aokas 

CS35 à CS 100 Guano 12-04-2017 Batna 

CS101 à CS107 Ecouvillonnage 27-04-2017 Aokas 

CS108 à CS120 Guano 12-04-2017 Batna 

Total 120 

 

II.  Souches bactériennes 

 Sur un total de 120 prélèvements, 116 souches bactériennes ont été isolées dont 59 

souches (50,86 %) sur gélose Mac Conkey additionnée de céftazidime, 22 souches 

(18,96%) sur gélose Mac Conkey additionnée de méropenème et 35 souches (30,17%) sur 

gélose BEA additionnée de vancomycine. 

III. Sensibilité des souches aux antibiotiques 

III.1. Les entérocoques  

Parmi les 35 souches testées vis-à-vis de la vancomycine, 16 ont été retrouvées 

résistantes et sont représentées dans le tableau suivant ainsi que les résultats des tests de 

leur l’identification. 
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Tableau IV : Résultats de la recherche et identification des entérocoques. 

C
o

d
e 

Isolement 

sur BEA 
Chromagar Catalase 

Diamètre 

vancomycine  

(mm) 

Interprétation 

Hyper 

salé 

Tellurite 

de 

Potassium 

Test à la 

chaleur 
Identification 

CS 

38 

P Bleu 

turquoise  

- 6 (R) - + +/- Enterococcus

faecalis 

CS 

40 

P Bleu  

turquoise  

- 6 (R) + - +/- Enterococcus

sp. 

CS 

41 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + + +/- Enterococcus

faecalis 

CS 

64 

P Bleu  

Turquoise 

- 6 (R) - + +/- Enterococcus

sp. 

CS 

71 

P Bleu 

turquoise 

 

- 6 (R) + - +/- Enterococcus

sp. 

CS 

72 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + + +/- Enterococcus 

faecalis 

CS 

73 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + - +/- Enterococcus

sp. 

CS 

83 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + + +/- Enterococcus 

faecalis 

CS 

93 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + - +/- Enterococcus

sp. 

CS 

109 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + + +/- Enterococcus 

faecalis 

CS 

111 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + + +/- Enterococcus 

faecalis 

CS 

116 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) - + +/- Enterococcus

faecalis 

CS 

117 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) - + +/- Enterococcus

faecalis 

CS 

118 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) - - +/- Enterococcus      

sp. 

CS 

119 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + + +/- Enterococcus 

faecalis 

CS 

120 

P Bleu 

turquoise 

- 6 (R) + + +/- Enterococcus 

faecalis 

(R) : Résistante, (P) : poussée 
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 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

Les CMIs ont été effectuées chez 7 Souches d’entérocoques. Les résultats obtenus ont 

montré que toutes les souches testées sont sensible à la vancomycine(tableau V).  

Tableau V : Résultat de la détermination de la CMI. 

Code Espèce CMI (mg/l) Interprétation  

CS 64 Enterococcus sp. < 0.25 (S) 

CS 73 Enterococcus sp. 0.5 (S) 

CS 83 Enterococcus sp. < 0.25 (S) 

CS 93 Enterococcus faecalis < 0.25 (S) 

CS 116 Enterococcus faecalis < 0.25 (S) 

CS 117 Enterococcus  faecalis < 0.25 (S) 

CS 119 Enterococcus  faecalis < 0.25 (S) 

 

III.2. Bactéries à Gram négatif  

III.2.1.Analyses des phénotypes de résistance  

 DD-test  

Sur 59 souches testées, une seule souche (CS 63 : Kluyvera ascorbata) a présenté une 

image de synergie (Figure 3), traduisant ainsi la production probable d’une BLSE. 

L’interprétation  des diamètres en sensible, intermédiaire et résistant a été utilisé en suivant 

les recommandations du CASFM, 2013 et du CASFM- EUCAST,2017. 

 

Figure 5: Image de synergie de  Kluyvera ascorbata  CS 63. 
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 DD-test avec la cloxacilline 

L’image de synergie peut être masquée par une céphalosporinase (chromosomique 

ou plasmidique). Les souches ayant présentées une résistance à la céfoxitine (16 souches) 

ont été testées sur gélose MH additionnée de cloxacilline. Aucune image de synergie n’a 

pu être observée après l’ajout de cloxacilline.  

Le tableau ci-dessous résume les différents diamètres des zones d’inhibition sur gélose MH 

sans et avec la cloxacilline. 

Tableau VI: Comparaison entre les diamètres des zones d’inhibition sur gélose MH sans 

et avec cloxacilline. 

Code 

 

Espèce Diamètre 

(mm) 

AMC IMP ATM CTX FOX CAZ Image 

de 

synergie 

Phénotype 

Probable 

CS 

31 

Enterobacter 

sp. 

Sur MH 9 (R)  28(S) 14(R) 6(R) 6(R) 6(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 32 (S) NT NT 34(S) 34(S) 20(R) - 

≠ (mm) 23  - - 28 28 14  

CS 

35 

Enterobacter 

sp. 

Sur MH 10(R) 31(S) NT 14(R) 6(R) 10(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 36 (S) NT NT 36(S) 36(S) 18(R) - 

≠ (mm) 26 - - 22 30 8 
 

CS 

36 

Raoultella 

sp. 

Sur MH 6 (R) 29(S) NT 9(R) 6(R) 9(R) - 

ND MH+CLOX 38 (S) NT NT 36(S) 36(S) 12(R) - 

≠ (mm) 32 - - 27 30 3  

CS 

37 

Enterobacter 

sp. 

Sur MH 8(R) 29(S) NT 8(R) 6(R) 6(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 36 (S) NT NT 36(S) 40(S) 18(R) - 

≠ (mm) 28 - - 28 34 12 
 

CS 

38 

Raoultella 

sp. 

Sur MH 10 (R)  33(S) NT 10(R) 6(R) 6(R) - 

ND MH+CLOX 18 (R) NT NT 30(S) 20(S) 26(S) - 

≠ (mm) 8 - - 20 14 14  

CS 

40 

Enterobacter 

sp. 

Sur MH 8 (R) 36(S) NT 10(R) 6(R) 12(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 36(S) NT NT 36(S) 36(S) 20(R) - 

≠ (mm) 28 - - 26 30 8 
 

CS 

73 

Enterobacter 

sp 

Sur MH 8 (R) 27(S) 13(R) 6(R) 6(R) 6(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 36 (S) NT NT 19(R) 19(S) 12(R) - 

≠ (mm) 28 - - 13 13 6 
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CS 

75 BGN-NF 

Sur MH 22 (S) 25(S) 13(R) 6(R) 6(R) 6(R) - 

ND MH+CLOX 23 (S) NT NT 18(R) 12(R) 15(R)  

≠ (mm) 1 - - 12 6 9  

CS 

81 

Enterobacter 

sp. 

Sur MH 9 (R) 29(S) 9(R) 6(R) 6(R) 6(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 42 (S) NT NT 36(S) 40(S) 22(I) - 

≠ (mm) 33 - - 30 34 16  

CS 

85 BGN-NF 

Sur MH 12 (R) 26(S) 16(R) 9(R) 6(R) 6(R) - 

ND MH+CLOX 36 (S) NT NT 36(S) 40(S) 20(R) - 

≠ (mm) 24 - - 27 34 14  

CS 

102 

Raoultella 

sp. 

Sur MH 6 (R) 23(S) NT 6(R) 6(R) 6(R) - 

ND MH+CLOX 52(S) 40(S) NT 28(S) 28(S) 36(S) - 

≠ (mm) 46 17 - 22 22 30  

CS 

107 

Enterobacter 

sp. 

Sur MH 6 (R) 21(I) NT 6(R) 6(R) 6(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 22 (S) 33(S) NT 32(S) 24(S) 30(S) - 

≠ (mm) 16 12 - 26 18 24  

CS 

114 

Enterobacter 

sp. 

Sur MH 6 (R) 22(S) NT 10(R) 6(R) 6(R) - Hyperproduction 

d’une 

céphalosporinase 

chromosomique 

MH+CLOX 32 (S) 34(S) NT 35(S) 26(S) 30(S)  

≠ (mm) 26 12 - 25 20 24  

CS 

116 

Klebsiella 

sp. 

Sur MH 7 (R) 22(S) NT 6(R) 10(R) 8(R) - AmpC 

Plasmidique MH+CLOX 11(R) 27(S) NT 6(R) 15(I) 10(R) - 

≠ (mm) 4 5 - 0 5 2  

CS 

117 

Klebsiella 

sp. 

Sur MH 6 (R) 24(S) NT 8(R) 6(R) 6(R) - AmpC 

Plasmidique MH+CLOX 34(S) NT NT 24(I) 36(S) 24(I) - 

≠ (mm) 28 - - 16(R) 30 18  

NT :non testé, (R) : résistant,(S) : sensible, ND : non déterminé, BGN-NF : Bacille à 

gram négatif non fermentaire.  

 Test de CIM 

Le test de CIM réalisé chez 16 souches était négatif. Ce résultat montre que ces 

souches résistent aux carbapénèmes par un mécanisme autre que la production de 

carbapénèmases. 
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 Test de Hodge modifié  

Deux souches (CS71 et CS107) sont résistantes ou intermédiaires vis-à-vis de 

l’imipenème (Tableau VIII). L’image de trèfle était faiblement visible (Figure 5) avec la 

souche CS 107: Enterobacter sp.) ce qui indique que cette dernière produit probablement 

une carbapénèmase, par contre aucune image de trèfle n’a été observée avec la souche 

(CS71). 

 

Tableau VII: Résultats de l’antibiogramme pour les souches CS107 et CS71. 

Code Espèce  Date de 

prélèvement  

Site de 

prélèvement  

Type de 

prélèvement  

IMP 

(10μ) 

MEM 

(10μg) 

ETP 

(10μg) 

TEM 

(30μg) 

CS71 Pseudomonas 

sp. 

12-04-2017 Batna Guano 6 

(R) 

6(R) 6(R) 6(R) 

CS 

107 

Enterobacter 

sp. 27-04-2017 Aokas Ecouvillonnage 19(I) 21(I) 18(R) 15(R) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Test de Hodge positif pour Enterobacter sp. CS107
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La découverte des antibiotiques en 1928 a changé  la médecine, car  leur  utilisation 

a réduit d’une façon considérable les taux de morbidité et de mortalité lié aux maladies 

infectieuses (Van Hoek et al., 2011). 

L’âge de la découverte des antibiotique n’a pas duré longtemps car l’utilisation des 

antibiotiques d’une façon abusive et non contrôlée a donné lieu à l’apparition et à la 

dissémination de la résistance (Diene et al., 2012). 

Les bactéries résistantes aux antibiotiques se trouvant dans un environnement 

donné peuvent être  transmises à d’autres bactéries et dans un autre environnement 

(Mahmudur et al., 2015). 

Les premières bactéries résistantes aux antibiotiques mises en évidence au niveau 

de la faune sauvage ont été isolées chez des oiseaux sauvages chez des souches d’E. coli 

résistantes à plusieurs antibiotiques (Bonnedahl et Järhult, 2014). 

Les chauves-souris sont des mammifères qui ont un impact positif sur l’écosystème 

en se nourrissant d’insectes, ce qui a contribué à la diminution de l’utilisation de pesticides 

sur les cultures et aussi à l’élimination d’insectes nuisibles, leur guano est aussi considéré 

comme un excellent engrais naturel (Ahmim, 2011).Elles ont une capacité de voler et 

couvrent de longues distances et à habiter de diverses niches écologiques, ce qui a solliciter 

l’intérêt du monde pour ces mammifères étant de potentiels réservoirs et vecteurs d’agents 

infectieux et zoonotiques (Kuzmin et al., 2011). Leur régime alimentaire peut influencer la 

flore gastro-intestinale (Anand et Sripathi, 2004). 

 La taille de notre échantillon  ne nous permet pas de faire une comparaison  directe  

de nos résultats avec d’autres études (notre comparaison va rester relative du fait que le 

nombre d’échantillons est différent). 

Durant notre étude, nous avons isolé des bacilles à Gram  négatif  résistants aux 

C3G par production de BLSE ou de céphalosporinase. 

La détection de souches productrice de BLSE chez la faune sauvage remonte 

seulement à 2006 (Costa et al., 2006). Depuis plusieurs rapports ont été publiés (Costa et 

al., 2008 ; Poeta et al. ,2008 ; Literak et al., 2009; Bonnedahl et al., 2010 ;Guenther 

etal., 2011 ;Loncaric etal., 2013 ; Hasan et al., 2013 ; Stedt et al., 2015). 



Discussion et conclusion 
 

 

24 

Aucun article n’a été retrouvé sur pubmed rapportant la résistance des 

entérobactéries aux antibiotiques par la production d’une BLSE ou d’une AmpC  chez les 

chauves-souris. Dans la présente étude, une seule souche  Kluyvera ascorbataCS63 (isolée 

du guano dans une grotte à Batna) est productrice de BLSE. Cette espèce possède une 

BLSE naturelle  de type CTX-M. 

En Algérie, 2 rapports sur les entérobactéries productrices de BLSE provenant 

d’animaux sauvages ont été publiés (Brahmi et al., 2015 ; Bachiri et al., 2016). 

Pour les carbapénèmases chez les animaux sauvages, peu d’études ont été rapportées 

(Fischer et al., 2012; Fischer et al., 2013 ; Dias et  al., 2014 ; Guerra et al., 2014).En 

Algérie, Brahmi et al.  ont rapporté deux souches d’Acinetobacter baumannii productrices 

d’OXA-23 isolées du poisson (Brahmi et al., 2016). Concernant les chauves-souris, 

l’étude réalisée par Agsous en 2016, dans le cadre de la préparation d’un master en 

microbiologie en secteur biomédical et vétérinaire, 2 souches de K. pneumoniae ont été 

retrouvées productrices de carbapénèmases. Dans cette étude, 2 souches sont retrouvées 

résistantes aux carbapénèmes avec un test CIM négatif : Pseudomonas sp. CS71 isolée de 

guano (Batna) et Enterobacter sp. CS107 isolée d’écouvillonnage cloacal, signifiant 

l’absence de carbapénèmases. Le test de Hodge a été positif pour la CS10, mais cela ne 

prouve pas que cette souche est productrice de carbapénèmase l’image de trèfle peut 

apparaitre  mais la souche n’est pas productrice de carbapénèmases (fau positif). La 

résistance aux carbapénèmes peut être quand il y’a une combinaison des mécanismes de 

résistance comme la perméabilité membranaire associé à une BLSE et AmpC (Hoyos-

Mallecot et al., 2017). La surproduction du système MexEF-OprNest associée à une 

résistance aux carbapénèmes (imipénème et méropénème)(Masuda et al. 1995 ; Köhler et 

al. 1997) qui ne résulte pas d’une augmentation de l’efflux actif mais de la diminution 

concomitante de la production de la porine OprD (Masuda et al. 1995). 

Plusieurs recherches ont été effectuées sur les entérocoques résistants à la 

vancomycine chez les animaux sauvages (Poeta et al.,2007 ; Figueiredo et al.,2009 ; 

Radhouani et al., 2010 ; Silva et al., 2011 ;  Oravcova et al., 2013). En Algérie, 3 études 

ont été rapportées sur pubmed traitants des échantillons cliniques (Aggoune et al., 

2008 ;Djahmi et al., 2012 ; Moissenet et al., 2015). Dans notre étude, 16 souches 

d’entérocoques ont révélé avec un antibiogramme standard un phénotype de résistance à la 

vancomycine dont 10 souches qui appartiennent probablement à l’espèce Enterococcus 
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faecalis. Cependant, les résultats des CMI sont révélé un phénotype sensible à la 

vancomycine. Cette différence peut être expliquée par le haut poids moléculaire de la 

vancomycine (Camou, 2010), limitant sa diffusion sur la gélose Mueller Hinton. Seule la 

détermination de la CMI de la vancomycine ou par toute technique ayant démontré des 

résultats équivalents à la techniques de référence permet réellement de dire que la souche 

est résistante ou sensible (CASFM, 2012). 

En conclusion, l’utilisation en fréquence élevée et abusive des antibiotiques en 

médecine humaine et vétérinaire soit en thérapie ou comme facteurs de croissance mais 

aussi en agriculture et technologie alimentaire pourrait instaurer la pression sélective et la 

propagation de bactéries résistantes aux antibiotiques. La mise en évidence de bactéries 

résistantes aux antibiotiques chez la chauve-souris est indicateur de la dissémination de ces 

germes multi résistants dans différents écosystèmes, bien que les chauves-souris n’aient 

pas de contact naturel avec les antibiotiques et ni un contact direct avec l’activité humaine.  

En perspective, les résultats de notre étude démontrent la présence probable de 

bactéries multi résistantes, ce qui conditionne le caractère dangereux pour la santé publique 

mais ils restent préliminaires, il est donc important de les prendre en compte et qu’ils 

stimulent et encouragent à faire d’autres recherches comme : 

 Etude d’un grand effectif d’espèces de chauves-souris dans d’autres niches 

écologiques pour avoir une situation précise sur la résistance aux 

antibiotiques en Algérie ; 

 Une caractérisation moléculaire de toutes les souches et leur identification 

afin de connaitre leur origine.
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Annexes 
 



 

 
I 

  

ANNEXE I 

Composition des milieux de cultures 

 Gélose EMB  

Agar (Lactose, Eosine – Bleu de méthylène Saccharosée) sélectif pour l’isolement des 

entérobactéries pathogènes). 

Composition                                                                  Préparation  

Dissoudre 40g dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121°C,  

pH=7,2 +/- 0,2 

 

 

Gélose MAC – CONKEY  

C’est un milieu sélectif, pour l’isolement des Salmonelles, Shigelles, ainsi que des 

bactéries coliformes dans les eaux, les produits alimentaires, pharmaceutiques et 

biologiques. 

Composition                                                                     Préparation  

Dissoudre 58g dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121°C. 

pH=7,1+/-0,1 

 

 

 

Constituants g/l 

Peptone 10 

Phosphate dopotassique 2 

Lactose 5 

Saccharose 5 

Eosine 0,4 

Bleu de méthylène 0,065 

Agar 18 

Constituants g/l 

Peptone de caséine 15 

Extrait de viande 3 

Lactose 10 

Chlorure de sodium 5 

Sels biliaires 5 

Rouge neutre 0,07 

Agar 20 

Cristal violet 0,001 



 

 
II 

Gélose  MUELLER HINTON  

 Milieu non sélectif pour l’étude de la sensibilité ou la résistance des germes 

pathogènes envers les antibiotiques. Il constitue également un excellent milieu de base 

pour la fabrication de géloses au sang. 

Composition                                                                       Préparation  

Dissoudre 38  g dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121 °C. 

pH= 7,3 

Si nécessaire, ajouter après 

refroidissement à 45-50°C à 10% du              

Sang défibré. 

Gélose  CITRATE de SIMMON 

 Milieu synthétique de différentiation des Entérobactériacées et de certains 

champignons sur la base de leur métabolisme du citrate présent comme seule source de 

carbone. 

Composition                                                                     Préparation  

Dissoudre 27,28  g dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121 °C. 

pH= 6,6 +/- 0,1  

 

 

Gélose TSI (triple Sugar Iron) 

 Milieu d’identification rapide pour les Entérobactéries. Il permet de mettre en 

évidence la fermentation du lactose ou de glucose (avec ou sans production de gaz), du 

saccharose et la production d’hydrogène sulfuré. 

  

Constituants g/l 

Extrait de viande 3 

Hydrolysat acide de caséine 17,5 

Amidon 1,5 

Agar 16 

Constituants  g/l 

Ammonium 

dihydrogenophosphate  

1 

Phosphate dipotassique  1 

Chlorure de sodium 5 

Cirate de sodium 2 

Sulfate de magnésium 0,2 

Bleu de Bromothymol 0,08 

Agar 18 



 

 
III 

Composition                                                                         Préparation 

Dissoudre 70.65  g dans un litre d’eau 

distillée, répartir à raison de 7ml par 

tube à vis incliné, autoclaver 15 min à 

121 °C. 

pH= 7,4 +/- 0,1  

 

 

 

 

Gélose VRBL 

La gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre est utilisée uniquement pour le 

dénombrement de certaines Entérobactéries (E. coli, Citrobacter, Klebsiella, 

Enterobacter). 

Composition                                                                         Préparation  

Dissoudre 45 g dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121 °C. 

pH= 7,3  

Le milieu et généralement ensemencé 

par la méthode de la boite coulée. 

 

Gélose BEA 

 Milieu sélectif des bactéries du genre Streptococcus appartenant au groupe D et les 

bactéries du genre Enterococcus. 

 

 

 

Constituants g/l 

Peptone de viande  15 

Proteose peptone 5 

Extrait de viande  3 

Extrait de levure 3 

Glucose 1 

Saccharose 10 

Lactose 10 

Citrate de Fer ammoniacal 0,3 

Chlorure de sodium 5 

Sodium Thiosulfate 0,3 

Rouge de phénol 0,05 

Agar 18 

Constituants  g/l 

Peptone de viande 7 

Extrait de levure  3 

Glucose  ou Lactose 10 

Sels biliaires  2 

Chlorure de sodium 5 

Cristal violet 0,002 

Rouge neutre  0,03 

Agar 18 



 

 
IV 

Composition Préparation 

Dissoudre 55.75 g dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121°C. 

pH= 7.1 

 

Bouillon CŒUR – CERVEAU 

 Adapté à la croissance des micro-organismes quelques soit leur mode respiratoire. 

Composition                                                                     Préparation 

Dissoudre 50  g  dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121 °C. 

pH= 7,4 +/- 0,2  

Bouillon de ROTHE (S/C ; D/C) 

 Bouillon glucosé à l’Azide de sodium pour la recherche et dénombrement des 

Streptocoques fécaux dans les eaux, (test présomptif). 

Composition                                                                              Préparation           

Dissoudre 36.1   de poudre de 

TOTHE  S/C ou 72.2 g  de poudre de 

ROTHE  D/C dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15 min à 121 °C. 

pH= 6,9 +/- 0,1 

 

Constituants g/l 

Extrait de viande 3 

Peptones 17 

Extrait de levure 5 

Citrate de sodium 1 

Citrate de fer 0,5 

Chlorure de sodium 5 

Esculine 1 

Bile de bœuf ( désoxycolate) 10 

Azide de sodium 0 ,25 

Agar 13 

Constituants g/l 

Cœur – cerveau infusion 37 

Constituants   g/l S/C                D/C 

Peptone de caséine 20                      40 

Extrait de viande  1,5                       3 

Glucose 4                          8 

Chlorure de sodium 5                        10 

Phosphate di potassique 2,7                    5,4 

Phosphate mono potassique  2,7                    5,4 

Azide de sodium  0,2                    0,4 



 

 
V 

Bouillon TSB 

 Le TSB est un milieu nutritif universel exempt d’inhibiteurs et d’indicateur, il est 

hautement nutritif et permet une croissance abondante de la plupart des germes aérobies ou 

anaérobies, prévus pour un large éventail  d’application. 

Composition                                                                            Préparation 

Dissoudre 30g dans un litre d’eau 

distillée, autoclaver 15min à 121 °C. 

pH= 7,3 +/- 0,1  

 

 

Tableau VIII : liste des réactifs utilisés durant cette étude. 

Réactifs Utilisation 

NRI et NRII Révélation du nitrate réductase 

La poudre de zinc Confirmation du test de  nitrate réductase 

Réactif de Kovacs Mettre en évidence la production de l’indole 

VPI et VPII Révélation de la formation d’acétoine 

RM (Rouge de méthyle) Révélation de la formation d’acides mixtes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Constituants  g/l 

Peptone de caséine 17 

Peptone de farine de soja 3 

D glucose 2,5 

Phosphate di potassique 2,5 

Chlorure de sodium 5 



 

 
VI 

 

ANNEXE II 

 

Etapes de la coloration de Gram 

 Réalisation de frottis 

- Mettre une goutte d’eau physiologique sur une lame propre ; 

- Prélever une colonie bactérienne dans une boite puis émulsionner le 

prélèvement dans  la goutte et étaler sur la lame ; 

- Fixer à la chaleur (faire passer la lame dans la flamme du bec bunsen puis 

laisser refroidir). 

 

 Coloration du frottis 

- Déposer quelques gouttes du violet de gentiane  (1mn) ; 

- Déposer quelques gouttes de lugol et laisser quelques secondes ; 

- Décolorer à l’éthanol  (95 °) jusqu'à ce que le violet ne s’écoule plus du frottis 

(5 à 10 secondes) ; 

-  Rincer à l’eau ; 

- Contre coloration avec de la fuchsine  diluée (1 min) ; 

- Rincer  à l’eau et sécher la lame ; 

- Déposer  une goutte d’huile à immersion puis observer (×100). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
VII 

 

ANNEXE III 

 

Tableau IX: Interprétation des diamètres critiques des zones d’inhibitions selon les 

recommandations actualisées du comité de l’antibiogramme de la société française de 

microbiologie, 2013 et 2017. 

Antibiotique Abréviation Charge du 

disque 

Diamètre critique 
Marque 

≥S <R 

Amoxicilline/AC. 

Clavulanique 
AMC 30μg ≥19 <19 Himedia 

Aztreonem ATM 30μg ≥26   <21 Bio-rad 

Céfoxitine 
FOX 30μg ≥19 <15 

Cypress 

diagnostic 

Céfotaxime CTX 30μg ≥26 <23 Himedia 

Ceftazidime CAZ 30μg ≥26 <21 Himedia 

Ertapeneme ERT 10μg ≥25 <22 Bio-rad 

Imipenenme 
IMP 10μg ≥22 <16 

Cypress 

diagnostic 

Meropeneme MEM 10μg ≥22 <16 Bio-rad 

Temocilline TEM 30μg ≥20 <20 Bio-rad 

Vancomycine VAN 30μg ≥16 <16 Bio-rad 

Vancomycine VAN 5μg ≥12 <12 Bio-rad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
VIII 

ANNEXE IV 

 

Tableau X: Résultats  du test de synergie. 

Code AMC(30μg) IPM (10 

μg) 

(30 μg)CTX ATM(30μg) FOX(30 μg) CAZ(30 μg) Synergie 

CS1 11(R) 26(S) 18(R) - 19(S) 22(I) - 

CS2 12(R) 22(S) 13(R) 12(R) 20(S) 28(S) - 

CS31 14(R) 25(S) 12(R) 14(R) 23(S) 22(I) - 

CS32 9(R) 35(S) 12(R) - 25(S) 14(R) - 

CS4 8(R) 40(S) 18(R) 10(R) 19(S) 18(R) - 

CS5 12(R) 33(S) 6(R) 14(R) 21(S) 20(R) - 

CS6 6(R) 30(S) 10(R) 6(R) 22(S) 6(R) - 

CS7 10(R) 22(S) 17(R) 13(R) 22(S) 17(R) - 

CS10 11(R) 31(S) 19(R) 22(I) 25(S) 8(R) - 

CS12 6(R) 26(S) 12(R) 15(R) 26(S) 6(R) - 

CS13 16(R) 30(S) 10(R) 11(R) 20(S) 8(R) - 

CS15 16(R) 32(S) 16(R) 28(S) 22(S) 6(R) - 

CS17 6(R) 26(S) 6(R) 12(R) 19(S) 6(R) - 

CS22 8(R) 27(S) 12 (R) 17(R) 20(S) 6(R) - 

CS26 8(R) 28(S) 12(R) 17(R) 21(S) 6(R) - 

CS27 6(R) 25(S) 6 (R) 12(R) 20(S) 6(R) - 

CS31 9(R) 28(S) 6 (R) 14(R) 6(R) 6(R) - 

CS33 6(R) 24(S) 6 (R) 11(R) 6(R) 6(R) - 

CS34 6(R) 24(S) 6 (R) 12(R) 6(R) 6(R) - 

CS35 10(R) 31(S) 14(R) - 6(R) 10(R) - 

CS36 6(R) 29(S) 9 (R) - 6(R) 9(R) - 

CS37 8(R) 29(S) 8 (R) - 6(R) 6(R) - 

CS38 10(R) 33(S) 10 (R) - 6(R) 6(R) - 

CS40 8(R) 36(S) 10 (R) - 6(R) 12(R) - 

CS63 14(R) 40(S) 14(R) - 6(R) 9(R) + 

CS71 10(R) 10(R) 6(R) 6(R) 6(R) 6(R) - 

CS73 8(R) 27(S) 27(S) 13(R) 6(R) 6(R) - 

CS75 22 (S) 25(S) 25(S) 13(R) 6(R) 6(R) - 

CS81 9(R) 29(S) 29(S) 9(R) 6(R) 6(R) - 

CS85 12(R) 26(S) 26(S) 16(R) 6(R) 6(R) - 

CS101 7(R) 22(S) 22(S) - 18(I) 8(R) - 

CS102 6(R) 23(S) 23(I) - 6(R) 6(R) - 

CS103 14(R) 28(S) 28(S) - 19(S) 13(R) - 

CS104 8(R) 23(S) 23(I) - 21(S) 7(R) - 

CS105 6(R) 25(S) 25(I) - 20(S) 9(R) - 

CS106 8(R) 24(S) 24(I) - 26(S) 8(R) - 

CS107 6(R) 21(I) 21(R) - 6(R) 6(R) - 

CS108 10(R) 30(S) 30(S) - 26(S) 7(R) - 

CS110 7(R) 23(S) 23(I) - 20(S) 6(R) - 

CS111 10(R) 29(S) 29(S) - 20(S) 7(R) - 

CS112 10(R) 28(S) 28(S) - 26(S) 9(R) - 

CS113 11(R) 29(S) 29(S) - 28(S) 9(R) - 

CS114 6(R) 22(S) 22(R) - 6(R) 6(R) - 

CS116 7(R) 22(S) 22(R) - 10(R) 8(R) - 

CS117 6(R) 24(S) 24(I) - 6(R) 6(R) - 

CS118 9(R) 29(S) 29(S) - 22(S) 8(R) - 

 



 

 
IX 

 

 

 

Tableau XI: Résultats de la galerie classique. Compléter 

 

C
o

d
e 

B
N

 TSI CS Mannitol 
mobilité 

Clark et 
Lubs 

Urée Indole 

EP
EI

 

O
X

y 

O
N

P
G

 Chromagar Identification 

G L S H2S Gaz M Mob RM VP U Ind TDA 

CS31 + + + + - + - + + + - - - - - - + Bleu vert Enterobacter 

Sp 
CS35 + + + + - + + + - + - - - - - - + Bleu vert Enterobacter 

Sp 
CS36 + + + + - + + + - + - - - - - - + Bleu vert Raoultella 

Sp. 
CS37 + + + + - + - + + + - - - - - - + Bleu vert Enterobacter 

Sp 
CS38 + + + + - - + + + - - - - - - - + Bleu vert Raoultella 

Sp. 
CS40 + + + + - + - + - + - - - - - - + Bleu vert Enterobacter 

Sp 
CS63 + + + + - + + + + + -    -   Bleu vert Kluyvera 

ascorbata 
CS71 + - - - - - + - + + - - - - -   Bleu vert  
CS73 + + + + - + + + + + - - - - -   Bleu vert Enterobacter 

Sp 
CS75 - - - - - - - - + + -    -   Blanches 

opaque 
ND 

CS81 + + + + - + - + + + - - - - -   Bleu vert Enterobacter 

Sp 
CS85 + + + + - + - + + + - - - - -   Bleu vert ND 
CS102 + + + + - + - + - + - - - - -   Bleu vert Raoultella 

sp 
CS107 + + + + - + + + - + - - - - -   Bleu vert Enterobacter 

sp 

CS114 + + + + - + + + - + - - - - -   Bleu vert Enterobacter 

Sp 
CS116 + + + + - + - + - + - + - - -   Bleu vert Klebsiella 

pneumoniae 
CS117 + + + + - + - + - + - + - - -   Bleu vert Klebsiella 

pneumoniae 

EPEI : Eau péptonée exempte d’indole 
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Tableau XII : Résultats du test CIM. 

Code Diamètre  MEM                      

(10 mg) (mm) 

Interprétation 

8 28 S 

14 30 S 

28 26 S 

32 26 S 

39 29 S 

511 29 S 

512 28 S 

43 29 S 

44 26 S 

45 28 S 

46 28 S 

56 26 S 

58 27 S 

59 29 S 

60 28 S 

104 26 S 

 



 

 

Résumé 

Les chauves-souris sont les seuls mammifères qui ont la capacité de voler, 

parcourent de longues distances et ont un régime alimentaire très varié, ce qui influence sur 

la répartition de la flore gastro-intestinale. 

L’objectif de notre étude est la recherche de la flore résistante aux antibiotiques 

chez la chauve-souris. 

Un total de 120 prélèvements (Guano et écouvillonnages cloacal) ont été collectés 

au niveau de la région de Bejaia (Grotte d’Aokas) et de Batna. Après isolement et 

identification, les phénotypes de résistance aux antibiotiques ont été déterminés par 

l’utilisation de tests phénotypiques (DD-test, test à la cloxacilline, test de CIM, test de 

Hodge). Les CMIs des souches d’entérocoques vis-à-vis de la vancomycine ont été 

déterminées. 

Une seule souche est retrouvée productrice de BLSE (Kluyvera ascorbata) et 2 

souches sont résistantes aux carbapénèmes (Pseudomonas sp. et Enterobacter sp.). Aucune 

souche d’Enterococcus n’a été retrouvée résistante à la vancomycine.  

Les chauves-souris peuvent être des réservoirs et vecteurs de bactéries résistantes 

aux antibiotiques, ce qui constitue une menace pour la santé publique. 

Mots-clés : chauves-souris, résistance aux antibiotiques, BLSE, Carbapénèmases, 

Entérocoques. 

 

Abstract 

 Bats are the only mammals which have the capacity to fly, cover long distance and 

have a various alimentary diet which can influence on the distribution of the gastro 

intestinal flora. 

The objective of our study is to screen antibiotic resistant bacteria in bats. 

120 samples (Guano and cloaca swabs) were carried out at the caves of Bejaia 

(Aokas) and Batna. After isolation and identification, antibiotic resistance phenotypes were 

determined by the use of phenotypic tests (DD-test, cloxacillin, CIM test and Hodge test). 

MICs of Enterococcus strains to vancomycin were determined. 



 

 

Asingle strain is found producing ESBL (Kluyvera ascorbata) and 2 strains are 

resistant to carbapanem (Pseudomonas sp. and Enterobacter sp.). No strain of 

Enterococcus was found resistant to vancomycin. 

Bats can be a reservoir and vector of antibiotic-resistant bacteria, what constitute a threat to 

public health. 

Key-words: Bats, antibiotic resistance, ESBL, carbapenemases, Enterococci. 


