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Introduction

Face a une demande alimentaire croissante, les systémes agricoles contemporains
doivent relever le défi de produire des aliments a la fois sains, sdrs et durables. Cette exigence
s’explique par I’augmentation rapide de la population mondiale, I’intensification des pressions
environnementales et les changements climatiques qui menacent la sécurité alimentaire
(Bencheikh et al., 2017 ; Yadav et al., 2019). Pour garantir la résilience de ces systéemes, des
stratégies innovantes comme [’agroécologies, [’agriculture raisonnée ou encore la
diversification des cultures sont aujourd’hui promues a 1’échelle internationale (Rockstrém et
al., 2017 ; Pretty et al., 2018). L’adoption de pratiques agricoles durables est essentielle pour
concilier productivité, préservation des ressources naturelles et bien-étre des populations
(Godfray et al., 2010 ; Reganold and Wachter, 2016).

Les fruits et Iégumes jouent un rdle fondamental dans 1’alimentation humaine, en raison
de leur richesse en micronutriments essentiels et de leurs effets préventifs contre les maladies
chroniques telles que le diabéte, I’hypertension et certains cancers (Lloyd et al., 2012 ; Aune
et al., 2020). La consommation réguliére de ces produits est associée a une bonne santé et a
une réduction du risque de mortalité prématurée (Oyebode et al., 2014). Toutefois, leur
production et leur consommation soulevent de sérieuses préoccupations sanitaires, en lien avec
la présence fréquente de résidus de pesticides, des engrais azotés synthétiques, de métaux lourds
ou encore d’agents pathogenes tels que E. coli et Listeria monocytogenes (Bergmann et al.,
2010 ; Sharma et al., 2020 ; Bai et al., 2024).

Pour répondre a ces préoccupations, 1’agriculture biologique s’impose comme une
solution alternative, privilégiant 1’utilisation de fertilisants organiques, la rotation des cultures
et des méthodes de lutte naturelle contre les ravageurs (Seufert et al., 2012 ; Jiménez-
Belenguer et al., 2023). Plusieurs études ont mis en évidence les bienfaits des fruits et Ilegumes
issus de I’agriculture biologique avec une qualité nutritionnelle supérieure, notamment en
polyphénols et antioxydants, ainsi qu’un risque réduit d’exposition aux produits chimiques
(Komati et al., 2024). Par ailleurs, la stratégie "De la ferme a la table™ encouragent le
développement de ce mode de production plus respectueux de 1’environnement et de la santé

humaine (Fernqvist, 2021).
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La consommation croissante de fruits et de Iégumes crus, bien que bénéfique pour la
santé humaine, expose également les consommateurs a des risques sanitaires liés a la
contamination microbiologique (Araudjo et al., 2017). Ces produits frais peuvent héberger
naturellement une flore microbienne non pathogéne, mais ils deviennent un vecteur potentiel
de transmission de pathogenes lorsqu’ils sont exposés a des sources de contamination comme
les sols pollués, les excréments d’animaux, ou I’utilisation de fertilisants organiques
insuffisamment traités (Rahman et al., 2021). De nombreuses recherches récentes ont mis en
évidence la persistance de bactéries pathogenes telles que Salmonella spp., Listeria
monocytogenes ainsi que E. coli sur la surface des produits Iégumes agricoles tels que la laitue
et les tomates, malgré les processus de lavage ou de désinfection, en raison de leur capacité a
former des biofilms ou a s’internaliser dans les tissus végétaux (Zhang et al., 2019 ; Kim et
al., 2023).

Ces bactéries sont responsables de nombreuses infections alimentaires, allant des
gastroentérites aux infections systémiques graves (Jiménez-Rojas et al., 2024). Ce qui aggrave
la situation, c’est la présence croissante de souches multirésistantes, qui sont de plus en plus
fréquentes sur les produits frais, notamment ceux cultivés dans des environnements ou
I’utilisation d'amendements organiques et d'irrigation avec des eaux non conformes est courante
(Elshafiee et al., 2022). Les bactéries telles que Klebsiella pneumoniae, en particulier, sont
devenues des agents pathogenes notoires en raison de leur capacité a résister a de multiples

classes d’antibiotiques, rendant leur traitement difficile (Tang et al., 2020).

En raison des besoins croissants en fertilisation des sols, il est malheureusement fréquent
que des résidus d'antibiotiques soient directement transférés des activités anthropiques vers les
sols. Cette contamination souleve de plus en plus de préoccupations a 1’échelle mondiale,
notamment en ce qui concerne la présence d’antibiotiques, de bactéries résistantes et des génes
de résistance qui leur sont associés (Moghadam et al., 2023). Par ailleurs, I’utilisation intensive
d’amendements organiques, bien qu’elle favorise la fertilité des sols, contribue également a
I’amplification de la résistance aux antibiotiques dans les écosystémes agricoles (Peng et al.,
2017). Des études récentes ont démontré que les fumiers et composts, notamment ceux issus
d’¢élevages industriels souvent traités aux antibiotiques, contiennent fréquemment des bactéries
multirésistantes et des genes de résistance aux B-lactamines (blaCTX-M), & la colistine (mcr-1)
ou a la tetracycline (tetA), favorisant leur transfert horizontal dans le microbiote du sol, des
plantes (Karwowska, 2024). Ces pratiques contribuent ainsi a la diffusion silencieuse de la
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résistance dans I’environnement, mettant en péril la sécurité sanitaire des denrées végétales et

des écosystémes naturelle (Deekshit and Srikumar, 2022).

Par ailleurs, la pénurie d’eau douce s’intensifie a I’échelle mondiale sous 1’effet du
changement climatique, entrainant une dépendance accrue a 1’égard des eaux récupérées ou
usées pour I’irrigation agricole en particulier dans les zones arides (Corwin, 2021 ; Santos et
al., 2023). Or, ces eaux, lorsqu’elles ne sont pas traitées, sont fortement contaminées par des
bactéries pathogénes et des résidus d’agents a activités antimicrobiennes, amplifiant les risques
de contamination des cultures et la dissémination de résistances dans 1’écosystéme agricole
(Sharma et al., 2020 ; Adenaya et al., 2025). L’irrigation avec des eaux insalubres constitue
ainsi un vecteur majeur d’introduction des bactéries résistantes dans la chaine alimentaire,
comme ’ont démontré plusieurs épidémies récentes lies a des fruits et Iégumes contaminés

(Iwu and Okoh, 2019).

Face a ces défis, des approches intégrées basées sur le concept « One Health » sont
aujourd’hui préconisées pour surveiller et contrdler la dissémination des agents pathogénes et
de la résistance aux antimicrobiens dans les systemes agricoles (Miller et al., 2022). Une
meilleure gestion des pratiques agricoles, le traitement préalable des amendements organiques,
la surveillance microbiologique de 1’eau d’irrigation et 1’éducation des producteurs sont autant
de leviers indispensables pour limiter les risques sanitaires liés a la consommation de fruits et
Iégumes (Shoushtarian and Negahban-Azar, 2020 ; Liu et al., 2023).

Les légumes a feuilles, considérés comme des "points chauds" de contamination,
peuvent abriter des bactéries résistantes aux antibiotiques, des génes de résistance, ainsi que des
éléments génétiques mobiles, augmentant ainsi le risque de propagation de ces résistances
(Kunhikannan et al., 2021). Des études récentes montrent que les génes de résistance aux
antibiotiques présents chez les bactéries isolées du tissu végétal de la laitue et du sol étaient
similaires, ce qui suggere que les résistomes des plantes et de leur environnement sont liés. Cela
confirme que les genes de résistance peuvent passer des sols aux légumes (Huang et al., 2025).
Cette transmission est un phénomeéne préoccupant, car les plantes, particulierement les Iégumes
a feuilles, peuvent facilement devenir des vecteurs de bactéries résistantes lorsqu'elles sont
cultivées dans des environnements contaminés (Brown et al., 2019). Des recherches ont
également mis en évidence des épidémies alimentaires liées a la consommation de legumes et
de fruits irrigués avec des eaux insalubres, ce qui souligne I'impact des méthodes d'irrigation

sur la contamination des récoltes (Aksouh et al., 2024). Ces pratiques augmentent le risque de
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transmission de pathogénes, notamment des bactéries résistantes aux antibiotiques, qui peuvent
étre présentes dans les eaux usées utilisées pour irriguer les cultures. Un exemple frappant est
I’identification de E. coli sur les légumes et dans l'eau d'irrigation, ce qui suggeére une

contamination croisée dans plusieurs régions agricoles (Du Plessis et al., 2021).

La résistance aux antibiotiques demeure une menace croissante qui affecte non
seulement la santé publique, mais aussi la sécurité alimentaire, I’environnement et 1’agriculture.
Les bactéries du groupe ESKAPE ; E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa et Enterobacter spp. sont reconnues comme des agents pathogenes multirésistantes
critiques, nécessitant 1’élaboration de nouveaux traitements efficaces en urgence (Miller and
Arias, 2024). Malgré I’arrivée de nouveaux antibiotiques, ces bactéries, notamment celles
produisant des B-lactamases a spectre élargi (BLSE) et des carbapénémases, représentent encore
un défi thérapeutique majeur a I’aube de la troisiéme décennie du XXle siccle. Elles se
distinguent par leur capacité d’adaptation, leur utilisation de diverses stratégies pour développer
des résistances ainsi que par la propagation mondiale de clones a haut risque (Sivarajan et al.,
2025). Ces derniéres années, I’attention s’est accrue sur le role de la transmission
environnementale de la résistance aux antimicrobiens dans le cadre du concept « One Health ».
Récemment, une revue a mis en évidence le rdle que joue I’environnement comme réservoir
pour ces bactéries résistantes, qui peuvent persister en dehors des h6pitaux, notamment dans

I’eau et la chaine alimentaire (Martak et al., 2024).

Les carbapénemes représentent depuis plusieurs années une option thérapeutique de
choix pour traiter les infections graves causées par des bactéries multirésistantes, notamment
celles produisant des BLSE ou des B-lactamases de type AmpC. Toutefois, I'émergence
croissante de carbapénémases chez les entérobactéries telles que E. coli et K. pneumoniae, mais
aussi chez P. aeruginosa et A. baumannii, compromet leur efficacité (Owusu et al., 2023).
Cette résistance est majoritairement due a la production de carbapénémases, des enzymes
puissantes codées par des genes tels que blakKPC, blaNDM, blaVIM et blaOXA-48,

fréquemment retrouvés chez les souches multirésistantes et virulentes (Elghanam et al., 2024).

Les génes bla-TEM, bla-SHV, et en particulier bla-CTX-M, sont parmi les principaux
responsables de la production de B-lactamases, notamment celles appartenant aux BLSE. Ces
génes conférent une résistance accrue aux B-lactamines. Ils ont été frequemment détectés chez
des entérobactéries isolées a partir d’échantillons cliniques, d’animaux, ainsi que dans

I’environnement, ce qui témoigne de leur large diffusion a travers différents écosystemes



Introduction

(Elshafiee et al., 2022). Cette dissémination rapide est facilitée par des éléments génétiques
mobiles comme les plasmides, les transposons ou les intégrons, qui favorisent le transfert

horizontal des génes de résistance (Jian et al., 2021 ; Michaelis and Grohmann, 2023).

Face a cette impasse thérapeutique, la colistine a longtemps été considérée comme
dernier recours contre les souches multirésistantes a Gram négatif (Rhouma et al., 2016).
Cependant, son utilisation excessive dans 1’¢levage intensif, notamment comme facteur de
croissance, a favorisé I’émergence de résistances transmissibles par plasmide, notamment via
le gene mcr (Anyanwu et al., 2020). La resistance plasmidique a été retrouvés chez les animaux
d’élevage, les végétaux, et dans 1’écosystemes agricole (Abdullah et al., 2023). De plus,
I’épandage de fumier contaminé sur les sols agricoles constitue un vecteur préoccupant pour la

dissémination environnementale de ces génes de résistance (Touati and Mairi, 2021).

Les métaux lourds représentent un risque environnemental important dans les
écosystémes agricoles, en particulier dans les sols irrigués par des eaux usées ou fertilisés par
des fumiers d’origine animale ou minérale. Bien que certains métaux tels que le cuivre (Cu), le
zinc (Zn), le fer (Fe), le manganése (Mn) et le molybdéne (Mo) soient essentiels a la croissance
des plantes, d'autres comme le cadmium (Cd), le plomb (Pb) et le mercure (Hg) peuvent
s'accumuler a des niveaux toxiques et nuire a la productivité agricole (Kharazi et al., 2021 ;
Rashid et al., 2023).

Les pratiques agricoles intensives, notamment 1’utilisation des phytosanitaires et des
fertilisants minéraux, contribuent fortement a la contamination des sols et des eaux de surface
par ces métaux (Alam et al., 2020 ; Wei et al., 2020). Cette contamination favorise 1’émergence
de bactéries tolérantes aux métaux lourds par divers mécanismes des ions métalliques tels que
la séquestration intracellulaire, I’efflux actif ou la biotransformation. Parfois, cela peut aussi
conduire a une co-résistance avec les antibiotiques (Giller et al., 1998 ; Singh et al., 2024).
Ces mécanismes de résistance aux métaux peuvent également étre génétiquement liés aux genes
de resistance aux antibiotiques (co-résistance) ; ils peuvent partager leur mécanisme de
résistance avec les antibiotiques (résistance croisée), ou encore étre exprimés en méme temps
gue ces genes en raison de systemes de régulation liés (co-régulation). 1ls peuvent se produire
dans une grande variété d’environnements, y compris les eaux usées, les eaux douces, le fumier

et les sols, en fonction de leur biodisponibilité (Murray et al., 2024).

La surveillance des bactéries résistantes aux antibiotiques est devenue de plus en plus

courante dans la recherche sur la sécurité alimentaire, reflétant une prise de conscience
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croissante des risques liés a la résistance aux agents antimicrobiens dans les systemes agricoles.
Cependant, cela reste difficile, car il existe des pratiques agricoles variées et des conditions
environnementales différentes qui peuvent influencer la persistance et la propagation des genes
de résistances. Ce défi est particulierement évident dans les pays a revenu faible et
intermédiaire, ou la diversité des conditions environnementales et les ressources limitées
compliquent encore davantage la mise en place de systémes de surveillance cohérents et
efficaces (Ombelet et al., 2022).

En Algeérie, plusieurs travaux de recherche ont documenté la présence de bactéries
pathogenes résistantes dans fruits et Iégumes. Bellil et collaborateurs (2024) ont mis en évidence
une contamination de pasteques par des souches de Salmonella sp. résistantes a I’acide
nalidixique, a I’ofloxacine et a la ciprofloxacine. Par ailleurs, des bacilles a Gram négatif
producteurs de carbapénémases tels que blaOXA-48 et blaVIM-4 ont été identifiés dans des
échantillons de Iégumes frais (Mesbah Zekar et al., 2017 ; Chelaghma et al., 2022). D'autres
¢tudes ont également rapporté la présence d’entérobactéries productrices de BLSE de type

blaCTX-M isolées de végétaux destines a la consommation (Mesbah Zekar et al., 2017).

La contamination peut survenir a différents stades durant la culture, la récolte, du
conditionnement ou du transport. Ces étapes, souvent réalisées dans des conditions d’hygieéne
précaires, favorisent la colonisation des fruits et légumes par des bactéries multirésistantes
(Jiménez-Belenguer et al., 2023). Toutefois, les études portant spécifiquement sur le réle de
I’environnement agricole comme réservoir de résistance restent peu nombreuses en Algérie.
Certaines recherches ont malgré tout identifié des bactéries productrices de carbapénémases
dans des eaux de riviere (Tafoukt et al., 2017) et dans des effluents hospitaliers (Yousfi et al.,
2019). D'autres travaux ont démontré la présence de souches d’E. coli résistantes a la colistine
et porteuses des genes mcr-1 et mcr-3 dans 1’eau d’irrigation, les sols agricoles et le fumier
utilisés pour I’amendement des cultures (Touati et al., 2020 ; Chelaghma et al., 2022).
Cependant, la prévalence de la résistance aux antibiotiques, en particulier aux carbapénémes et
a la colistine, reste peu connue, tout comme celle des métaux lourds et des facteurs de virulence

qui y sont associés.

Ainsi, le présent travail a pour objectif de rechercher et de mettre en évidence la présence
de souches d’entérobactéries résistantes et virulentes dans les sols cultivés, le fumier utilisé
pour I’épandage, ainsi que dans les eaux d’irrigation, en tant que sources potentielles de

contamination avant la récolte. Cela sera réalisé par ’isolement et 1’identification des souches
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d’entérobactéries résistantes aux carbapénémes, a la colistine, ainsi qu’aux métaux lourds, tout
en recherchant certains traits de virulence. A cet effet, des échantillons provenant

d’exploitations maraichéres situées dans les régions de Béjaia et Jijel ont été etudiés.



Materiel et Methodes



Matériel et Méthodes

I. Cadre et objectifs de I’étude

Cette étude a été menée entre mars et mai 2025 au sein du laboratoire de Microbiologie
de I’Université Abderrahmane Mira de Béjaia. Durant cette étude, un total de 82 prélévements
a été effectue dans sept (07) fermes maraichéres situées dans les wilayas de Béjaia et de Jijel.
Les échantillons ont été prélevés a partir de sols cultivés, d’eaux d’irrigation et de fumiers
utilises comme fertilisants (Annexe 1). Le tableau ci-dessous présente la répartition des

échantillons selon leur origine et leur localisation.

Tableau I : Répartition des échantillons par localité et par origine de prélevement

Akbou 8 3 1 Petit-pois, Féve, Oignon Plein champ

Allaghen 14 6 5 Courgette, Tomate, Feve, Carde, Sous-serre /

Tazemalt Oignon, Epinard, Petit- pois, Haricot, ~ Plein champ
Blette, Pasteque, Piment

Boudjellil 5 2 1 Oignon, Petit-pois Plein champ

Ighil Ali

Ighzer 5 4 3 Avrtichaut, Oignon, Tomate, Laitue, Plein champ

Amoukrane Petit-pois

Biziou 5 3 3 Epinard, Féve, Petit-pois, Ail Plein champ

Amalou

El Milia 5 1 2 Pomme de terre, Féve, Courgette, Plein champ
Tomate, Oignon

Sidi Abdelaziz 4 1 0 Fraise, Piment, Courgette, Féve Plein champ

1. Méthodes de prélevement

11.1. Prélévement de sol cultivé

Les échantillons de sol ont été prélevés a proximité des systemes racinaires des plantes, a
une profondeur d’environ 10cm. Pour chaque type de légume sélectionné, environ 1 kg de sol

a été recueilli a I’aide d’une pelle (voir figure 01)
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Culture de courgette

Culture de pomme de terre Culture de laitue

Figure 01 : Photos de quelques sols cultivés par des léegumes

I11.2. Prélévement de Fumier

Parallelement, la méme quantité de fumier a été prélevée a partir de tas utilisés pour 1’épandage
des cultures. Le fumier provenait de vache, chévre, mouton et cheval. Les échantillons ont été

mis dans des sacs propres et transportés au laboratoire (figure 02).

Fumier de mouton utilisé a Tazemalt Fumier de cheval prélevé a Jijel

Figure 02 : Exemple de fumiers utilisés pour I’épandage
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11.3. Prélévement de I’eau utilisé pour Pirrigation

L’eau utilisée pour I’irrigation des légumes et des fruits situés dans chaque ferme a ¢été
prélevée a raison de 1L dans des flacons stériles (figure 3). Ces derniers ont été étiquetés puis

acheminés au laboratoire pour étre analysée.

Bassins d’eau a Tazmalt Eau de puits a Jijel

Figure 03 : Exemple de source d’eaux utilisées pour P’irrigation

I11. Criblage des souches d’entérobactéries résistantes aux antibiotiques

I11.1. Préparation des cultures

Un enrichissement a été réalisé pour les échantillons de sol et de fumier en ajoutant 25¢g
de chaque échantillon a 50ml du bouillon nutritif. Apres agitation, les milieux

d’enrichissements ont été€ incubés a 37°C pendant 24h.

Les échantillons d’eaux ont été filtrés a I’aide d’un systéme de filtration contenant une
membrane en nitrate de cellulose stérile de 0.22um de diamétre. Une fois, la filtration terminée,
le filtre a été récupéré et introduit dans un flacon contenant 4ml de bouillon nutritif puis incuber
a 37°c pendant 24h.

111.2. Criblage de souches résistantes au carbapéneme sur milieu CarbaMTL Broth

A partir des bouillons d’enrichissement positifs, 50ul ont été preleveés et ajoutés a 1ml du
bouillon CarbaMTL (Mairi, Touati, Levigne) puis incubés a 37°C /24h. Ce milieu contient 0.5

pg/ml d’ertapénéme, 250 pg/ml de cloxacilline et 64 pg/ml de vancomycine et permet la

10
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sélection des bacilles a Gram négatifs producteurs de carbapénémases. Il permet également

d’inhiber les souches productrices de céphalosporinases et des bactéries a Gram positives

(Mairi et al., 2019).

Les boulions MTL positifs ont été ensemenceés sur des boites contenant de la gélose Mac
Conkey ou EMB (éosine au bleu de méthylene). Apres incubation a 37°C /24h, les boites ont
étés examinées selon les caractéres culturaux des souches obtenus (forme, couleur, aspect,
I’odeur). Le repiquage a été effectué pour chaque type de colonies successivement sur la méme

gélose jusqu'a obtention d’une culture pure.

111.3. Criblage de souches d’entérobactéries résistantes a la colistine

A partir des bouillons d’enrichissement, une gélose spécifique aux bacilles a Gram négatif
additionnée de 0.4pg/ml de colistine et de 64ug/ml de vancomycine a été ensemenceée. Les
boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Apres incubation, les colonies ont fait I’objet
d’un repiquage successif sur le méme milieu jusqu'a obtention d’une culture pure (Bardet et

al., 2017).

1V. Identification des souches résistantes

L'identification bactérienne a été réalisée en premier lieu par un criblage sur gélose
Chromagar TM orientation. Ce milieu contient des substrats chromogenes permettant la
coloration de la colonie suite a une dégradation par une enzyme bactérienne spécifique et la
libération du chromophore. Apres incubation a 37 °C pendant 24 heures, les groupes bactériens

ont été reconnus en fonction de la différence de couleur.
L’identification des espéces a été réalisee comme suit ;

v Les colonies de couleur bleu métallique appartenant au groupe KES (Klebsiella-
Enterobacter-Serratia) ont été distinguées sur la base de présence de I’uréase,
production d’indole, utilisation du citrate comme seul source de carbone et de la
fermentation des sucres sur milieu TSI ;

v' Les colonies de couleur rose suspectées d’étre E. coli ont été confirmées par le repiquage
sur gélose EMB pour I’observation du reflet vert métallique et de la recherche de la

production d’indole a 44°C.

11
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V. Etude de la sensibilité des souches isolées aux antibiotiques

La sensibilité des souches selectionnées vis-a-vis des B-lactamines a été déterminée par la
méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Mueller Hinton selon les
recommandations de 1I’European Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing et du
Comité de I’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (EUCAST CA-SFM,
2024).

A partir d’'une culture bactérienne de 24h, on réalise une suspension bactérienne en
dissociant 4 a 5 colonies dans 4 ml d’eau physiologique stérile pour un inoculum d’environ 0.5
Mac Ferland (=108 UFC/mI). Les boites Muller Hinton ont été ensemencées avec les souches a
tester par écouvillonnage et des disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface des géloses

a I’aide d’une pince stérile.

Les boites ont été ensuite incubées pendant 24h a 37°C. Les différents diameétres des zones
d’inhibition obtenus autour des disques d’antibiotiques ont été mesurés et I’interprétation en
bactérie Sensible (S), Intermédiaire (1) ou Résistante (R) a été effectuée selon les criteres définis
par 'EUCAST (2024) et CA-SFM (2013) (Tableau I1).

Tableau Il : Antibiotiques testés

T

- 30 Bioanalyse 19 19
_ CTX 30 Oxoid 20 17
_ CAZ 30 Bioanalyse 22 19
_ FOX 30 Bioanalyse 18 18
_ IMP 10 Bioanalyse 22 19
_ ATM 30 Oxoid 26 21
_ ETP 10 Oxoid 23 23
_ MRP 10 Liofilchem 22 16

12
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V1. Recherche de la production de p-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Le test de synergie consiste a placer des disques de céfotaxime, céftazidime et aztréonam a
une distance de 20 mm centre a centre d’un disque Amoxicilline-acide clavulanique. Le test est
considéré comme positif lorsqu'une image de synergie est observée entre les disques de
céfotaxime et/ou céftazidime, aztreonam et le disque d'amoxicilline-acide clavulanique, ce qui
donne souvent une zone de forme caractéristique appelée "bouchon de champagne (Jarlier et
al., 1988).

VII. Méthode d’inactivation des Carbapénémes (CIM)

Le test CIM est une méthode phénotypique de détection des différents types de
carbapénémases (KPC, NDM, OXA-48, VIM, IMP et OXA-23) (Vander Zwaluw et al., 2015).

Cette méthode consiste a suspendre une anse de culture bactérienne (E. coli ATCC 25922),
sensible a tous les antibiotiques, utilisée comme témoin négatif, ainsi qu'une souche productrice
d’une carbapénémase, utilisée comme témoin positif, et une souche a tester, dans des tubes

Eppendorf stériles contenant 500 ul d’eau physiologique stérile.

Ensuite, un disque de méropénéme de 10 pg est introduit dans la suspension. Les tubes
Eppendorf ont incubés a 37°C pendant 3 heures. A I’issue de cette incubation, les disques de
méropéneme sont retirés a 1’aide d’une anse de platine et déposés sur une boite de gélose
Mueller-Hinton préalablement ensemencée avec une souche d’E. coli (ATCC 25922).
L’incubation est ensuite poursuivie a 37°C pendant 24 heures. La lecture a été faite en mesurant
les diametres des zones d’inhibitions chez les souches testées et des témoins. L’interprétation
en sensible, résistante et intermédiaire est réalisée conformément aux recommandations de
I’EUCAST (2024).

VII1. Analyse de la tolérance des souches isolées aux Métaux lourds

Etudier I'impact des métaux sur la flore du sol, I’eau d’irrigation et le fumier peut fournir
des informations précieuses sur la pollution environnementale ainsi que sur la co-résistance aux
antibiotiques. Dans cette optique, des souches d’entérobactéries ont été isolées a partir de ces

écosystémes en utilisant une gélose Mac Conkey a partir des bouillons de culture respective.

13
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Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 4 métaux lourds a savoir le cuivre, le
cadmium, le plomb et zinc ont été déterminées pour chaque souche isolée. Des géloses Mueller
Hinton ont étés additionnées de concentrations en sels de métaux allant de 100, 200,
400 800pg/mL pour le Cu, Cd, Zn et de 800, 1600, 2400 et 3200pg/mL pour le Pb.

Une suspension bactérienne a été préparée a une densité de 0.1 (108 UFC/ml) dans de d'eau
physiologique. Par la suite, 10ul de chaque suspension bactérienne ont été ensemences en spot
et a raison de trois répétions sur chacune des concentrations. Aprés incubation a 37°C/24h, la
présence ou l’absence d’une croissance est notée pour chaque souches et pour chaque
concentration. Ainsi, la concentration minimale inhibitrice est déterminée par la plus faible

concentration inhibant la croissance des souches visible a 1’ceil nu (Isik et Akkan, 2021).

La résistance des souches d’entérobactéries vis-a-vis des métaux lourds a été déterminée ont
comparant les valeurs des CMls obtenues a celles de la souche standard E. coli K12 rapporté dans
la littérature (Tableau I11). Si la souche étudiée peut se développer dans un environnement avec
une concentration supérieur a la CMI de la souche d’E. coli K12, elle est considérée comme
résistante (Isik et Akkan, 2021).

Tableau I11 : Niveaux de résistance de la souche E. coli K12 vis-a-vis des métaux lourds
testés (Isik et Akkan, 2021)

IX. Détection de quelques facteurs de virulence

I1X.1. Recherche de la production de lipase

Les isolats ont été repiqués sur une gélose enrichie en Tween 80. Une culture
bactérienne a été déposée sous forme de spots de 10ul, directement a la surface du milieu, puis
incubées a 37 °C/24 heures. La production de lipase se traduit par 1’apparition d’une zone
trouble autour des spots (Mobarak-Qamsari et al., 2011).
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IX.2. Test de production de protéase

La recherche de la production de protéase a été réalisée sur gélose au lait écremeé. Une
culture bactérienne a été déposée sous forme de spots de 10ul, puis incubées a 37 °C pendant
24 heures. L’apparition d’une zone claire autour des spots traduit une activité protéasique,

correspondant a la dégradation des caséines du lait (Noomi, 2018).
IX.3. Recherche de I’hémolysine

La détection de la production d’hémolysine a été réalisée sur une gélose contenant 5 %
de sang humain. Une culture bactérienne a été déposée sous forme de spots de 10ul, directement
a la surface du milieu, puis incubées a 37 °C/24 heures. L’apparition d’un halo clair autour des

colonies indique une activité hémolytique (Jasm et Yassein, 2020).

15



Résultats et Discussion



Résultats et Discussion

I. Répartition des prélevements

Dans le cadre de cette étude, 82 échantillons ont éte collectés a partir de sept exploitations
maraicheres réparties dans les wilayas de Béjaia (n = 58) et de Jijel (n = 24). Ces prélévements
comprenaient 45 échantillons de sol (annexe 01, tableau 1), 17 échantillons de fumier (annexe
01, tableau II) et 20 échantillons d’eau d’irrigation (annexe 01, tableau III). Cette diversité
d’échantillons a permis d’avoir une vue d’ensemble sur les différentes sources potentielles de

contamination des fruits et légumes consommés dans ces régions.

I1. Criblage des souches d’entérobactéries réesistantes aux carbapénemes

L'enrichissement sur bouillon nutritif a montré des résultats positifs pour tous les
échantillons, dont 04 étaient positifs sur le milieu CarbaMTL. Au total, 04 souches appartenant
a la famille des Enterobacteriaceae ont été isolées et purifiées pour des analyses
complémentaires. Parmi celles-ci, on compte 02 souches de K. pneumoniae, 01 souche de K.
oxytoca et 01 souche de Serratia sp. Les caractéristiques biochimiques et culturales sur

chromagar orientation des souches sont résumées en Annexe 01 (tableau 3).

D’apres le tableau ci-dessous, les souches identifiées ont été isolées principalement a partir
d’échantillons de ’eau (E7, E21 et E22), a I’exception d’une seule souche qui a été isolée a

partir d’un sol cultivé (S39) par des petits-pois.

Tableau 1V : Répartition des souches isolées par régions et par types de prélevement

- K. pneumoniae  Eau d'irrigation Basin de Reserve  Béjaia Laitues
- K. oxytoca Eau d'irrigation Basin de Reserve  Bejaia Courgettes
K. pneumoniae  Eau d'irrigation Eau de barrage Biziou Feves
. Tichihaf (Amalou)
Serratia sp Sol Plein champ Boudjellil Petit-pois
. (Ighil Ali)
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I11. Criblage des souches d’entérobactéries résistantes a la colistine

Le criblage sur gélose additionnée de 4 pg/ml de colistine a été positif pour 21
échantillons. Un criblage sur gélose chromagar orientation a ensuite été réalisé afin d’éliminer
les souches présentant une résistance intrinseque a la colistine. L’identification des souches
isolées a permis de mettre en évidence 09 souches d’Enterobacter sp., 04 souches d’E. coli et
01 souche de K. oxytoca (Figure 04).

Les souches d 'Enterobacter sp. et d’E. coli ont été isolées a partir de sol cultivé et de
fumier utilisé pour épandage. Toutefois, la souche de K. oxytoca a été isolée de I’ecau d’irrigation

d’une parcelle d’artichaut a Ighzer Amoukrane wilaya de Bejaia (tableau V).

Tableau V : Répartition des souches isolées par région et par types de préléevement

Enterobacter sp. Sol Blette Allaghen (Tazemalt)
Enterobacter sp. Sol Tomate Allaghen (Tazemalt)

E coli Fumier Feve Allaghen (Tazemalt)

E coli Fumier Oignon Allaghen (Tazemalt)

E coli Sol Oignon Boudijellil (Ighil Ali)
Enterobacter sp. Fumier Feve Biziou (Amalou)

E coli Fumier Feve Biziou (Amalou)

Enterobacter sp. Eau Epinard Biziou (Amalou)

Enterobacter sp. Fumier Artichaut Ighzer Amoukrane

Enterobacter sp. Fumier Artichaut Ighzer Amoukrane

Enterobacter sp. Eau Artichaut Ichakhounen (Ighzer Amoukrane)
K. oxytoca Eau Artichaut Ichakhounen (Ighzer Amoukrane)
Enterobacter sp. Eau Féve Sidi Ali Akbou

Enterobacter sp. Fumier Feve Jijel (EI Milia)

IV. Répartition des souches isolées selon I’origine des prélevements

Selon la figure 04 ci-dessous, les souches résistantes aux carbapénémes ont été retrouvées
principalement dans les échantillons de 1’eau (E7, E21, et E22), a ’exception d’une seule
souche qui a été isolée a partir du sol cultivé (S39). En revanche, les souches résistantes a la
colistine ont été isolées majoritairement a partir des échantillons de sol cultivé suivi des

échantillons du fumier.
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L’eau utilisée dans les fermes visitées provient généralement de puits, de barrages ou d’cau
de fourrage. Cependant, certains agriculteurs utilisent aussi I’ecau de riviere, comme c’est le cas

dans une ferme située a EI Milia (Jijel).

Sol Eau Fumier

M Colistine B MTL

Figure 04. Répartition des souches isolées sur les différents milieux utilisés selon leurs

origines de prélevement

V. Etude de la sensibilité des souches isolées sur milieu Carba-MTL

La sensibilit¢ des souches d’entérobactéries isolées a été évaluée par la méthode
standard sur gelose Mueller-Hinton selon les recommandations de EUCAST (2024). Les quatre
souches isolées ont montrées une résistance aux carbapénemes testés a savoir I’ertapénéme ou
le méropéneme. La totalité (3/4) des souches ont montrées une résistance vis-a-vis du
céftazedime, a I’amoxicilline-acide clavulanique ainsi qu’a ’aztréonam. Toutefois, deux
souches uniguement été résistantes au céfotaxime. Le tableau ci-dessous illustre les

caractéristiques des souches résistantes aux B-lactamines testées.
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Tableau VI : Caracteéristiques des souches résistantes aux carbapénemes

AMC ATM CTX CAZ MRP/ETP
8 R

K. pneumoniae Eau 15 R 21 S 24 S 20 S 1 + +
- K. oxytoca Eau 6 R 15 R 10 R 6 R 18 R + +
- K. pneumoniae Eau 10 R 20 R 8 R 12 R 18 R + -
1839 | Serratiasp. Sol 26 S 20 R 18 | 10 R 18 R  + -

V.1. Recherche de la production de carbapénémase

Le test CIM a permis de mettre en évidence la production probable d’une carbapénemase chez
les quatre souches résistantes a ertapéneme/méropéneme. La figure suivante illustre un résultat
positif chez une souche de K.pneumoniae (E7) isolée a partir d’une eau I’irrigation et une souche

de Serratia sp. (S39) isolée a partir d’un sol cultivé.

Figure 05. Test CIM positif chez une souche de K. pneumoniae (E7), et une souche
de Serratia sp. (S39)

V.2. Recherche de la production de BLSE

Le test de synergie a permis de mettre en évidence une image de synergie en bouchon de
champagne, chez une souche de K. pneumoniae E21 et une souche de K. oxytoca E22 indiquant
ainsi la production probable d’une BLSE (figure 06). Ces deux souches ont montrés une

sensibilité réduite vis-a-vis de I’ertapéneme.
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Figure 06. Test de synergie positif chez la souche d’ K. pneumoniae E21

VI. Etude de la sensibilité des souches isolées sur gélose a la colistine aux
antibiotiques

Le tableau ci-dessous montre le profil de résistance des souches isolées sur gelose
additionée de colistine. La majorité de ces souches sont sensibles a la plupart des antibiotiques
testés, mais quelques-unes présentent des résistances notables. Quatre souches d Enterobacter

sp. sont résistantes a AMC et a la céfoxitine. Les carbapénémes n’ont pas été testés chez ces

souches.

20



Résultats et Discussion

Tableau VII. Sensibilité des souches Entérobactéries isolées sur milieu additionné de colistine aux antibiotiques

AMC ATM FOX CTX CAZ
Enterobacter sp. Sol Allaghen (Tazemalt) Blette 12 R 28 S 6 R 3 S 22 S

[LLBS18 " Enterobacter sp. Sol Allaghen (Tazemalt) Tomate 10 R 28 S 6 R 30 S 24 S
E coli Sol Boudjellil (Ighil Ali) Oignon S S 3 S S S 38 S 40 S
E coli Fumier Allaghen (Tazemalt) Féve 28 S 26 S ND 32 S 24 S
E coli Fumier Allaghen (Tazemalt) Oignon 30 S 34 S 3 S 30 S 24 S

0
FLBF9 Enterobacter sp. Fumier Biziou (Amalou) Féve 20 S 32 S ND 28 S 24 S
E coli Fumier Biziou (Amalou) Féeve S S 3 S 3 S 34 S 22 S

2
Enterobacter sp. Fumier Ighzer Amoukrane Artichaut 8 R 30 S 1 R 30 S 36 S

2
Enterobacter sp. Fumier Ighzer Amoukrane Artichaut 8 R 30 S 1 R 30 S 36 S

2
Enterobacter sp. Fumier Jijel (EI Milia) Féve S S 34 S 2 S 36 S 18 R

0
Enterobacter sp. Eau Ichakhounen Artichaut S S 26 S S S 24 S 20 S

(Ighzer Amoukrane)

K. oxytoca Eau Ichakhounen Artichaut S S 30 S 2 S 30 S 22 S

(Ighzer Amoukrane) 2
FLBE5 | Enterobacter sp. Eau Sidi Ali (Akbou) Féve S S 30 SS S 3 s 21 S
PEBE6G Enterobacter sp. Eau Biziou (Amalou) Epinard 24 S 32 S ND 28 S 20 S
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VI1I. Etude de la sensibilité des souches aux métaux lourds

VII.1. Etude de la sensibilité des souches résistantes aux carbapénémes vis-a-vis des

métaux lourds

Les souches d’entérobactéries productrices de carbapénémases associées ou non a une
BLSE ont montrés des concentrations minimales inhibitrices de 800ug/mL vis-a-vis du
cadmium et du zinc et supérieure a 800 et a 3200 pg/mL vis-a-vis du plomb et du cuivre
respectivement (Tableau VIII). L’ensemble des souches bactériennes analysées démontre un

profil de résistance élevée et vis-a-vis des quatre métaux lourds testés (Zn, Pb, Cd et Cu).

Tableau VIII. Détermination des CMIs et des phénotypes de résistance aux métaux

lourds chez les souches résistantes aux carbapénemes

K. pneumoniae Eau 800 R >3200 R 800 R >80
K. oxytoca Eau 800 R >3200 R 800 R >§0
K. pneumoniae Eau 800 R >3200 R 800 R >80
Serratia sp. Sol 800 R >3200 R 800 R >§0

VI1.2. Etude de la sensibilité des souches résistantes a la colistine vis-a-vis des métaux
lourds

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) révéle que les souches
résistantes a la colistine présentent une CMI supérieure a 800 pg/mL pour le cuivre. En ce qui
concerne le zinc, les CMI varient de 400 a plus de 800 pg/mL, tandis que celles du cadmium se
situent entre 200 et plus de 800 pg/mL. En revanche, une résistance marquée est observée vis-
a-vis du plomb, avec des CMI comprises entre 3200 et plus de 3200 pg/mL (Figure 07).
Contrairement aux antibiotiques, ces souches sont résistantes a 1’ensemble des métaux lourds

testés (annexe).
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Figure 07. Taux de résistance des souches isolées vis-a-vis aux différentes concentrations
de cuivre, zinc et cadmium en (ug/ml)

VIII. Détection de quelques facteurs de virulence

La figure ci-dessous illustre la répartition des principaux facteurs de virulence produit
chez les souches d’entérobactéries isolées dans cette étude. Nos résultats montrent que les
especes isolées présentent des profils de virulence variés, suggérant des mécanismes

d’adaptation différenciés selon le type d’espéce.

L’analyse phénotypique a révélé une production significative d’enzymes
extracellulaires associées a la virulence, notamment des lipases, des protéases et des
hémolysines. Les résultats montrent une expression particulierement élevée de I’activité
lipolytique chez les souches étudiées. Par contre I’activité hémolytique est majoritairement
détectée chez les souches d’E. coli (75 %) Les souches étudiées montrent une association
marquée entre certains trait de virulence via la production d’enzyme lytiques, la résistance aux
antibiotiques (notamment aux carbapénémes, aux C3G et colistine) et aux métaux lourds
(cuivre, zinc, plomb, cadmium).
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Figure 08. Répartition des principaux facteurs de virulence produit chez les souches

d’entérobactéries isolées
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Discussion

La contamination des fruits et légumes par des bactéries résistantes aux antibiotiques peut
se produire a différents stades de la chaine de production, en amont comme en aval de la récolte.
En phase pré-récolte, plusieurs sources environnementales sont impliquées. L’utilisation de
fumier animal, ’eaux d’irrigation non conformes (notamment issues d’eaux usées ou de d’eau
de sources polluées), ainsi que des sols déja contaminés par des souches résistantes, constituent
les principales voies d’introduction de bactéries multirésistantes ainsi que des génes de
résistances dans les cultures maraicheres (Alegbeleye et al., 2018 ; Iwu and Okoh, 2019). Ces
environnements agricoles peuvent servir de réservoirs pour des pathogeénes tels que E. coli, K.
pneumoniae ou Enterobacter spp., capables de survivre et de persister dans ces niches tout au

long du cycle de production (Han et al., 2018).

Durant cette étude, 18 souches d'entérobactéries ont été isolées et identifiées, dont 04
souches ont été isolées a partir des sols cultivés, 07 souches a partir de I'eau d'irrigation et 07
souches a partir du fumier. Enterobacter sp. est I’espéce la plus dominante (n=9) suivie par E.
coli (n=4). Egalement 02 souches de K. pnemoniae et de K. oxytoca et une souche de Serratia
sp. ont été identifiées. La famille des Enterobacteriaceae font généralement partie de la flore
normale de I’homme et des animaux. Elle comprend de nombreuses especes couramment
isolées a partir de cultures cliniques, notamment E. coli, Klebsiella sp. et Enterobacter spp. Elle
représente la cause principale de maladies communautaires et de maladies liées aux soins. Au
fil du temps ces bactéries ont développé une capacité innée a proliférer en développant une
résistance aux agents antimicrobiens existants les rendant inefficaces en particulier vis-a-vis des
antibiotiques de derniére ligne (Tilahun et al., 2021). Ces souches bactériennes issues des
intestins humains et animaux, se retrouvent également dans I'environnement (plantes, sol, eaux
usées). Ces pathogénes, prioritaires pour la recherche de nouveaux antibiotiques, posent un
risque majeur en raison de leur résistance croissante, notamment dans les écosystemes agricoles
(Kalpana et al., 2024).

Dans la présente étude, seules quatre souches d’entérobactéries résistantes aux
carbapénémes ont éte isolées a savoir deux souches de K. pneumoniae, une souche de K. oxytoca
et une souche de Serratia sp. La majorité de ces isolats ont été isolés a partir de I’eau utilisée
pour I’irrigation des cultures, tandis qu’une souche de Serratia sp. a été isolée a partir d’un sol

cultivé. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Kiliane et Mammase
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(2024), mais contrastent avec les observations de Hamga et Hammar (2023), qui ont rapporté
une sensibilité totale des entérobactéries aux carbapénemes. Cette variabilité des résultats
pourrait étre expliquée par les différences dans les sources et voies de contamination selon les
zones de production. En effet, chaque exploitation agricole présente une configuration
specifique de facteurs de risque environnementaux, incluant la topographie, les pratiques
culturales et les conditions climatiques locales. Ces paramétres influencent directement la
présence, la persistance et la transmission des agents pathogénes d’origine environnementale,

et donc, le risque de contamination des produits agricoles (Alegbeleye et al., 2018).

L’eau d’irrigation contaminée a souvent été impliquée dans la transmission de souches
multirésistantes aux cultures. Des analyses génomiques ont révélé une forte similarité entre les
bactéries isolées de 1’eau, du sol et des plantes, indiquant un transfert environnemental. De plus,
la proximité génétique entre ces souches et celles retrouvées dans les tissus végétaux suggere
un resistome partagé, confirmant leur role en tant que réservoirs de bactéries résistantes
(Stocker et al., 2023 ; Shreshtha et al., 2024). Nos résultats confirment ces observations par
I’isolement de souches productrices de carbapénémase a partir de 1’eau d’irrigation et du sol

cultivé au cours de cette étude.

En raison de contraintes croissantes liées au changement climatique, a la rareté de I’eau,
a la croissance démographique et a I’insuffisance des infrastructures de traitement, de nombreux
agriculteurs, en particulier dans les régions arides, ont recours a I’utilisation d’eaux usées brutes
ou partiellement traitées pour irriguer leurs cultures (Faour-klingbeil et al., 2018). Dans cette
étude, on a constaté que I’eau utilisée pour I’irrigation des récoltes été principalement une eau
de puits situé dans les productions. Ces eaux, souvent issues des eaux usées, de drainage ou de
réserves difficiles a traiter, peuvent contenir des agents pathogenes tels que bactéries, virus ou
parasites. Lors de leur utilisation, ces agents peuvent transférer directement vers la surface ou
I’intérieur des produits agricoles, compromettant leur sécurité sanitaire. La contamination peut
survenir a différents stades, notamment lors de 1’arrosage, du contact avec le sol ou des

manipulations apres la récolte (Alegbeleye et al., 2018).

La présence de souches productrices de BLSE dans les milieux agricoles constitue une
menace croissante a 1’échelle mondiale, comme 1’ont démontré plusieurs études. Des
entérobactéries productrices de blaCTX-M-55, blaCTX-M-65 et blaCTX-M-15 ont été
identifiées chez des souches isolées a partir des sols, du fumier et des eaux d’irrigation en
Ameérique du Sud (Montero et al., 2021). Des genes blaCTX-M, blaCMY et blaSHV ont
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également été détectés au Népal et au Canada (Subramanya et al., 2021 ; Anderson et al.,
2023). Tandis que les genes blaCTX-M-1, blaCTX-M-14 et blaCTX-M-15 ont été retrouvés
en Tunisie (Ben Said et al., 2015) et en Chine (Zheng et al., 2017). L’association de plusieurs
génes de résistance incluant la production de BLSE, de NDM-1 et la présence du géne mcr-1

ont été rapporté chez des souches d’E.coli isolé de sol cultivé (Zheng et al., 2017).

En Algérie, la diversité des mécanismes de résistance aux antibiotiques observée dans
les environnements agricoles est largement attribuée a la dissémination de la résistance
plasmidique a la colistine. Des études menées par Touati et al. (2020) et Chelaghma et al. (2022)
ont mis en évidence la présence du géne mcr-like chez des souches d’Escherichia coli,
Enterobacter sp., Citrobacter sp. et Klebsiella sp., isolées a partir de sols, d’eaux d’irrigation
et de fumiers issus d’exploitations agricoles locales. Dans cette étude 14 souches ont été isolés
sur gelose additionée de 4ug/ml de colistine. Toutefois, il n’est pas possible de conclure avec
certitude que ces souches sont résistantes a cet antibiotique. Faute de temps, les résultats de la
détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en milieu liquide pour la

colistine n’ont pas pu étre validés.

Malgré les données existantes, les informations restent limitées quant a la coexistence
simultanée de résistances aux carbapénemes, a la colistine et aux métaux lourds chez les bacilles
a Gram négatif isolés des environnements agricoles, aussi bien a 1’échelle internationale qu’en
Algérie. Dans le cadre de notre étude, toutes les souches d’entérobactéries isolées ont présenté
une résistance aux quatre métaux lourds testés (Zn, Pb, Cd et Cu). Ce phénomene s’explique
par la remarquable capacit¢ d’adaptation des microorganismes face aux pressions
environnementales. Les résultats obtenus confirment que ces bactéries ont développé des
mécanismes spécifiques de résistance aux métaux toxiques, leur permettant de survivre, se

maintenir et méme proliférer dans des environnements contaminés (Vats et al., 2022).

Les métaux lourds, omniprésents dans I’environnement a travers les effluents
industriels, les rejets agricoles, les boues d’épuration et les pratiques aquacoles, exercent une
pression de sélection continue sur les communautés microbiennes. Selon Vats et al., (2022),
une corrélation positive entre la présence de métaux et les génes de résistance aux antibiotique
a éte démontrée dans plusieurs compartiments environnementaux, notamment les sols agricoles,
les zones minieres, les systémes d’aquaculture, les €levages porcins, les fermes laiticres, ainsi

que dans le microbiote intestinal d’animaux domestiques et sauvages.
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La co-résistance entre le cuivre (Cu) et les antibiotiques est reconnue depuis plusieurs
décennies. Des études récentes ont mis en évidence que le cuivre peut non seulement exercer
une pression de co-sélection sur les genes de résistance aux antibiotiques, mais egalement
induire 1’expression de certains facteurs de virulence. Par exemple, une augmentation
significative de la production de pyoverdine a été observée chez Pseudomonas aeruginosa apres

exposition prolongée a de fortes concentrations de cuivre (Lear et al., 2022).

Bien que les liens entre métaux lourds, genes de résistance aux antibiotiques et facteurs
de virulence chez les souches multirésistantes d'entérobactéries restent encore peu étudiés, les
résultats de cette étude apportent de nouvelles données en ce sens. En effet, certaines souches
isolées ont montré la capacité a produire des enzymes lytiques telles que les lipases, protéases
et hémolysines, associées a la virulence bactérienne. Ces mémes souches présentaient une
résistance concomitante aux antibiotiques, notamment aux carbapénémes et aux
céphalosporines de 3e génération, ainsi qu'a plusieurs métaux lourds, suggérant une possible

co-sélection de ces traits au sein de 1’environnement agricole.

La détection de bactéries résistantes aux antibiotiques dans les sols agricoles et les eaux
d’irrigation souléve des préoccupations majeures en maticre de sécurité sanitaire des cultures
maraichéres. Cette situation accroit le risque de transmission de ces agents pathogenes vers les
fruits et légumes frais, souvent consommeés sans cuisson, constituant ainsi une voie directe
d’exposition pour les consommateurs. Pour limiter ce risque, il est essentiel d’améliorer les
pratiques d’irrigation, notamment par [’utilisation d’eaux traitées respectant les normes
microbiologiques en vigueur. Par ailleurs, une sensibilisation accrue des agriculteurs aux
dangers liés a I’emploi de fumiers organiques non traités et d’eaux non conformes s’avere
indispensable, afin de prévenir I’introduction et la dissémination de souches multirésistantes

dans la chaine alimentaire.
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Conclusion

Cette étude met en évidence la présence de souches d’entérobactéries résistantes aux
carbapénémes, aux céphalosporines de 3°™ génération et a la colistine dans ’environnement
agricole de plusieurs exploitations maraicheres des wilayas de Béjaia et de Jijel. La
consommation de fruits et Iégumes crus issus de ces sites, en particulier lorsqu’ils sont cultives
sur des sols amandés avec du fumier ou irrigués avec des eaux usées, pourrait constituer une

voie de transmission de bactéries résistantes a 1’homme via la chaine alimentaire.

Les souches isolées ont également présenté une co-résistance a plusieurs métaux lourds
tels que le cuivre, le cadmium, le plomb et le zinc. La contamination des sols, de I’eau et du
fumier par ces souches résistantes a la fois aux antibiotiques et aux meétaux lourds a été mis en
évidence. Ainsi lleurs évaluation reste donc essentielle pour prévenir et gérer les risques liés a

la dissémination de I'antibiorésistance dans le concept One Health

Au-dela de la caractérisation des profils de résistance, I’analyse de certains traits de
virulence a révélé que plusieurs souches isolées étaient dotées de la capacité a exprimer des
enzymes extracellulaires impliquées dans la pathogénicité, notamment des lipases et protéases.
La coexistence de mécanismes de résistance aux antimicrobiens et de facteurs de virulence chez
ces isolats constitue une menace préoccupante pour la santé publique, justifiant la mise en place

de systemes de surveillance intégrée et une réévaluation des pratiques agricoles.
Enfin, des études complémentaires, reposant sur un échantillonnage diversifié et élargi

et a d’autres exploitations agricoles a grande échelle, sont nécessaires afin d’évaluer de maniere

plus précise I’ampleur du risque sanitaire, tant pour la santé publique que pour I’environnement.
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Tableau | : Répartition des échantillons de sol par région et résultats du criblage sur bouillon
Carba-MTL et colistine

Type de Colistine MTL

culture

Petit pois
Courgette
Courgette
Féve
Oignon
Petit pois
Carde
Epinard
Oignon
Epinard
Féve
Laitue
Artichaut
Artichaut
Petit pois
Haricot
Blette
Tomate
Carde
Pasteque
Piment
Oignon
Oignon
Ail

Oignon

Tomate

Pomme de terre

Ifren (Akbou)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Tala Elbir (Boudjellil Ighil ali)
Biziou (Amalou)

Allaghen (Tazemalt)

Biziou (Amalou)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Sidi Ali Ouchedad (Akbou)
Ouzellaguen (Ighzer Amoukrane)
Ighil Oudles (Ighzer Amoukrane)
Ichakhounen (Ighzer Amoukrane)
Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Allaghen (Tazemalt)

Sidi Ali Ouchedad (Akbou)
Biziou (Amalou)

Jijel (El Milia)

Jijel (El Milia)

Jijel (El Milia)

03/04/2025
12/04/2025
12/04/2025
12/04/2025
12/04/2025
12/04/2025
02/04/2025
12/04/2025
02/04/2025
02/04/2025
12/04/2025
09/04/2025
10/03/2025
08/04/2025
18/04/2025
18/04/2025
18/04/2025
18/04/2025
18/04/2025
18/04/2025
18/04/2025
18/04/2025
19/04/2025
12/04/2025
15/04/2025
15/04/2025
15/04/2025
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Courgette
Féve
Oignon
Fraise
Feve
Courgette
Tomate
Piment
Feve
Petit pois
Oignon
Petit pois
Feve
Oignon
Epinard
Oignon
Oignon

Oignon

Jijel (El Milia)

Jijel (El Milia)
Akbou Ville

Jijel (Sidi Abdelaziz)
Jijel (Sidi Abdelaziz)
Jijel (Sidi Abdelaziz)
Selouana (Ighzer Amoukrane)
Jijel (Sidi Abdelaziz)
Biziou (Amalou)
Biziou (Amalou)
Ighzer Amoukrane
Boudjellil (Ighil Ali)
Biziou (Amalou)
Tihrkatin (Akbou)
Biziou (Amalou)
Boudjellil (Ighil Ali)
Boudijellil (Ighil Ali)
Boudjellil (Ighil Ali)

15/04/2025
15/04/2025
17/04/2025
06/05/2025
06/05/2025
06/05/2025
12/04/2025
06/05/2025
14/04/2025
14/04/2025
18/03/2025
20/04/2025
14/04/2025
22/04/2025
14/04/2025
19/04/2025
19/04/2025
19/04/2025

Tableau Il : Répartition des échantillons de fumier par région et résultats du criblage sur bouillon

Carba-MTL et colistine

Type de

production

Colistine

- Petit-pois
- Oignon
- Féve
- Courgette
- Oignon
- Epinard
- Courgette
- Oignon
- Féve
=]

Tomate

Ifren Akbou
Boudjellil Ighil Al
Allaghen Tazemalt
Allaghen Tazemalt
Allaghen Tazemalt
Biziou Amalou
Allaghen Tazemalt
Allaghen Tazemalt
Biziou Amalou

Jijel EI Milia

03/04/2025
02//04/2025
12/04/2025
12/04/2025
02/04/2025
12/04/2025
12/04/2025
08/04/2025
02/04/2025
15/04/2025
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Tomate

Féve

pomme de terre
Artichaut
Artichaut
Courgette

Féve

Sellouana Ighzer
Amoukrane

Biziou Amalou
Jijel El Milia
Ighzer Amoukrane
Ighzer Amoukrane
Jijel El Milia

Jijel El Milia

12/04/2025

14/04/2025

15/04/2025

10/03/2025

08/04/2025

15/04/2025

15/04/2025

Tableau 111 : Répartition des échantillons d’eau par région et résultats du criblage sur bouillon

Carba-MTL et colistine

Source d'eau

Ain

Puit

Puit

Puit

Barrage
Tichihaf

Reserve (Pluie,
barrage)

Barrage
Tichihaf

Puit

Puit

Puit

Puit

Région

Ighil Oudles
(Ighzer
Amoukrane)

Selouana
(Ighzer
Amoukrane)

Ighzer
Amoukrane

Ichakhounen
(Ighzer
Amoukrane)

Sidi Ali Akbou

Biziou Amalou

Biziou Amalou

Allaghen
Tazemalt

Allaghen
Tazemalt

Boudjellil Ighil
Ali

Allaghen
Tazemalt

Date

10/03/2025

12/04/2025

18/03/2025

08/04/2025

19/04/2025

14/04/2025

14/04/2025

03/04/2025

12/04/2025

12/042025

02/04/2025

Colistine

MTL
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Fourrage Allaghen 12/04/2025 - -
Tazemalt
Barrage Biziou Amalou 12/04/2025 - -
Tichihaf
Fourrage Allaghen 12/04/2025 - -
Tazemalt
Puit Allaghen 02/04/2025 - -
Tazemalt
- Riviére Jijel (EI Milia) 15/04/2025 - -
Reserve Jijel (Sidi 06/05/2025 - -
Abdelaziz)
Fourage Village 08/05/2025 - -
Agricole
- Fourage Amizour 10/05/2025 - -
- Puit Tazemalt 17/04/2025 - -
- Reserve Bejaia 22/04/2025 - +
- Reserve Bejaia 22/04/2025 - +
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Tableau I. Identification et caractérisation biochimique des souches résistantes aux carbapénemes

Tableau I1. Identification et caractérisation biochimique des souches résistantes a la colistine

Colonies de couleur bleu
Colonies de couleur bleu
Colonies de couleur bleu

vert
Colonies de couleur bleu

Groupe KES
Groupe KES
Groupe KES

Groupe KES

+ + - +
+ + - +
+ + = -
+ + - +

+

ND ND
ND ND
ND ND
ND ND

Annexes

K. pneumoniae
K. oxytoca
Serratia sp

K. pneumoniae

LBF14

@)
LBF14

@

LBF17

Colonies de couleur bleu

Colonies de couleur bleu

Colonies de couleur bleu
avec voile marron
Colonies de couleur bleu
avec voile marron

Colonies de couleur rose

Colonies de couleur bleu

Colonies de couleur bleu
avec voile marron

Colonies de couleur bleu
mauve
Colonies de couleur bleu
mauve

Groupe KES

Groupe KES

Groupe KES

Groupe KES

Groupe KES

Groupe KES

Groupe KES

Groupe KES

Groupe KES

+

+ + - - - =
+ + - - - +
+ + - - + -
+ + - - + -
+ + - - + -
+ + - - - +
+ + = = + -
- + - - _ +
- + - - _ +
RLBE4 M

ND
ND

ND

ND
ND

ND
ND

Colonies de couleur vert
métallique
Colonies de couleur vert
métallique

Colonies de couleur vert
métalique

ND

Colonies de couleur vert
métallique

ND
ND

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

E coli

E coli

E coli

Enterobacter sp.

E coli

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.



Colonies de ND
couleur
bleu

Groupe
KES

+

+

ND

ND

Enterobacter sp.

Colonies de
couleur
bleu

Groupe
KES

+

+

ND

Enterobacter sp.
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Colonies de couleur bleu Groupe KES + + - - + 4 + ND ND K. oxytoca

Colonies de couleur bleu Groupe KES + + + - - - - ND ND Enterobacter sp.
- Colonies de couleur bleu  Groupe KES + + + - - - + ND ND Enterobacter sp.
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Tableau | : Résultat de I’étude de la sensibilité de de I’ensemble des souches isolées vis-a-vis les métaux lourds testés (Zn, Cu, Cd, et Pb)

o

LBS7

LBS17 (2)
LBS18

LBS21

LBS23

LBS25
LBS33

LBS35
LBS40
LBS44
LBF3
LBF5

LBF9

Espéce
Serratia sp

Enterobacter
sp.

Serratia sp

Serratia sp

Serratia sp

Serratia sp
Serratia sp
Serratia sp

E coli

E coli

E coli

Enterobacter
sp.

Origine
Sol

Enterobacter
sp.

Sol

Sol

Sol

Sol
Sol

Sol

Sol

Sol
Fumier
Fumier

Fumier

Région
Allaghen
(Tazemalt)

Allaghen
(Tazemalt)

Allaghen
(Tazemalt)

Allaghen
(Tazemalt)
Sidi Ali
Ouchedad
(Akbou)

Jijel (El Milia)
Jijel (Sidi
Abdelaziz)
Jijel (Sidi
Abdelaziz)
Biziou
(Amalou)
Boudjellil (Ighil
Ali)

Allaghen
(Tazemalt)
Allaghen
(Tazemalt)
Biziou
(Amalou)

100a 200 400 800

+

+

+

+

+

+

+

100 200a
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

400
+

+

800
+

+

100a
+

+

200
+

+

400
+

+

800

800
+

+

1600a 2400 3200
+ + -

+ + -
+ + -
+ + -
+ + -
+ + -
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + -
+ + -
+ + -
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LBF12 E coli Fumier Biziou + + + + + + + + + + + + + + +
(Amalou)
LBF14 (1) Enterobacter  lghzer + + + + + + + + + = = - + + 2
sp. Amoukrane
LBF14 (2) Enterobacter  lghzer + + - - + + + + + = = = + + +
sp. Amoukrane
LBF17  Enterobacter Fumier  Jijel (El Milia) + + + + + + + + + + - - + + +
R sp.
LBE4 Enterobacter Eau Ichakhounen + + + + + + + + + + + + + + +
M sp. (Ighzer
Amoukrane)
LBE4 K. oxytoca Eau Ichakhounen + + - - + + + + + - - - + + +
R (Ighzer
Amoukrane)
LBE5  Enterobacter Eau Sidi Ali Akbou + + - - + + + + + + - - + + +
sp.
LBE6 Enterobacter Eau Biziou + + + - + + + + + + + - + + +
Sp. (Amalou)
BLSE2 Klebseila Eau Bejaia + + + - + + + + + + + = + + +
sp
BLSE3 Klebseila Eau Bejaia + + + = + + + + + + + - + + +
sp
S39 Serratia sp Sol Boudjellil (Ighil + + + - + + + + + + + - + + +
Ali)
E7 Klebseila Eau Biziou + + - - + + + + + = = = + + +

sp (Amalou)
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Annexe IV

Tableau | : Résultats de la recherche de facteurs de virulences

LBS17(2) Enterobacter  Sol Allaguen tazemalt + - -
sp.

LBS18 Enterobacter  Sol Allaguen tazemalt _ - -
sp.

LBS44 E coli Sol Boudjllil + + +

LBF3 E coli Fumier  Allagen (Tazemalt) - - -

LBF5 E coli Fumier  Allagen (Tazemalt) + + +

LBF9 Enterobacter ~ Fumier  Biziou (Amalou) + 2 B
sp.

LBF12 E coli Fumier  Biziou (Amalou) -

LBF14(1) Enterobacter ~ Fumier  ghzer Amoukrane +
sp.

LBF14 Enterobacter ~ Fumier  Ighzer Amoukrane + + +

@) sp.

LBF17R Enterobacter  Fumier Jijel (El Milia) + + 5
sp.

LBEAM  Enterobacter Eau Ichakhounen (Ighzer + + o
sp. Amoukrane)

LBE4R K. oxytoca Eau Ichakhounen (Ighzer - + -

Amoukrane)

LBES Enterobacter  Eau Sidi Ali (Akbou B + -
sp.

LBE6 Enterobacter  Eau Biziou (Amalou) - - -
sp.

E21 K. pneumoniae  Eau Béjaia + + =

E22 K. oxytoca Eau Bejaia - + =

S39 Serratia sp Sol Boudjellil (Ighil Ali) - - -

E7 K. pneumoniae  Eau Biziou = - -
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Résumeé

Cette étude vise a évaluer le degré de bio-contamination du sol agricole, de 1’eau utilisée pour I’irrigation ainsi que le fumier
par des souches d’entérobactéries résistantes aux carbapénémes, a la colistine et ainsi que la co-résistance avec les métaux
lourds.

Ainsi, 18 souches d’entérobactéries ont été isolées a partir du sol cultivé, de ’eau d’irrigation ainsi que du fumier collecté a
partir de 07 exploitation maraichéres situés dans la wilaya de Bejaia et de Jijel. Quatre souches ont été isolées a partir du sol,
07 souches a partir de I’eau d’irrigation et 07 souches & partir du fumier. La production de carbapénémase été positif chez les
04 souches isolées sur milieu carbaMTL dont deux souches été également productrices de BLSE. Ces souches ont été isolées
principalement de 1’eau d’irrigation et une seul & partir d’un sol cultivé. Par contre toutes les souches isolées sur milieux
additionnés de colistine ont montré une sensibilité casi total aux antibiotiques testé. Egalement, toutes les souches isolées dans
cette étude ont montré une résistance a tous les métaux lourds testés et sont associées a la production de certains facteurs de
virulence.

Ces résultats mettent en évidences de contamination des sols, de ’eau d’irrigation ainsi que du fumier par des souches
résistantes aux antibiotiques et aux métaux lourds dotés d’un arsenal de facteur de virulence dans I’environnement agricole et

qui peuvent se retrouver dans nos assiettes.

Mots clés : Agroécosystéme, Carbapénéme, colistine, métaux lourds, entérobactérie

Abstract
This study aims to assess the level of bio-contamination in agricultural soil, irrigation water, and manure by
Enterobacteriaceae strains resistant to carbapenems, colistin, and co-resistant to heavy metals.
Atotal of 18 Enterobacteriaceae strains were isolated from cultivated soil, irrigation water, and manure, collected from seven
vegetable farms located in the wilayas of Béjaia and Jijel. Four strains were isolated from soil, seven from irrigation water,
and seven from manure. Carbapenemase production was confirmed in the four strains isolated on CarbaMTL medium, two of
which were also extended-spectrum B-lactamase (ESBL) producers. These strains were mainly isolated from irrigation water,
with only one from cultivated soil.
Conversely, all strains isolated on media supplemented with colistin showed almost complete susceptibility to the antibiotics
tested. Furthermore, all strains isolated in this study exhibited resistance to all tested heavy metals and were associated with
the production of specific virulence factors.
These findings highlight the contamination of soil, irrigation water, and manure by antibiotic- and heavy metal-resistant
strains harboring a range of virulence factors in the agricultural environment. These strains may potentially enter the food
chain and pose a risk to human health.

Keywords: Agroecosystem, Carbapenem, colistin, heavy metals, enterobacterial strains.



