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ABSTRACT: This study aimed to determine the characteristics of antibiotic resistance in strains of Escherichia coli isolated from
lettuce. 3 vegetable crop production sites were randomly selected. A total of 60 lettuce samples were taken from 20 lettuce
plants randomly collected per site. Escherichia coli strains were isolated on Rapid E.coli 2 medium and their identification
confirmed on APl 20E gallery. Then, an antibiotic susceptibility test using the disk diffusion method in Miiller-Hinton agar
medium was carried out on the identified strains. The results revealed relatively high resistance rates to amoxicillin (73.5%,
66.5% and 62.5% at sites 1, 2 and 3 respectively) and tetracycline (86% for site 1, 67% for site 2 and 79.5% for site 3). The
proportions of expanded-spectrum betalactamase were 22.5% for site 1, 44.5% for site 2, and 56% for site 3. A total of 246
extended-spectrum betalactamase-producing strains were observed out of 600 strains isolated, i.e. 41%. The resistance genes
BIaCTXM, BlaSHV and BIaTEM were observed in the respective proportions of 32.5%, 43.1% and 56.1% in extended-spectrum
betalactamase-producing strains. These antibiotic-resistant strains of Escherichia coli could constitute a health hazard for
humans, because lettuces are vegetables eaten raw.
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RESUME: Cette étude avait pour objectif de déterminer les caractéristiques de la résistance aux antibiotiques des souches
d’Escherichia coli isolées de laitues. 3 sites de production de cultures maraichéres ont été sélectionnés de fagon aléatoire. Un
total de 60 échantillons de laitues a été prélevé en raison de 20 pieds de laitues prélevés au hasard par site. Les souches
d’Escherichia coli ont été isolées sur milieu Rapid E.coli 2 et leur identification confirmée sur galerie APl 20E. Puis, un
antibiogramme par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé de Miiller-Hinton a été effectué sur les souches
identifiées. Les résultats ont révélé des taux de résistance relativement élevés a I’amoxicilline (73,5%, 66,5% et 62,5%
respectivement au niveau des sites 1, 2 et 3) et a la tétracycline (86% pour le site 1, 67% pour le site 2 et 79,5% pour le site 3).
Les proportions de bétalactamase a spectre élargi étaient de 22,5% pour le site 1, de 44,5% pour le site 2 et de 56% pour le site
3. Un total de 246 souches productrices de bétalactamase a spectre élargi a été observé sur 600 souches isolées soit 41%. Les
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génes de résistance BlaCTXM, BlaSHV et BIaTEM ont été observés dans les proportions respectifs de 32,5%, 43,1% et 56,1 %
chez des souches productrices de bétalactamase a spectre élargi. Ces souches d’Escherichia coli antibiorésistantes pourraient
constituer un danger sanitaire pour I’homme, car les laitues sont des légumes consommeés crus.

MOTS-CLEFS: Escherichia coli, laitues, résistance, antibiotiques, maraichére.

1 INTRODUCTION

Les légumes en générale et particulierement les légumes feuilles occupent une place importante dans |’alimentation
humaine. lls sont presque tous riches en caroténe et en vitamine C, et apportent la majorité des constituants médicinaux et
des micronutriments indispensables a la santé de I’'homme [1]. Le besoin d’un mode d’alimentation sain emmeéne les
populations a privilégier la consommation de Iégumes tels que la laitue (Lactuca sativa). En effet, ce type d’aliments permet
non seulement de réduire les risques de maladies cardiovasculaires, mais permet également de prévenir les maladies
métaboliques telle que le diabete [2]. Toutefois, le fait que ces aliments soient consommeés crus expose le consommateur aux
risques liés a la contamination microbienne [3], [4], [5]. Selon une étude réalisée par Coulibaly et al. [6] sur la qualité
microbiologique des légumes (notamment la laitue) provenant des champs et des marchés a Abidjan (Cote d’lvoire), la
présence de bactéries a potentialité pathogene telle que les souches de Escherichia coli entéropathogénes a été mise en
évidence. Par ailleurs, ces microorganismes peuvent étre porteurs de génes de résistance aux antibiotiques, susceptibles d’étre
transmis a I’hnomme, par consommation de légumes crus. Cela entraine une propagation des génes de résistance aux bactéries
commensales et infectieuses d’origine humaine [7], [8], conduit a des impasses thérapeutiques et augmente le taux de
mortalité. L’objectif de cette étude est de déterminer les caractéristiques de la résistance aux antibiotiques usuels, des souches
de Escherichia coli isolées de laitues afin d’apprécier le niveau de résistance de ces souches dans le but de contribuer a la
sécurité sanitaire du consommateur.

2  MATERIEL ET METHODES
2.1 ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES SOUCHES D’ESCHERICHIA COLI

La présente étude a été réalisée au niveau de 3 sites de production de cultures maraichéres (laitue en particulier) dans la
commune de Port Bouét a Abidjan (Cote d’lvoire). Un total de 60 échantillons de laitues a été prélevé en raison de 20 pieds de
laitues prélevés au hasard par site. Les laitues ont été mises dans des sachets plastiques stériles puis placés dans une glaciere
contenant des accumulateurs de froid jusqu’au laboratoire.

Une fois au laboratoire, les échantillons de laitues (feuilles) ont été broyés, puis une suspension mere a été préparée en
homogénéisant 10 g de broyat dans 90 mL d’Eau Peptonnée Tamponnée (Bio-rad, France). A partir de cette suspension mére,
des dilutions décimales ont été réalisées. 0,1 mL des suspensions meéres et des dilutions a été étalé sur le milieu Rapid E.coli 2
(Bio-rad, France) coulé en boite de Pétri. L'incubation a été réalisée a 44°C pendant 24 heures. Une confirmation de
I'identification des souches d’Escherichia coli a été réalisée sur galerie API 20 E.

2.2 SENSIBILITE DES SOUCHES D’ESCHERICHIA COLI AUX ANTIBIOTIQUES

Un antibiogramme a été réalisé sur les souches d’Escherichia coli par la méthode de diffusion en milieu gélosé sur Miiller-
Hinton selon les recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie [9]. La production
de Béta-Lactamase a Spectre Etendu (BLSE) a été confirmée par un test de synergie qui a consisté a adjoindre au disque
d’amoxicilline associé a I'acide clavulanique, le disque d’aztréonam et ceux de céphalosporines de troisieme génération, a une
distance de 2 cm centre a centre. Les antibiotiques qui ont été testés sont: amoxicilline/acide clavulanique (20 pg); céfépime
(30 pg); céfotaxime (5 pug); ceftazidime (10 pg); aztréonam (30 ug); tétracycline (30 pg); amoxicilline (20 pg); chloramphénicol
(30 pg); triméthoprime-sulfaméthoxazole (1,25-23,75 pg); colistine (50 pg); imipénéme (10 pg); Ciprofloxacine (5 pg);
pipéracilline (30 pg); Acide nalidixique (30 pug).

23 PROFIL GENOTYPIQUE DE LA RESISTANCE DES SOUCHES D’ESCHERICHIA COLI PRODUCTRICES DE BLSE
Les souches d’Escherichia coli productrices de BLSE ont été utilisées pour la recherche des génes de résistances. L’extraction

d’ADN de ces bactéries et des souches témoins a été réalisée sur des cultures jeunes de 24 heures par la méthode de choc
thermique. Les profils génétiques ont été déterminés par la PCR conventionnelle simplex. L’amplification des genes a été
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effectuée dans un mélange réactionnel de 50 ul constitué de 5 pl de tampon coloré (5X Green GoTaq®), 5uL de tampon non
coloré (5X Colorless GoTag®), 30,3 plL d’eau ultrapure (Nuclease-Free Water, Promega, USA), 3 uL de MgCI2 (25 mM), 0,5 pL
de DNTP (10 mM), 0,5 pL de I'amorce Forward (20 mM), 0,5 uL de I'amorce Reverse (20mM), 0,2 uL de Taq polymerase
(GoTaqg®, Promega, USA) et 5 puL de I’ADN a amplifier. Les mélanges réactionnels sans ADN ont été considérés comme témoins
négatifs. La liste des amorces utilisée est consigné dans le Tableau 1.

Tableau 1. Amoreces utilisées pour la détection des génes BlaTEM, BlaSHV et BlaCTX-M
Amorces Séquences (5’->3’) Tailles (pb) Références
F-TTGGGTGCACGAGTGGGTTA
blarem 465 [10]

R- TAATTGTTGCCGGGAAGCTA

F- AGGATTGACTGCCTTTTTG
blasuy R- ATTTGCTGATTTCGCTCG 392 1]

F- GGTTAAAAAATCACTGCGTC
blacrc R- TTGGTGACGATTTTAGCCGC 370 2]

Les conditions d’amplification pour la détection des genes BIaTEM, BIaCTXM, BlaSHV sont consignés dans le Tableau 2. La
révélation des différents produits d’amplification a été réalisée par électrophorese avec 1,5 % de gel d’agarose. Une fois la
migration terminée, le gel a été placé dans un automate informatique avec Gel Doc EZ Imager (BioRad) pour la visualisation
des bandes. La présence de bandes correspondantes au fragment amplifié a été comparée avec la taille du marqueur
moléculaire et celle des contrdles positifs. L’absence de bande a été considérée comme un résultat négatif.

Tableau 2. Conditions d’amplification des génes de résistance d’Escherichia coli
Conditions (température / durée)
Etapes
BlaTEM BlaSHV/CTXM

Dénaturation initiale 94°C/5 min 94°C/5 min
Dénaturation cyclique 94°C/1 min 94°C/1 min
Hybridation 50°C/1 min 60°C/1 min
Elongation cyclique 72°C/1 min 72°C/1 min
Elongation finale 72°C/7 min 72°C/7 min

Nombre de cycles 30 30

3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1 RESULTATS
3.1.1 PROFIL PHENOTYPIQUE DE LA RESISTANCE DES SOUCHES D’ESCHERICHIA COLI
3.1.1.1  Simel

Les souches d’Escherichia coli isolées du site 1 ont présenté des résistances relativement élevées. Les taux de résistance les
plus élevés ont été observés avec la tétracycline et I'amoxicilline avec des taux respectifs de 86 % et de 73,5 %. De faibles
résistances ont néanmoins été observées avec le tazobactam (2%), I'amikacine (4%), la nétilmicine (6%) et le chloramphénicol

(4,5%). Par ailleurs, aucune résistance n’a été observée avec la ciprofloxacine, 'imipéneme et la colistine. La Figure 1 présente
les proportions de résistance aux antibiotiques des souches d’Escherichia coli isolées du site 1.
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Fig. 1.  Proportions de résistance aux antibiotiques des souches d’Escherichia coli isolées du site 1

Amoxicilline (AMX); Amoxicilline/Acide clavulanique (AMC); Pipéracilline (PIP); Pipéracilline/Tazobactam (TZP); Ticarcilline (TIC);
Ticarcilline/Acide clavulanique (TCC); Streptomycine (STP); Céfépime (FEP); Céfotaxime (CTX); Ceftazidime (CAZ); Céfoxitine (FOX); Imipénéme
(IPM); Aztréonam (ATM); Ciprofloxacine (CIP); Acide nalidixique (NAL); Amikacine (AKM); Gentamicine (GMN); Nétilmicine (NET); Tigécycline
(TCG); Tétracycline (TET); Chloramphénicol (CHL); Fosfomycine (FSF); Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT); Colistine (CST).

3.1.1.2 SITE2

Au niveau du site 2, les souches d’Escherichia coli isolées ont montré les taux de résistance les plus élevés avec la
tétracycline (67 %) et I'amoxicilline (66,5 %). Toutes ces souches ont présenté une sensibilité a I'imipéneme et a la colistine. De
facon générale, 'ensemble des autres antibiotiques testés sur ces souches, ont présenté des taux de résistance en dessous de
50% (Figure 2).
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Fig. 2.  Proportions de résistance aux antibiotiques des souches d’Escherichia coli isolées du site 2

Amoxicilline (AMX); Amoxicilline/Acide clavulanique (AMC); Pipéracilline (PIP); Pipéracilline/Tazobactam (TZP); Ticarcilline (TIC);
Ticarcilline/Acide clavulanique (TCC); Streptomycine (STP); Céfépime (FEP); Céfotaxime (CTX); Ceftazidime (CAZ); Céfoxitine (FOX); Imipénéme
(IPM); Aztréonam (ATM); Ciprofloxacine (CIP); Acide nalidixique (NAL); Amikacine (AKM); Gentamicine (GMN); Nétilmicine (NET); Tigécycline
(TCG); Tétracycline (TET); Chloramphénicol (CHL); Fosfomycine (FSF); Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT); Colistine (CST).

3.1.1.3 SITtE3

Les souches d’Escherichia coli isolées du site 3 ont été résistantes a la tétracycline (79,5%). Des résistances relativement
élevées ont été observées avec les antibiotiques de la famille des bétalactamines, particulierement a I’'amoxicilline (62,5 %) et
a I'amoxicilline associée acide clavulanique (44%). En outre, de faibles résistances ont été observées avec la ticarcilline associée
a l'acide clavulanique (8,9%), la ciprofloxacine (2%), I'amikacine (8%), la nétilmicine (2%), la tigécycline (6%) et au
chloramphénicol (6%). Aucune souche n’a présenté de résistance a I'imipénéme et a la colistine (Figure 3).
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Fig. 3.  Proportions de résistance aux antibiotiques des souches d’Escherichia coli isolées du site 3

Amoxicilline (AMX); Amoxicilline/Acide clavulanique (AMC); Pipéracilline (PIP); Pipéracilline/Tazobactam (TZP); Ticarcilline (TIC);
Ticarcilline/Acide clavulanique (TCC); Streptomycine (STP); Céfépime (FEP); Céfotaxime (CTX); Ceftazidime (CAZ); Céfoxitine (FOX); Imipéneme
(IPM); Aztréonam (ATM); Ciprofloxacine (CIP); Acide nalidixique (NAL); Amikacine (AKM); Gentamicine (GMN); Nétilmicine (NET); Tigécycline
(TCG); Tétracycline (TET); Chloramphénicol (CHL); Fosfomycine (FSF); Triméthoprime-sulfaméthoxazole (SXT); Colistine (CST).
3.1.2 PHENOTYPES DE RESISTANCE DES SOUCHES D’ ESCHERICHIA COLI

Des proportions de 22,5 %, de 44,5 % et 56 % de Bétalactamase a Spectre Elargi (BLSE) ont été observées respectivement
chez les souches d’Escherichia coli isolées des laitues des sites 1, 2 et 3. Le nombre total de souches BLSE isolé était de 246 sur
un total de 600 souches isolées (en raison de 200 souches par site) avec une prévalence de 41%. De plus, des taux relativement
bas des phénotypes de résistance a savoir pénicillinase de bas niveau (PASEBN), pénicillinase de haut niveau (PASEBN) et
céphalosporinase hyper produite (HCASE) ont été observés (Tableau 3).

Tableau 3. Proportions des phénotypes de résistance des souches d’Escherichia coli
Site 1 Site 2 Site 3 Totaux
BLSE 45/200 (22,5%) 89/200 (44,5%) 112/200 (56%) 112/600 (41%)
PASEBN 36/200 (18%) 26/200 (13%) 8/200 (4%) 70/600 (11,6%)
PASEHN 18/200 (9%) 28/200 (14%) 11/200 (5,5%) 57/600 (9,5%)
HCASE 24/200 (12%) 16/200 (8%) 10/200 (5%) 50/600 (8,3%)

BLSE: bétalactamase a spectre élargi; PASEBN: pénicillinase de bas niveau; PASEHN: pénicillinase de haut niveau; HCASE: céphalosporinase
hyper produite
3.1.3  PROFIL GENOTYPIQUE DE LA RESISTANCE DES SOUCHES D’ ESCHERICHIA COLI

Les amplifications par PCR en utilisant des amorces spécifiques qui codent pour la résistance des souches et la révélation
des geénes par électrophorése en gel d’agarose ont montré des bandes spécifiques pour les génes BlaSHV (392 pb), BlaCTXM

(863) et BIaTEM (465). Les Fig. 4, 5 et 6 présentent les profils électrophorétiques des génes de résistance BlaSHV, BlaCTXM et
BIaTEM respectivement chez les souches d’Escherichia coli productrices de BLSE.

Les genes BlaCTXM, BlaSHV et BIaTEM ont été observés respectivement chez 32,5%, 43,1% et 56,1% des souches
d’Escherichia (Tableau 4).
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M : Marqueur de poids moléculaire (100 pb)

T+: Souche de contréle positive

T-: Témoin négatif

1, 2, 3, 4: Souches analysées hébergeant les génes Bla SHV

Fig. 4.  Profil électrophorétique des génes BlaSHV (392 pb)

1 2 3 MT-T+ 4 5 6 7

M : Marqueur de poids moléculaire (100 pb)

T+: Souche de controle positive

T- : Témoin négatif

1, 4, 5 : Souches analysées hébergeant les génes BlaCTXM

Fig. 5.  Profil électrophorétique des génes BlaCTXM (863 pb)

™ 1 2 3 4 5 6 7 8 M

M : Marqueur de poids moléculaire (100 pb)

T+: Souche de contréle positive

T- : Témoin négatif

3, 4, 6, 8 : Souches analysées hébergeant les génes Bla TEM

Fig. 6.  Profil électrophorétique des génes BIaTEM (465 pb)
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Tableau 4. Proportions des souches hébergeant les génes de résistance
Site 1 Site 2 Site 3 Totaux
BlaTEM 26/45 (57,7%) 44/89 (49,4%) 68/112 (60,7%) 138/246 (56,1%)
BlaSHV 15/45 (33,3%) 32/89 (35,9%) 59/112 (52,6%) 106/246 (43,1%)
BlaCTXM 15/45 (33,3%) 21/89 (23,6) 44/112 (39,3%) 80/246 (32,5%)

3.2 DIScuUsSION

La présente étude a montré des taux de résistance aux antibiotiques relativement élevés chez les souches d’Escherichia coli
isolées de laitues provenant des 3 sites de culture maraichere. Pour I’amoxicilline, les taux de résistance étaient de 73,5%, de
66,5% et de 62,5% respectivement au niveau des sites 1, 2 et 3. En ce qui concerne la tétracycline, les proportions de résistance
étaient de 86% pour le site 1, de 67% pour le site 2 et de 79,5% pour le site 3. Ces proportions de résistances a I’amoxicilline et
a la tétracycline élevés au niveau du site 1 pourraient s’expliquer par le fait de la présence de ferme de poulet a proximité de
ce champ de laitue. En effet, les fientes de poulets pourraient étre utilisés dans ces maraichéres comme moyen
d’enrichissement du sol. Ces amendements constituent une trés grande réserve d’éléments nutritifs pour le sol et les laitues.
Toutefois, I'utilisation massive d’antibiotiques notamment I'amoxicilline et la tétracycline en élevage de volaille pourrait
expliquer ces taux de résistance élevés des souches d’Escherichia coli dans les laitues. L'épandage de lisier pourrait étre
responsables non seulement de la contamination de ces cultures mais aussi de la dissémination de bactéries entériques dans
I’environnement. Des études menées par Hess et al. [13] et par Avery et al. [14] rapportent la présence de souches d’Escherichia
coli et de Salmonella dans le fumier et le lisier et leur persistance dans le sol apres épandage. De plus, il a été établi que
Escherichia coli pouvait survivre au moins deux mois apres application de fumier dans le sol [15]. Au niveau des site 2 et 3, les
taux élevés de résistance des souches d’Escherichia coli dans les laitues pourraient étre da a I’eau d’arrosage utilisée. En effet,
pour ces 2 sites de prélevement, les laitues étaient arrosées avec des eaux de pluie récupérées dans des bassins de stockage a
ciel ouvert. Il faut noter que les ressources d’eau ouvertes a |I’environnement sont susceptibles de contenir de nombreuses
bactéries de I’environnement notamment des effluents, des eaux de ruissellement et étre contaminés par les feces. Aussi, les
laitues pourraient-elles étre contaminées avec des souches entériques antibiorésistantes. Dans ce cas, ces bactéries sont
susceptibles d’échanger de nombreux genes de résistance entre elles, conduisant quelquefois a I'apparition d’autres bactéries
multi-résistantes [16], [17].

Des bétalactamase a spectre élargi (BLSE), des pénicillinases de bas niveau (PASEBN), des céphalosporinases hyper
produites (HCASE) et des pénicillinases de haut niveau (PASEHN) ont été observées chez les souches d’Escherichia coli isolées
des laitues au niveau des 3 sites. La présence de ces souches s’expliquerait par une contamination des laitues par des
microorganismes résistants aux antibiotiques contenus dans |’environnement et dans |'eau d’arrosage. Les bactéries
productrices de BLSE constituent une préoccupation majeure en milieu hospitalier en raison de leur diffusion épidémique et
de leur multi résistance aux antibiotiques. En effet, La pression de sélection induite par la consommation excessive et sans
contrdle aussi bien chez les animaux que chez les hommes d’antibiotiques a large spectre d’action est un facteur de risque
d’émergence des bactéries productrices de BLSE dans I’environnement du fait de leurs dissémination [18]. Ces résultats sont
similaires a ceux observés par Dorado-garc et al. [19] qui ont montré que ces souches sont en augmentation dans
I’environnement et constituent un facteur de risque de multirésistance.

Les génes BlaCTXM, BlaSHV et BIaTEM ont été observés dans les proportions de 32,5%, 43,1% et 56,1 % chez des souches
d’Escherichia coli productrices de BLSE. Ces enzymes produites par ces souches induisent une résistance aux pénicillines, aux
céphalosporines et aux monobactames. La prédominance des genes BIaTEM au cours de cette étude pourrait s’expliquer par
I'utilisation massive de pénicillines aussi bien chez I’'homme que chez les animaux d’élevage et de leur dissémination dans
I’environnement. En effet, la prévalence des phénotypes de résistance constitue le plus souvent un reflet fidéle des habitudes
de prescription des antibiotiques selon Ayad [20]. Ces microorganismes résistants dans les laitues pourraient étre transférés a
I’'homme via I'alimentation (souches antibiorésistantes et/ou génes de résistance aux antibiotiques) et entrainer de graves
problémes de santé publique a travers des impasses thérapeutiques [21], [22].

4 CONCLUSION
Cette étude a révélé la présence de souches d’Escherichia coli productrices de BLSE sur des feuilles de laitues destinées a

I'alimentation humaine. Ces souches pourraient constituer un danger sanitaire pour I’homme, car les laitues sont des légumes
consommés crus. Il s’avére donc nécessaire pour garantir la sécurité sanitaire des aliments, de mettre en place un plan de
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surveillance national appliqué au contréle de la dissémination des souches antibiorésistantes en agroalimentaire. De plus, Il
faut limiter la potentielle contamination fécale de I’environnement, par le compostage du fumier utilisé dans les cultures
maraichéres.
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