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Listes des sigles et abréviations

° C : Degré Celsius

AAC : Aminoside-N-acétyltransférases
ADH : Ardinine dihydrolase

ADN : Acide désoxyribonucléique

AIDA : Adhesine involved in diffuse adherence

AK : Amikacine

AMC : Amoxicilline

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique
API : Analytical Profile Index

ARN : Acide ribonucléique

ATCG : Adénine, Thymine, Cytosine, Guanine
AUG : Augmentin

BET : Bromure d'éthidium

BFP : Bundle Forming Pili

BMR : bactéries multi-résistantes

BL : Béta-Lactamine

BLSE : Béta-Lactamase a Spectre Elargi

C : Chloramphénicol

C1G : Céphalosporine de premiére génération
C2G : Céphalosporine de deuxiéme genération
C3G : Céphalosporine de troisieme génération

CAG : Céphalosporine de quatriéme génération

CA- SFM : Comité de I’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
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CASE : Céphalosporinase de haut niveau
CAZ: Ceftazidime

CBN : Céphalosporinase de bas niveau
CFA: Colonization Factor Antigen

CIP : Ciprofloxacine

CIT : Citrate de Simmons

CN : Gentamycine

CRO : Ceftriaxone

CS : Colistine

DAEC : Diffuse-adhering Escherichia coli
DNTP: Désoxyribonucléoside triphosphate
Dr : Docteur

E. coli : Escherichia coli

ETEC : Esherichia coli enterotoxinogene
EPEC : Esherichia coli entero-pathogene
EHEC : Esherichia coli enterohemorragique
EIEC :Esherichia coli entero-invasif
EAEC : Esherichia coli antiagrégatif
DAEC : esherichia coli a adhesion diffuse
ECBU : Examen cytobactériologique des urines
ECET : Escherichia coli entérotoxinogene
EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétique
ETEC : Enterotoxinogenic Escherichia coli

ETP : Ertapenem
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F : Nitrofurantoine

FEP : Céfépime

FOS : Fosfomycine

FOX : Céfoxitine

FQ : Fluoroguinolone

GEL : Gélatinase

GMPc : Guanosine monophosphate cyclique
GN : Gram négatif

H2S : Sulfure d’hydrogéne

I : Intermediaire

IMI : Imipeneme

INSP : Institut National de Santé Publique
IU : Infection Urinaire

Kb : Kilobyte

Kda : Kilo dalton

LDC : Lysine décarboxylase

LEE : Locus of Enterocyte Effacement
LEV : Lévofloxacine

MgCI2 : Chlorure de magnésium
ml: Millilitre
NIT : Nitrates
ODC : Ornithine décarboxylase

OFX: Ofloxacine

OMS: Organisation mondiale de la santé
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PBN : Pénicillinase de bas niveau
PBP : Penicillin Binding Protein
PCR : Polymerase chain reaction
PHN : Pénicillinase de haut niveau
PLP : Protéines liant la pénicilline
PRL : Piperacilline

Qnr : Quinolone résistance

R : Résistant

S : Sensible

SHU : Syndrome hémolytique et urémique

SHV: Sulfhydryl variable

SLT: Shiga like toxins

SXT: Triméthoprime-sulfamide ou Triméthoprime- sulfaméthoxazole

Tag: Thermus aquaticus

TBE: Tris-Borate-EDTA

TDA : Tryptophane désaminase

TEM : Temoneira (nom du malade chez qui la premiére souche a été isolée)

TGC : Tigecycline

TIC : Ticarcilline

TOB : Tobramycine

TZP : Pipéracilline+ tazobactam

UV : Ultra-violet

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine
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VIM : Verona integron-encoded metallo-p-lactamase
VP : Pyruvate de sodium
VT : Verotoxine Zn : Zinc

pm : Micromeétre

TABLEAUX ET FIGURES

XXV
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

Liste des tableaux

Tableau I: Classification de E. COLI .......ccooouiiiiiiiiiiiiii et 8
Tableau II: caractéres biochimiques de Escherichia coli..............coouviiiiiiiiiiiiiiiiiieiein, 9
Tableau III: équipements, matériels et consommables UtiliSés.........ccccvvvviiiiiiiiiiiiniiiieiiienne, 24
Tableau I'V: Réactifs a ajouter a I’API20E apres incubation. .........c.ccecvvveiiiiiiiniiniiseennnns 26
Tableau V: liste des disques d’antibiotiques testés et leurs charges selon le CASFM 2023...29
Tableau VI: GENes €t amMOTCES tESTEES ....ouvriiiiiieiiiiie ettt 32
Tableau VII: Protocole de préparation du mélange réactionnel du Master MiX...........cc........ 32
Tableau VIII: programme d’amplification de la PCR conventionnelle..............cccccevviiienene, 33
Tableau IX: Répartition des patients étudiés selon la tranche d’age..........cccevveriieiiiieennns 38
Tableau X: Répartition des patients en fonction des services de provenance................c.e...... 39

Tableau XI: Profil de résistance aux antibiotiques des isolats de Escherichia coli étudiés.... 40
Tableau XII: Phénotype de résistance aux bétalactamines exprimé par les isolats de E. coli
BEUAIES ...tttk e e h et h e bt e R et Rt e R et e bt e Re e e b e e nneeareennreas 41
Tableau XIII: Phénotypes de résistance aux aminosides exprimés par les isolats de E. coli
1T LT USSP P TP PP PRPRRPO 42
Tableau XIII: Phénotypes de résistance aux quinolones exprimés par les isolats de E. coli
R0 16 T TR PP PP OV TOPTPUPPPPROPS 43
Tableau XIII: fréquence des isolats de E. coli des infections du tractus urinaire
TIULEITESTISTANIES ...ttt ettt st e st e e s st et e s a bt e e s bt e e ekt e e e bb e e sabeeeenbeeennneeeas 44
Tableau XV: Génes de résistances identifiés en fonction des différentes familles

A’ aNtIDIOtIGUES TESEELS. ..ecuviiiiiieiiiie ittt 45
Tableau XVI: Profil de résistance aux antibiotiques de la famille des bétalactamines en

fonction des genes de résistance 1dentifi€s. ..........cvviviiiiiiiiiiiic e 46

XXVi
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

T?aableau XVIII: génes de résistance identifies en fonction en fonction du profil de
résistances aux antibiotiques de la famille des qUINOLONES. ..........cccoeviiiiiiiiiiiiiie e, 47
Tableau XIX: Phénotypes de résistance aux antibiotiques de la famille des bétalactamines et
coexistence des génes de résistance 1deNtIfis ......cvviiviiiiiiiiiiiiiiie e 48
Tableau XXI: phénotypes de résistance aux antibiotiques de la famille des quinolones et

coexistence des genes de résistance 1dentifi€s. .........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiee e 49

XXVii
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

Liste des figures

Figure 1 : Bacille a Gram négatif (BGN) de E. coli apres coloration de Gram ..............cue....e. 8
Figure 2 : Structure antigénique de Escherichia cOli ............ccooivviiiiiiiiiiiiiiiiisiiie s 10
Figure 3 : Structure chimique des noyaux des bétalactamines...........cccccovevvriveiiiieenieniiennn, 13
Figure 4 : Structure chimique du noyau des aminosides ..........cccooveriiiiiiiiiieiineseeees 15
Figure 5 : Structure chimique des noyaux des quINOIONES .........ccocvvvviiiiiiii i 16
Figure 6: Mécanisme de résistance auxX antibiotiqUES .......cvuvviveeriiieeiiiesiieessieesiieeesieessieeens 18
Figure 7: milieu Drigalski (Photo de 'INSP).......cccciiiiiiiiiiiiii e 25
Figure 8: Inoculation des substrats déshydratés avant I’incubation ............c.ccccevvenieiiinennns 26

Figure 10: dépo6t des disques d antibiogramme des isolats de Escherichia coli sur le milieu
Mueller Hinton (Image INSP). .....cooiiiiiie e 30

Figure 13: Répartition des patients SElon 1€ SEXE ..........cvervriiiiriiiiiesie e 37

XXViii
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

TABLE DES MATIERES

XXiX
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

TABLE DES MATIERES

2.1 ESCREFICHIA COll................ooooeveeeieiiii ettt e et e st e e s bee e s e abee e s e naneeas 7
201 HESTOTIQUE. ....cooniiiiieiieiie ettt sttt ettt st e r e sre e sreeseneeane s 7
202  HADIEAE ..ottt e be e s eare s 7
2.1.3 ClasSHfICAtiON .........cooiiiiiiii e 8
2.1.4 Caracteres bactérioloZIQUES..............cocveiiieiiiiiiiiiie e 8

2.1.4.1 Caractéres morphologIqUes ..............c.oceiiiiiiiiiiiiiiieee e 8
2.1.4.2 Caracteres CUMUIAUX .......coceiiiiiiiiiiiiee ettt e e s e st e s sae e e sreeesanes 8
2.1.4.3 Caractéres Biochimiques...............ccoooiiiiiiiiiiiiii e 9
2..1.4.4 Caractéres anti@éniqUeS .............coceevuiiiiiiiiiiiiieee ettt s 9
2.1.5 Pouvoir pathogéne chez I'"homme : ...............ocoooiiiiiiiiie e 11

2.2 ANEIDIOTIQUES .......ooiiiiiiiiiiecee et s s 11
223 DEIIMILION ..ottt st st ettt b e bt st st e bbb e ns 11
2.2.2 Classification des antibIOtiqUes .............cocceieiiiiiiiiiiiie e 11
2.2.3 Les familles d’antibiotiques ..............ccocoviiiiiiiiiii e 13

2.2.3.1 Les BEtalactamiines..............cocvevuieiuieiiiieiiieireesieesteesieeeaeereereesreesteesteesasesavesaseenbeenseenens 13
2.2.3.2 Aminosides ou oligosaccharides ou aminoglycosides : ...............ccccoooeeriiiiiininiennne 15
2.2.3.3 Quinolone et fluoroquinolone.................c.coooiiiiiiiiiiiiie e 16
2.2.3.4 Association Sulfamides et Triméthoprimes ..............cc.cccooviiiiiiiniiiiniinniic e 16

2.3 Résistance aux antibiotiqUes..............ccooviiiiiiiiiiiiiiiie e 17

2.3. 1 TYPeS de FESISTANCE ......coocueieiiiiiiiiiiiiieiiee ettt ettt et e et e e st e sbaeesabeesbaeesabeesbaeesareean 17
2.3.1.1 Résistance naturelle (intrinS€que) :............ocooeiiiiiiiiiniiiiieeeeee e 17
2.3.1.2 La résistance aCqUISE :..........c.covieriiiiiiiieiieieeeerte ettt 17

2.3.2 Mécanismes de TéSiSTANCE ...........c.ceveeiiiriiiiiiiiieeeeree e 17

2.3.3 Principales résistances aux antibiotiques ..............ccocceeviiiiniiiiniiiiinii s 18
2.3.3.1 Résistances aux bétalactamines.................ccoceiiiiiiiiiiniiiie e 19
2.3.3.2 Résistance auX qUINOIONES : ........c..cocuiriiiiiiiiiieeeeee e e 19

3.1 Cadre d’ELUAE ...........ooieeieiieeee e e s e 21
3.1.1 Description du Laboratoire d’analyse de CHU de Point G ..............ccoceevivirnieennnennnne. 21
3.1.2 Description du laboratoire Bactério-virologie de L’INSP............ccccccevvviiniiiiinienniiennnne. 22

3.2 Type, population et période d’étude : ..............ccooireeiiiiiiieninieeee e 23
3.2.1 Critére d’INCIUSION ¢ .......oocuiiiiiiiii ettt ettt s 23

XXX

These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

3.2.2 Critére de non inCIUSION :...........cocciiiiiiiiiiiieee et 23
3.3 Taille de PEchantillon : ............cccoooiiiiiiiiiii et e 23
3.4.1 Les variables sociodémographiques..............cc.cccociiiiiiiiniiniiieeeeee e 23
3.4.2 Les données DIoloGIqUes .............coc.ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeese et 23
35 Outils de collectes et de saisie des données : .............ccccooeeniiniiiiienieniene e 23
3.6 Technique d’tude : ..........cocoeiiiiiiiiii e 24

3001 IVIALEYHEL ... et ab e st e ane e e sreeenes 24

3002 IMIELROME. ..ottt ettt e b e e b e s be e s anee e sreeeneas 24

3.6.2.1 EXamen MAaCIOSCOPIQUE .........ccccueerieerrererieeiiieeireeeieeesteesseessseeessessssssesssesssseesssseens 25
3.6.2.2 EXamen MiCrOSCOPIQUE :......c..coceiriiriiiiiiiiiieniienee ettt esree e see e e e neesreesnne e 25
3.6.2.3 Culture et identification ................ccoooiiiiiiiiiiiii e 25
3.6.3 Méthodes d’identification biochimiques des bactéries :............c..cocenviniiniiiniinicnnnn. 26
3.6.3.1 Principe de la galerie APT 20E : ...........ccooiiiiieeeee e 26
300.3.2. PrOCEAUIE ..ottt st st sttt e b sheesaee e 27
3.6.4 ANtIDIOZGIAIMIIIIE ......ooiiiiiiiiiiiieeeeeeee et s s s e s 27
3.6.4.1 Test de détection des béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) .............c.c.coccceee 29
306.4.2. PIiNCIPE. .....oooeiiiiieeee e e e s 30
3060.4.3 TECRIIQUE .......oeiiniiieiiieteeeee ettt et e st e s bt e e sabeesbbeesabeesneeesabeens 30

3.6.5 Conservation des souches bactériennes :...............ccoccoeviriiiiiiiienenene e 30

3.6.6 Transport des iSOIALS............cooceiiiiiiiiiiiiiie ettt st e st e s saee e sbaeenans 30

3.6.7 Ré-isolement au laboratoire de bactériologie de PINSP ...........cccooovviininiiiiinicninene 31

3.6.8 Détection des génes de résiStance :.............ccccooviiiiiiiiniiniieeeee e 31

3.6.8.1 Purification des iSOlats ...............ccooiiiiiiiiiiii e 31
3.6.8.2 Extraction de I’ADN par choc thermique (méthode de Bille) ..............cccccceeeeneen. 31
3.6.8.3 AMOrces UHISEES ¢ .......ooceiiiiiiiiiiinieeeeeee e e 31
3.6.8.4 Préparation de MIX ...........ccoceiiiiiiiiiiniieenieeeee ettt st e s sire e sbeessan e e sabe e sbeeesabee s 32
3.6.8.5 Le principe de 1a PCR ..ot 33

3.7 Considération EthiqUe ..............cc.ooieiiiiiiiiie e e 35
R 2 D B B 1. N N RSP STRTS T STP 37
4.1 RESUIALS GODAUX.....c..oiviiiiiiiiieiieeee e s 37
4.2 Données SOCIOdEMOZIrapRiqUES.............cccoeviiriiiiiiiniceeeeee e 37
4.3 Données sur le profil de résistance des isolats de E. coli.............ccoocuevvvieinciiiniiinceenieeenne 40

XXXi

These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

4.4 Données sur les phénotypes de résistance aux antibiotiques de E. coli....................c.......... 41
ettt et et e et et e ettt e et et ettt a e e et e et e ee et et et e At e e et a et ettt et e et et e et et et et e e et et e e et et et et et et et eeaeeeeteeeeeeeen 44
4.5 Données sur les génes associés au profil de résistance aux familles d’antibiotiques ........... 45
5. DISCIUSSTONS .ttt ettt e bt bt e s hb e o bt e bt e b e e bt e ebe e sb e e ebb e et e e nbe e sbeesaeesanesabesntas 51
5.1 Aspects sociodeémographiques .............c.ccoooiiiiiiiiiiiieeee e 51
5.2 Profil de résistance aux antibiotiques des isolats de Escherichia coli ................................... 52
5.3 Génes associés aux différents profils de résistance des isolats de E. coli ..................c........... 54
6. CONCLUSION ...ttt ettt ettt be e bt e shb e e s bt bt e bt e ke e sbe e ek e e ebbeeabeenbeesbeesaeesenesabesntas 56
8. REFERENCES ...ttt b et et e b bttt e sbe e sbe e sbeesanesnbesnnas 59
XXXii

These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

INTRODUCTION

These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

INTRODUCTION

L’infection urinaire constitue un probléme de santé publique selon I’organisation mondiale de
la santé (OMS). Les infections du tractus urinaires (ITU) a Escherichia coli (E. coli) sont de
loin les plus fréquentes en milieu hospitalier et communautaire [1]. Cette fréquence
s’accompagne d’une augmentation notable de la résistance aux antimicrobiens (RAM) dans le
monde qui constitue, I’une des 10 plus grandes menaces pour la santé publique mondiale et le
développement [2].

Ces derniéres annees, une augmentation de 1’incidence de la résistance aux antibiotiques par les
germes responsables d’infections du tractus urinaires (ITU) a été constatée. Parmi les germes
responsables d’ITU, Escherichia coli est le plus en cause avec 40 a 70% de cas selon plusieurs
études [3][4]

L’émergence de cette résistance est principalement due a la surconsommation d’antibiotiques,
leur mésusage en santé animale et humaine, mais par le manque de nouvelles solutions
thérapeutiques innovantes, ce qui entraine une augmentation du nombre de bactéries
résistantes [5].

Cette résistance aux antibiotiques entraine une mortalité élevée dans le monde, touchant
particuliérement 1’ Afrique subsaharienne ou elle peut étre a I’origine de 255 000 decés par an.
Le taux de mortalité y atteint 27,3 décés pour 100 000 habitants, ce qui en fait la région la plus
affectée au monde, contre seulement 6,5 décés pour 100 000 habitants en Australie [6].
Cependant 1’étude sur la résistance aux antimicrobiens, réalisée par le gouvernement
britannique, prévoit un taux de mortalité due a la résistance aux antimicrobiens pouvant s’élever

a 10 millions de personnes par an d’ici 2050 [7].

En Afrique, plusieurs auteurs ont rapporté a travers les études, la prédominance de E. coli dans

plusieurs études sur les infections du tractus urinaires [7], [8], [9]

En raison de I’insuffisance des laboratoires qualifiés et du niveau limité des ressources
financiéres, les praticiens en Afrique sont fréguemment amenés a prescrire des antibiothérapies

de maniere probabiliste ou empirique ce qui concours a I’émergence de la résistance[10].

Ces données soulignent la nécessité de mise a disposition a la communauté scientifique en
générale et celle des praticiens du CHU du Point G en particulier, des données actualisées sur
la résistance aux antimicrobiens dans leur contexte d’exercice. De ce constat pour mieux
adapter les traitements aux profils de la résistance de ces bactéries et contribuer a la mise a

disposition d’indices sur la dynamique d’évolution phénotypique et moléculaire de la résistance
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au Mali. Notre travail se propose d’identifier les génes associés aux phénotypes de résistance

aux antibiotiques de E. coli isolés des urines au laboratoire du CHU du Point G.

Question de recherche

Quels sont les génes associés aux phénotypes de résistance des isolats urinaires de E. coli au

laboratoire d’analyse de Point G ?
Hypothése

H1 : Les isolats urinaires de E. coli au laboratoire d’analyse de Point G posseéderaient des genes

associés aux phénotypes de résistance aux antibiotiques

H2 : Les isolats urinaires de E.coli du laboratoire du CHU du point G seraient des phénotypes

sauvages
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OBJECTIFS

1.1. Objectif géenéral

Etudier les génes associés aux phénotypes de résistances des isolats de E. coli provenant des
ITU au laboratoire du CHU du Point G.

1.2. Objectifs spécifiques

1. Décrire les caractéres sociodémographiques des patients dont [’examen
cytobactériologique des urines a été réalise au laboratoire du CHU du Point G ;

2. Déterminer les phénotypes de résistance aux différentes familles d’antibiotiques des
isolats de E. coli provenant des ITU diagnostiquées au laboratoire d’analyse du CHU du
Point G ;

3. Déterminer la fréquence des isolats de E. coli multirésistants provenant des ITU
diagnostiquées au laboratoire d’analyse du CHU du Point G ;

4. ldentifier les génes associés aux différents phénotypes de résistance exprimés par les
isolats de E. coli provenant des ITU diagnostiquées au laboratoire d’analyse du CHU du
Point G.
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2. GENERALITES:

Les entérobactéries

Définition

Les entérobactéries constituent une grande famille de bacilles & Gram négatif, non sporulés,
aerobies ou anaérobies facultatifs. Elles sont majoritairement présentes dans le tube digestif de
I’homme et des animaux. Elles se développent aisément sur les milieux ordinaires et se
caractérisent par leur capacité a fermenter le glucose avec ou sans production de gaz, par leur
test oxydase négatif et catalase positif ; réduisant les nitrates en nitrites [11].

Cette famille, d’une importance majeure en microbiologie médicale, comprend des genres tels
que Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Shigella et Proteus. Outre leur role
pathogene, certaines d’entre elles, notamment E. coli, constituent des organismes modeéles pour

la recherche en biologie moléculaire, en génétique et en physiologie bactérienne [12].

2.1. Escherichia coli
2.1.1 Historique
Découverte par Theodor Escherich, Escherichia coli est une des bactéries les plus étudiées au
monde. Des la fin du XIXe siécle, elle fut associée aux diarrhées néonatales et a diverses
infections intestinales. Les travaux réalisés apres la Seconde Guerre mondiale ont permis de
distinguer les souches commensales et pathogénes, ces derniéres étant responsables d’infections
intestinales et extra-intestinales telles que les infections urinaires, les méningites néonatales, les

septicémies et le syndrome hémolytique et urémique [13].

2.1.2. Habitat
E. coli est naturellement présente dans le tube digestif des vertébrés a sang chaud,

principalement au niveau du colon et du ceecum. Sa concentration dépasse généralement 10°
UFC par gramme de contenu intestinal [14]. Elle réside dans le mucus intestinal, zone riche en
nutriments et favorable a sa croissance. Cet habitat offre a la bactérie des conditions optimales

de température, d’humidité et de disponibilité nutritive [15].
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2.1.3 Classification
Le tableau suivant représente la classification de E. coli.

Tableau I: Classification de E. coli [16]

Embranchement Proteobacteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia
Espéce Escherichia coli

2.1.4 Caracteres bactériologiques

2.1.4.1 Caracteres morphologiques
Escherichia.coli, est un bacille a Gram négatif (BGN) de 2 a 4 um de long sur 0,4 a 0,6 um de

large. Il est mobile grace a des flagelles péritriches, non sporulé et parfois capsulé. C’est un
germe aéro-anaérobie facultatif [17]. Les colonies sont lisses, bombées et rondes sur les milieux

usuels

» - '71 10 um

Figure 1 : Bacille a Gram négatif (BGN) de E. coli apres coloration de Gram (8)
2.1.4.2 Caracteres culturaux
Escherichia coli est une bactérie mésophile aéro-anaérobie facultative, son optimum de
croissance est proche de la température corporelle des animaux a sang chaud (35-43°C). Elle
se cultive facilement sur les milieux ordinaires a 37 °C et a pH 7,5 apres 18 a 24 heures
d’incubation [18]. Son taux de division cellulaire est d'environ une division toutes les 20
minutes dans des conditions favorables, permettant a une seule bactérie de donner naissance a

un million de cellules.
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2.1.4.3 Caracteres biochimiques
Escherichia coli présente un métabolisme respiratoire et est également capable de pratiquer la

fermentation. Elle a la capacité de fermenter le glucose, généralement avec production de gaz,
ainsi que le lactose dans 95% des souches. De plus, elle produit de l'indole a partir du
tryptophane, mais n'utilise pas le citrate comme source de carbone et ne possede pas d’arginine
dihydrolase (ADH) [17].

Les principaux caracteres positifs sont : indole (+), ONPG (+), mannitol (+)

Les caractéres suivants sont positifs de fagon moins constante
: mobilité, LDC, ODC, sorbitol [les souches 0157 :H7, E.H.E.C. sont le plus souvent

sorbitol (-) et décarboxylases (+)], production de gaz lors de la fermentation du glucose.

Sont toujours négatifs : inositol, urée, TDA, VP, gélatinase, citrate de Simmons[19]

Tableau II: caractéres biochimiques de Escherichia coli

Test Résultat Test Résultat
GLU + LDC +/-
LAC + ADH +/-
H2S - TDA -
GAZ + UREE -
CS - IND +
ONPG + RM +
GEL - VP -
MAL - ESC -
NIT - OoDC +/-

NB : + : Caractére positif, - : Caractére négatif, +/- : Caractére variable

2..1.4.4 Caracteres antigéniques
Escherichia coli est classee en 150 a 200 sérotypes ou sérogroupes, basés sur trois antigenes :

l'antigéne somatique (O) ou antigene de paroi cellulaire, I'antigéne capsulaire (K) et I’antigéne
flagellaire(H) [20].

e Antigéne somatique (O)
Cet antigene est situé dans les lipopolysaccharides (LPS) présents dans la paroi cellulaire

externe des bactéries Gram négatif, Il est utilisé pour definir les différents sérogroupes de E.
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coli. Les variations dans la structure de I'antigéne O sont utilisées pour classer les souches en
différents sérotypes [21].

e Antigenes flagellaires (H)
Sont associés a la protéine constituant le flagelle : la flagelline, 1ls sont thermolabiles et
inactivés par I’alcool Ils n’existent que chez les souches mobiles. Les réactions
d’agglutination se produisent rapidement et sont constituées d’agglutinats floconneux,
facilement dissociables par agitation, ils présentent un grand intérét du point de vue
¢pidémiologique : I’identité de I’antigéne H constitue un élément pour assurer qu’il s’agit

d’une méme souche [22].
e Antigene de surface capsulaire (K)

L'antigéne K est un polysaccharide situé a la surface de la bactérie. Le terme antigene K vient
du mot «Kapsel» qui veut dire antigéne capsulaire ou d’enveloppe, il peut jouer un réle dans
la virulence en aidant la bactérie a échapper au systéme immunitaire de I'h6te. De plus, dans
certaines souches, la présence de I'antigene K peut bloquer I'agglutination de I'antigene O, ce

qui peut rendre la detection et la classification de la bactérie plus complexes [23].

Capsule (K)
Flagelle (H)
LPS (O)

Membrane
cellulaire

Production de toxines = g ® o ®
L

Figure 2 : Structure antigénique de Escherichia coli (11)
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2.1.5 Pouvoir pathogéne chez I'homme :

E. coli est responsable d’infections intestinales (entérites, diarrhées, gastro-entérites) et extra-
intestinales (infections urinaires, méningites, septicémies). Les souches pathogénes sont
classées en six pathovars selon leurs facteurs de virulence : ETEC, EPEC, EHEC, EIEC, EAEC
et DAEC (24). Les souches uropathogénes (UPEC) infectent le tractus urinaire grace a des

fimbriae spécifiques leur permettant d’adhérer aux cellules uroépithéliales..

2.2 Antibiotiques

2.2.3 Définition

Les antibiotiques sont des substances chimiques produites par des micro-organismes ou
obtenues par semi-synthese ou synthése chimique, capables d’inhiber spécifiquement la
croissance des bactéries ou de les détruire [24].

Les antibiotiques sont I’une des plus importantes découvertes du XXe siécle [25]. Les premiers
furent le sulfamide développé en 1935 puis la pénicilline au lendemain de la seconde guerre
mondiale. Si I’apparition de ces antibiotiques avait suscité¢ un espoir de voir les maladies
infectieuses a jamais jugulées, les prescripteurs furent dégus trés rapidement par I’apparition de
bactéries résistantes [26].

L’utilisation ultérieure des autres antibiotiques comme la streptomycine, le chloramphénicol,
la tétracycline et I’érythromycine a connu une évolution comparable en termes de
résistance[27]. Des especes bactériennes développent des mécanismes de défense vis-a-vis
chaque antibiotique par plusieurs mécanismes [28]. 1l s’agit de la production des enzymes
capables d’inactiver les antibiotiques, la modification dans la structure des cibles d’action des
antibiotiques, la substitution de la cible, la modification de la perméabilité vis-a-vis des

antibiotiques, la formation d’un biofilm et I’activation du processus de I’efflux actif.

2.2.2 Classification des antibiotiques [29]
Il existe plusieurs systemes de classification des antibiotiques. Le plus courant prend en compte

leur mode d’action sur les agents infectieux : certains antibiotiques attaquent la paroi ou la
membrane cellulaire, alors que d’autres inhibent la synthése des acides nucléiques et des
protéines. Un autre systéme consiste a classer les antibiotiques en fonction des souches
bactériennes qu’ils détruisent (staphylocoques, streptocoques, etc.). On peut aussi les classer en
fonction de leur structure chimique. Les différentes familles sont alors les Betalactamines, les
aminosides, les tétracyclines, les macrolides, les quinolones et les sulfamides

La classification des antibiotiques peut se faire également selon [29].
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e L’origine : un antibiotique peut étre élaboré par un organisme vivant (naturel) ou par
synthese (synthétique ou semi synthétique)

e Le mode d’action : les antibiotiques agissent en perturbant le métabolisme bactérien
par inhibition de la syntheése de la paroi, de la membrane cytoplasmique, des protéines
ou des acides nucléiques.

e Le spectre d’activité : ou bien la liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont
actifs (spectre étroit ou large).

e Lanature chimique : elle est basée souvent sur une structure de base (exemple : cycle
béta lactame).

Tout en adoptant la classification des antibiotiques en grandes familles, nous nous intéresserons
uniquement aux antibiotiques utilisés sur les bacilles a Gram négatif.
Les grandes familles d’antibiotiques :
e Les pB-lactamines (action bactéricide)
e Les Macrolides, Lincosamides et Streptogramines (action bactériostatique)
e Les Aminosides (action bactéricide)
e Les Sulfamides (action bactériostatique)
e Le chloramphénicol (action bactériostatique)
e 5-nitro-imidazolés (action bactéricide)
e Les Polymyxines (action bactéricide)
e Les Tétracyclines (action bactériostatique)
e Les Glycopeptides (action bactéricide)
e Les Quinolones (action bactéricide)
e Les rifamycines

e Les Antibiotiques divers : (acide fusidique, Fosfomycine)

12
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2.2.3 Les familles d’antibiotiques

2.2.3.1 Les Bétalactamines
+ Structure chimique [30]

0 H H

CH| .' ..;
R*N»— =S/ R/Luv— =5
A [
COOH COOH
pénicilline ‘ 3 ,.-” céphalosporine
carbapénéme azﬁidine-l-dt-\e monobactame
(squelette bétalactame)
0 " « 0 R
Ho” N— % no)kn— i

SOH

Figure 3 : Structure chimique des noyaux des bétalactamines

IIs sont appelés ainsi parce que leur molécule comprend un Béta-lactame.

Classification des bétalactamines [31].

Sur le plan chimique, on peut distinguer schématiquement quatre groupes :

- Les pénames dont font partie les pénicillines, possédant un cycle pentagonal saturé ;

- Les cephémes correspondant aux céphalosporines : cycle hexagonal satureé ;

- Les pénemes : cycle pentagonal insaturé ;

- Les monobactames (ou mono lactames) dont la structure se limite au seul cycle

bétalactame.
+ Classification [32].

These de pharmacie

Les pénicillines (noyau péname) [32] : Dont font partie la penicilline G,
la méticilline et les Isoxazolylpénicillines (oxacilline et cloxacilline), les
aminopenicillines (ampicilline et amoxicilline), les uréidopénicillines
(pipéracilline), les carboxypénicillines (ticarcilline) et les
amidinopénicillines (mécillinam).

Les céphalosporines (noyau céphéme) : Les céphalosporines sont des
antibiotiques appartenant a la grande famille des bétalactamines. La mise
en évidence de cette famille a été initiée en 1945 par le professeur
BROTZU en Sardaigne. Il a mis en évidence 1’activité antibactérienne du

filtrat d’un champignon dénommé Cephalosporium acremonium, isolé a

13
Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

partir d’eau de mer prélevée a proximité d’une décharge publique. Ces -
lactamines sont toutes a large spectre et leur intérét réside surtout dans leur
activité sur les bacilles a Gram négatif. Actuellement, il existe quatre
génerations de céphalosporines classées selon leur date de mise sur le
marché et leur spectre d’activité :

- Premiére génération (C1G) : Comme la cefalotine, la céfaloridine, sont
essentiellement efficaces contre les bactéries pathogénes Gram positif comme
Staphylococcus aureus et Streptococcus pneumoniae et a quelques entérobactéries ne
produisant pas de céphalosporinases inductibles comme E. coli et Salmonella enterica.
Ce sont les moins stables vis-a-vis de I’hydrolyse par les bétalactamases.

- Deuxiéme génération (C2G) : Comme le céfamandole, la cefoxitine, sont
caractérisées par une meilleure résistance aux -lactamases a large spectre et un
spectre d'action plus étendu au sein des entérobactéries, avec des variations selon les
molécules.

- Troisieme génération (C3G) : Telles que céfotaxime, ceftazidime, se distinguent par
un accroissement important de leur spectre antibactérien et par leur stabilité a la
plupart des B-lactamases comme les pénicillinases et les céphalosporinases
chromosomiques des entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter
baumannii.

- Quatrieme génération (C4G) : Telles que céfépime, cefpirome, sont a large spectre
et présentent un gain d’activité sur les cocci a Gram positif, une activité sur P.
aeruginosa et une meilleure résistance a I’hydrolyse par les céphalosporinases
hyperproduites. Elles sont une substitution possible aux céphalosporines de troisiéme
génération pour le traitement de germes résistants.

e Les carbapénemes (noyau péneme) : Sont les plus efficaces actuellement, exemples :
imipenéme, méropéneme. Ils sont tres actifs sur un grand nombre d’especes
bactériennes a Gram positif et a Gram négatif. Les carbapénemes sont les seules -
lactamines dont I'efficacite est prouvée dans les infections graves dues aux bacteries
productrices de B-lactamases a spectre étendu BLSE). De trés rares souches
d’entérobactéries capables de dégrader I’imipenéme ont été décrites.

e Les monobactames (noyau azétidine) : Représentés par ’aztréonam qui a une
activité sur les bacilles a Gram négatif comparable a celles des céphalosporines de
3iéme génération, mais elle est inactive sur les bactéries a Gram positif et les

anaérobies. lIs existent également des inhibiteurs de B-lactamases : les clavames (acide
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clavulanique) et les pénicillines-sulfones (tazobactam et sulbactam). Ces molécules

sont des inhibiteurs compétitifs des B-lactamases actives sur les pénicillines. Ils sont

dépourvus d’activité antibactérienne car ils n’inhibent pas les PLPs, ils sont utilisés en

association avec d’autres B-lactamines (amoxicilline, ticarcilline et pipéracilline).

+ Mécanisme d’action [33].

11 s’agit d’une inhibition de la synthése de la paroi bactérienne (non d’une destruction de la
paroi formée). Les Béta-lactamines se fixent électivement sur certaines protéines enzymatiques
présentés au niveau de la paroi bactérienne (PBP : Pénicilline Binding Protéine) et impliquées
dans la synthése de la muréine, constituant chimique assurant la rigidité de la paroi. Cette
fixation aboutit au blocage de I’activité de ces enzymes et a I’inhibition de la synthése de la
paroi. Ce mécanisme d’action explique que les Béta-lactamines ne soient actives que sur les
bactéries en état de croissance : les bactéries « au repos » leur sont indifférentes : des bactéries
qui ne se multiplient pas et ne synthétisent pas de paroi. Il en est de méme pour des rares
bactéries sans paroi (formes L-protoplasmes-phénoplastes), trés fragiles, mais qui peuvent

survivre dans certaines conditions de milieu.$

2.2.3.2 Aminosides ou oligosaccharides ou aminoglycosides :

H>N

OH

Figure 4 : Structure chimique du noyau des aminosides (22)

+ Meécanisme d’action [34]

Les aminosides exercent leur action en se fixant sur une ou les deux sous-unités du ribosome,
bloguant ainsi la synthese des protéines, notamment lors de la translocation. Chez les bactéries
a Gram négatif, leur pénétration débute par une attraction électrostatique entre leurs charges
positives et les charges négatives de la membrane externe, favorisant leur diffusion a travers les
porines. Aprés le passage du peptidoglycane, leur entrée dans le cytoplasme nécessite les
enzymes respiratoires a oxygene, ce qui explique la resistance naturelle des bactéries

anaérobies. Une fois a I’intérieur, les aminosides inhibent la synthése protéique a toutes ses
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étapes et altérent la membrane cytoplasmique. Leur activité est bactéricides rapides et

concentration-dépendants.

2.2.3.3 Quinolone et fluoroquinolone
Structure chimique [30].

R R
| "
o
F
o) o) R

Figure 5 : Structure chimique des noyaux des quinolones

+ Meécanisme d’action :
Agissent par inhibition de la synthése de ’ADN, ce qui aboutit a la mort de la cellule

bactérienne

2.2.3.4 Association Sulfamides et Triméthoprimes
+ Meécanisme d’action [35]

IIs bloguent a des étapes successives, la synthese des folates et inhibent ainsi les voies
métaboliques. Les sulfamides inhibent la dihydroptéroate synthétase (DHPS), précurseur de
I’acide dihydrofolique, et par ailleurs jouent sur cette méme étape le role de faux substrat en se
substituant a I’acide para-amino-benzoique (PAB), de structure chimique proche. Cette action,
qui en bout de chaine doit conduire a une réduction critique du pool de tétrahydrofolates (THF)
et par au blocage de la synthése des purines, est d’effet relativement long puisqu’il ne se
manifeste qu’au bout de plusieurs générations bactériennes ; le triméthoprime bloque I’étape
suivante, ¢’est-a-dire celle de la dihydrofolate réductase (DHFR). Ce blocage est rapide. In fine,
c’est la production d’ADN et de protéines qui vont ainsi €tre touchée. La résistance aux
sulfamides est la production de PAB, hyperproduction de DHPS, ou production d’une DHPS
mutée résistante), soit plasmidique (production d’'une DHPS additionnelle ou diminution de
perméabilité). La resistance au triméthoprime est aussi, soit chromosomique (additionnelle ou
diminution de perméabilité, auxotrophe en thymine, hyperproduction de DHFR mutée

résistante) soit plasmidique (production d’une DHFR additionnelle).
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2.3 Résistance aux antibiotiques

La résistance est définie comme la capacité des microorganismes a s’adapter et a survivre aux
antimicrobiens. Cette capacité est déterminée par des genes de résistance aux antimicrobiens,
portés par des éléments génétiques mobiles, tels que les plasmides, les transposons, qui peuvent
se disséminer par transfert horizontal ou vertical [36].

Un microorganisme est considéré « résistant » lorsque sa concentration minimale inhibitrice
(CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres souches

de la méme espéce. La résistance peut étre soit naturelle, soit acquise [37].

2.3.1 Types de résistance [38]
La résistance aux antibiotiques est un caractere phénotypique qui peut étre naturel ou acquise

2.3.1.1 Résistance naturelle (intrinseque) :

La résistance naturelle est une caractéristique propre a toutes les souches d’une méme espéce
bactérienne, les genes de résistance font partie du patrimoine génétique de la bactérie porté par
le chromosome, elle est permanente, stable et transmise a la descendance lors de la division
cellulaire. Elle constitue un critére d’identification et détermine le phénotype sauvage des
bactéries

2.3.1.2 La résistance acquise :

N’est présente que chez une partie des souches d’une espéce normalement sensible.
L’acquisition de la résistance peut étre liée, soit a une mutation affectant un gene de structure
ou un géne de régulation, soit a ’acquisition de matériel génétique exogeéne, les deux

mécanismes ne s’excluant pas mutuellement.

2.3.2 Mécanismes de résistance
Les mécanismes ont été largement étudiés, et de nombreuses cibles cellulaires ont été

impliquées. Les mécanismes de résistance différent d'une espéce a l'autre. Parfois au sein de la
méme souche bactérienne, on trouve plusieurs meécanismes de résistance [39].

Différents mécanismes ont été développés par les bactéries pour faire face a l'action des
antibiotiques, les plus connus étant les suivants : I’inactivation enzymatique de I’antibiotique,
la modification de la cible de I’antibiotique, 1’efflux actif ou encore I’imperméabilité. D’autres
mécanismes tels que la protection ou la surproduction de la cible de 1’antibiotique sont 16

également décrits.
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Ils sont cependant plus rares et surtout associés a certaines familles d’antibiotiques :
e Inactivation enzymatique de I’antibiotique
production d’enzymes telles que les B-lactamases qui détruisent 1’antibiotique [40].

e La modification de la cible
altération de la structure de la cible empéchant la fixation de 1’antibiotique [40].

e Pompes a efflux
expulsion de I’antibiotique hors de la cellule via des pompes membranaires [41].

e Imperméabilité
réduction de la pénétration des antibiotiques a travers la membrane [40].

e Protection de la cible de ’antibiotique
surproduction ou modification de la cible pour neutraliser 1’antibiotique [40].

e Piégeage de I’antibiotique
Les bactéries sont capables de piéger un antibiotique en augmentant la production de
sa cible ou en créant une nouvelle substance capable d’occuper la cible de 1’antibiotique
[41]. Ce processus joue également un role dans des bas niveaux de résistance aux
glycopeptides chez certaines souches de Staphylococcus aureus, et a la tobramycine

chez Escherichia coli [41].

MECANISMES DE RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

‘ Expulser

3 I'antibiotique

Modifier la

protéine s ,\ % Inactivation

«cible » 7 enzymatique

) J\{

I jmparméablllté de ‘ Antibiotique

la membrane

Figure 6: Mécanisme de résistance aux antibiotiques

2.3.3 Principales résistances aux antibiotiques
Les résistances concernent principalement les p-lactamines, aminosides et quinolones.

—B-lactamines : production de pénicillinases, céphalosporinases, [3-lactamases a spectre élargi
(BLSE) et carbapénémases [42].
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- Quinolones : mutations chromosomiques ou genes plasmidiques Qnr conférant une résistance
croissante a ces antibiotiques
2.3.3.1 Résistances aux bétalactamines

e Pénicillinases : Le plus souvent d’origine plasmidique, leur production ne nécessite
pas d’inducteurs. Ces pénicillinases peuvent étre entierement ou en partie inhibées par
les inhibiteurs de béta lactamases. Elles sont exprimées a bas niveau mais, elles
peuvent par mutation de leur géne de régulation, étre exprimées a haut niveau. On parle
alors de pénicillinases a haut niveau qui sont alors actives sur une plus grande quantité
de bétalactamines.

e Céphalosporinases : Le plus souvent d’origine chromosomique, elles sont seulement
synthétisées en présence d’inducteurs, qui sont généralement des bétalactamines. Les
inhibiteurs de bétalactamases n’inhibent pas ces enzymes. Ces enzymes peuvent étre
synthétisées a bas niveau par les souches sauvages : céphalosporinase de bas niveau ou
réprimée. Une mutation sur les genes régulateurs conduit a une hyperproduction de ces
enzymes : céphalosporinase de haut niveau.

e Les béta-lactamases a spectre élargi ou étendu (BLSE) Les BLSE sont des enzymes
synthétisées par les entérobactéries qui hydrolysent ’ensemble des pénicillines et des
céphalosporines a 1’exception des céphamycines (Céfoxitine, céfotétan), du
moxalactam et des carbapénémes. Elles sont inhibées partiellement par les inhibiteurs
de béta-lactamases (acide clavulanique, tazobactam, sulbactam), et portées par des
plasmides conjugatifs conférant le plus souvent de multiples résistances qui y sont
associées (aminosides, cotrimoxazole).

e Les carbapénémases : L’augmentation du nombre d’entérobactéries productrices de
bétalactamases a spectre €élargi (BLSE) a conduit a I'usage abusif des carbapénemes
dans plusieurs nations, avec pour conséquence 1’émergence de la résistance a ces
antibiotiques. Ces carbapénemases représentent un véritable défi pour la santé publique
en raison des impasses thérapeutiques qu’elles occasionnent. En réalité, ces
imipénémases conférent un phénotype de résistance de haut niveau aux bétalactamines
a I’exception de 1’aztréonam, sont fréquemment liées a d'autres processus de résistance
inhibant ’activité des bétalactamines ainsi que d’autres classes d’antibiotiques.

2.3.3.2 Reésistance aux quinolones :
mutations chromosomiques ou génes plasmidiques Qnr conférant une résistance

croissante a ces antibiotiques [43].

19
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

METHODOLOGIE
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3. METHODOLOGIE

3.1 Cadre d’étude
Notre étude a été réalisée au laboratoire de biologiec médicale et d’hygiéne hospitaliére du CHU
du point G et a I’Institut National de Santé Publique (INSP). Les patients ont été enrdlés au
CHU du point G, le laboratoire du CHU a servi de lieu pour I’enr6lement et la réalisation des
examens cytobactériologiques des urines (ECBU) des patients. Le re-isolement,

I’antibiogramme et la détection des geénes de résistance ont été réalisés a I’ INSP.

3.1.1 Description du Laboratoire d’analyse de CHU de Point G
L’hépital du Point G est créé en 1906 par le colonisateur sur une superficie de 25 hectares. Le

nom Point G, donné a la colline qui abrite ’hopital, est une dénomination de repere géodésique
des militaires colons. L hopital militaire devient par arrété numéro 174 de février 1958, un
hopital civil [44]. Le CHU du Point G est une structure sanitaire de troisiéme référence, sur la
pyramide sanitaire du pays. Il assure une mission de soins, de formation et de recherche. Il est
géré par trois organes : le conseil d’Administration, la Direction Générale, et le Comité de

Direction.

L’hépital du Point G est un établissement public hospitalier depuis la loi N°026048 du 22 juillet
2002, puis centre hospitalier universitaire (CHU) apres la signature de la convention hospitalo-
universitaire du 14 mars 2007. Le laboratoire d’analyse biomédicale du Point G est situé au
sud-est de I’hopital a environ 100m de la porte d’entrée contigu a la pharmacie. Il fut créé apres
la creation de I’hopital ; ses travaux de rénovation ont commencé en 1987 ; il est devenu
fonctionnel en 1989. Il fut créé apres la création de I'hdpital ; ses travaux de rénovation ont
commencé en 1987; il est devenu fonctionnel en 1989[45], il comporte :

- Le bureau du Chef de Service

- Le bureau du Major

- Le Secrétariat

- Quatre Secteurs : Biochimie, Hématologie, Bactériologie - Parasitologie et Sérologie.

- Le Magasin de stockage de réactifs et de matériel

- La chambre froide

- La salle de stérilisation

- La salle de prélévement vaginal

- La salle d'attente
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- La salle de Prélevement sanguin

- La toilette

Son Administration est composée de :

Chef de service

Major

Secrétaire

Quatre techniciens et 4 agents techniques de sante
Deux garcons de salles

3.1.2 Description du laboratoire Bactério-virologie de L’INSP

L’INSP est un etablissement public a caractere scientifique et technologique. Créé par
I’ordonnance n°2019-011/P-RM du 27 Mars 2019[46].

Ses missions se résument comme suit :

e Participer a la formation technique, au perfectionnement et a la spécialisation dans le
domaine de sa compétence ;

e Assurer la référence dans le domaine de la biologie clinique ;

e Assurer la protection du patrimoine scientifique relevant de son domaine ;

e Promouvoir la coopération nationale et internationale dans le cadre des programmes et
d’accords d’assistance mutuelle ;

e Gérer les structures de recherche qui lui sont confiées.

Le service de bactériologie-virologie reléve du département laboratoire. Il a servi de cadre de

travail pour notre étude. Il comprend :

% Laboratoire de biologie médicale ;
% Service de bactériologie-virologie ;

+ Service de parasitologie-mycologie
++ Service de pharmacologie et toxicologie,

«» Service de biologie intégrative et maladies chroniques,

- La section de bactériologie générale ou sont realisées les analyses sur les prélevements de

frottis vaginal, de pus, d’urines, de sang (hémoculture) et des selles (coprocultures).
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3.2 Type, population et période d’étude :
1. Nous avons réalisé une étude descriptive et prospective portant sur les patients venus avec

une demande d’ECBU de Janvier 2023 a décembre 2024 chez qui E. coli a été isolé.

3.2.1 Critére d’inclusion :
e Ont été inclus les patients avec une demande d’examen cytobactériologique des urines

(ECBU) et chez qui E. coli a été isolé.

3.2.2 Critére de non inclusion :
e N’ont pas été inclus les patients avec une demande de 1’examen cytobactériologique des
urines (ECBU) pourvue de leucocyte et ceux chez qui E. coli n’a pas été isolé.
e Les patients demandeurs d’ECBU quel que soit leur lieu de provenance et chez qui il y

a eu d’autres bactéries isolées.

3.3 Taille de I’échantillon :
Notre étude a porté sur un certain nombre de patients chez qui E. coli a été isolé dans les urines

au laboratoire d’analyses biomédicales du CHU du Point G.
3.4 Variables étudiées :

3.4.1 Les variables sociodémographiques
e [L’age des patients,
e Le sexe des patients.

e Le service de provenance au CHU du Point G

3.4.2 Les données biologiques

e Les résultats de I’antibiogramme

e Les résultats de 1’identification des genes de résistance

3.5 Outils de collectes et de saisie des données :
La collecte des données a été réalisée a partir des registres dans lesquels toutes les informations

nécessaires étaient portées. Ces données ont été saisies a 1’aide du logiciel Microsoft Excel 2016
et le traitement de texte par Microsoft Word 2016. Le logiciel SPSS version 1.16 a servi pour

’analyse statistique.
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3.6 Technique d’étude :
3.6.1 Matériel

Tableau III: équipements, matériels et consommables utilisés

Equipements Petits matériels, Consommables et réactifs
e Microscope e Anse e Le kit Dream Taq Green
o FEtuves e Bec bunsen o Gel d’agarose
e Plaque chauffante e Pipettes e Eau stérile qualité
e Autoclave e Embouts biologie moléculaire
o Congélateurs e Disques d’antibiotiques VWR Eppendorf .
. Réfrigéra teurs e Micro tubes e Amorces sens et an‘Fl .
! i e Boite de Pétri sens Bromure d’éthidium
e Micropipettes e Tubes Eppendorf (BET) 0,7 mg/ml
* Thermocycleur e Kits de coloration de e Tris borate EDTA 1(X)
o Cuvea migration Clesisn tampon de migration
o Jortex e Galerie API 20 E . ¥nvitrogen
o Appareil o Eau oxygénée Milieux de culture
d’électrophoreése e Eau physiologique e Drigalski
e Pince pour application e Ecouvillons e Mueller Hinton
de disque * Réactif d’oxydase e Bouillon ceeur cervelle
e Gants Trypticase Soja
* Blouse e Bouillon glycériné

3.6.2 Méthode
Les échantillons ont été analyses selon la démarche méthodologique suivante :

a. Prelévement
Le prélevement a été fait sur les premiéres urines du matin tout en respectant les
conditions suivantes :
» Absence de toutes antibiothérapies,
» Absence de menstrues chez la femme,
 L’urine ayant s€¢journée au moins 4heures dans la vessie,
» Aprés la désinfection du méat urinaire avec une solution antiseptique, les urines

émises au milieu du jet sont recueillies dans un flacon stérile fournis par le laboratoire.
Analyse et traitement des échantillons

L’examen a été réalisé dans les 2 heures qui suivait le prélévement afin d’éviter 1’altération des

éléments cellulaires.

e Chez le patient non hospitalisé
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Aprés la désinfection du meat urinaire avec une solution antiseptique, les urines émises au

milieu du jet étaient recueillies dans un flacon stérile.

e Chez le malade hospitalisé avec sonde

Le tuyau d’évacuation était clampé pendant 10 mn, les urines s’accumulent ainsi en amont et
on ponctionne la tubulure avec une seringue (2 a 5 ml) aprés désinfection et on transvase dans

un flacon stérile.

b. Au laboratoire

Enregistrement

e Numéro d’identification

Feuille de palliasse

3.6.2.1 Examen macroscopique
Il a consisté a noter I’aspect macroscopique des urines qui peuvent étre claires, 1égérement

troubles, troubles, purulentes ou hématiques.

3.6.2.2 Examen microscopique :
Il comporte un examen a 1’état frais et un examen apres coloration de Gram

e L’examen a I’état frais a permis de mettre en évidence la présence de leucocytes,
d’hématies, de levures, cellules épithéliales et cristaux, parasite et la flore bactérienne,
la mobilité des bactéries.

e Lacoloration de Gram a permis de voir la morphologie de la flore bactérienne, le mode
de groupement, et le type de Gram (positif ou négatif). Ce qui a permis le choix du

milieu de culture.

3.6.2.3 Culture et identification
e Au premier jour, les urines diluées au 10-eme afin de diminuer la charge bactérienne

ont eté ensemencées sur un milieu Drigalski puis incubées a 37°C pendant 18-24h.

Figure 7: milieu Drigalski (Photo de I’INSP)
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3.6.3 Méthodes d’identification biochimiques des bactéries :

La galerie AP1 20E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous formes déshydratées.
Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par 1’addition des réactifs. La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du
tableau de lecture et 1’identification est obtenue a 1’aide du tableau d’identification ou du

catalogue analytique.

3.6.3.1 Principe de la galerie API 20E :

Nous avons utilisé une méthode d’identification bactérienne : a partir de la galerie APl 20E

La galerie AP1 20E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés. Les tests ont
été inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou
révélés par 1’addition des réactifs. La lecture de ces réactions se fait a I’aide du tableau de
lecture et I’identification est obtenue a I’aide du tableau d’identification ou du catalogue
analytique.

Tableau IV: Réactifs a ajouter a I’API20E aprés incubation.

Puits Reéactifs

TDA Une goutte de réactif TDA

IND Une goutte de réactif de James ou de Kovacs
VP Une goutte de réactif de VP1 puis VP2

API 20E

yori
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Figure 8: Inoculation des substrats déshydratés avant I’incubation
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3.6.3.2.

1.
2.

10.

11.

d’analyses biomédicales du chu du point G

Procédure

La référence de 1’échantillon a été inscrite sur la languette latérale de la boite ;
Ensuite nous avons reparti de 1’eau dans les alvéoles du fond pour créer une atmosphére
humide ;

La galerie a été déposée de fagon stérile dans la boite d’inoculation,
Ouvrir une ampoule de « suspension medium » ou introduire quelques ml d’eau
distillée stérile (avec une pipette Pasteur) dans un tube a vis stérile ;
Avec I’anse, une seule colonie bien isolée a été prélevé sur milieu gélosé Drygalski ;
Une suspension bactérienne a été réalisée en homogénéisant soigneusement les
bactéries dans le milieu,
Avec la suspension bactérienne et la pipette ayant servi au prélevement, ont été rempli
les tubes et les cupules des tests CIT, VP, GEL ;
Ensuite les autres tubes ont été remplis uniquement excepter les cupules des autres tests
; (des bactéries qui réagissent ou vivent en présence d’air, besoin d’air uniquement pour
vivre)

Nous avons créé I’anaérobiose dans les tests ; ADH ; LDC ; ODC ; URE ; H2S ; en
remplissant leurs cupules d’huile de paraffine ; (pour bloquer I’entrée d’air)
La boite d’incubation a ensuite été fermée et la placée dans 1I’étuve a 35-37°C pendant
18 & 24 heures.

Apres incubation de 18-24 heures a 35-37°C, la lecture de la galerie a été réalisée en

se référant a un tableau de lecture

3.6.4 Antibiogramme :

Principe :

L’antibiogramme repose sur le principe de diffusion et d’inhibition de la croissance
bactérienne sous I’action d’un antibiotique.

Réalisé par la méthode de diffusion des antibiotiques chargés sur des disques en milieux

gélosée, permet d'évaluer la résistance ou la sensibilité des bactéries vis-a-vis d’un panel

d’antibiotiques et selon les recommandations du CA-SFM ou de ’"EUCAST 2023. Des disques

imprégnés d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un milieu de culture standardisé. Le

diametre de la zone d’inhibition pour chaque antibiotique est mesuré :
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Interprétation :

e Si le diametre est inférieur au diameétre correspondant a la concentration critique
supérieure : La souche est dite résistante ;

e Si le diameétre est supérieur au diametre correspondant a la concentration critique
inférieure : La souche est dite sensible ;

e Mais si le diamétre mesuré est compris entre les deux : la souche est de sensibilité
intermédiaire (actuellement recommandé sous le nom de sensible a forte dose).

Efficacité incertaine ou nécessitant une forte dose
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Tableau V: liste des disques d’antibiotiques testés et leurs charges selon le CASFM 2023

Bétalactamines Ticarcilline TC 75ng
Pipéracilline PRL 100pg
Amoxicilline + acide clavulanique AUG 30ug
Pipéracilline+tazobactam TZP 110ug
Céfoxitine FOX 30ug
Ceftazidime CAZ 10pg
Ceftriaxone CRO 30ug
Céfépime FEP 30ug
Imipenéme IMI 10ug
Ertapéneme ETP 10pg
Cefalotine KF 30ug
Aminosides Gentamycine CN 10ug
Tobramycine TOB 30pg
Netilmicine NET 30ug
Amikacine AK 30ug
Quinolones Ciprofloxacine CIP Sug
Lévofloxacine LEV Sug
Pefloxacine PEF Spg
Autres Fosfomycine FOS 50ug
Chloramphénicol C 30ug
Triméthoprime+Sulfamethoxazole SXT 2.5ug
Nitrofurantoine F 300pg
Doxycycline DXT 30ug
Colistine CS 30ug

3.6.4.1 Test de détection des béta-lactamases a spectre élargi (BLSE)

Au cours de I’antibiogramme, la production de BLSE a été mise en évidence par la recherche

d’une synergie d’action entre [’association amoxicilline + acide clavulanique et les

céphalosporines de troisieme genération (CTX, CAZ) et ATM selon les techniques suivantes
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3.6.4.2. Principe

Le test de synergie permet la détection de BLSE chez une souche donnée. L’action de ces
enzymes peut étre mise en évidence par la méthode de diffusion sur disques, consistant a
rechercher une image de synergie entre un disque d’antibiotique contenant un inhibiteur de béta
lactamase et les disques de céphalosporines de troisieme génération. Cette image se manifeste
en bouchon de champagne.

3.6.4.3 Technique
La recherche de BLSE est faite dans les conditions standards de I’antibiogramme, en disposant

les disques d’antibiotiques de la fagon suivante : Un disque d’AMC et les disques de C3G
(CTX, CAZ) et ATM a une distance de 30 mm sur les boites de Pétri. Puis mettre en incubation

pendant 24 heures a 37°c

Figure 9: dépot des disques d antibiogramme des isolats de Escherichia coli sur le milieu
Mueller Hinton (Image INSP).

3.6.5 Conservation des souches bactériennes :
Apreés I’identification et la réalisation de 1’antibiogramme, les isolats de Escherichia coli ont
été conservés dans les bouillons ceeur cervelle additionné de 30% de glycérine avant d’étre

stockées a -80°C au sein du laboratoire.

3.6.6 Transport des isolats
Les isolats de Escherichia coli ont été transportés du CHU de point G a I'INSP de Bamako en

respectant les conditions de transport, dans une glaciére accompagnée des accumulateurs
congelés avec un enregistreur de la chaine de froid.
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3.6.7 Ré-isolement au laboratoire de bactériologie de ’INSP
Aprés homogenéisation, les souches ont été repiquées sur milieu Drigalski puis incubées a 37°C

pendant 18-24h.

3.6.8 Détection des genes de résistance :

3.6.8.1 Purification des isolats
Une colonie isolée prélevée sur milieu Drigalski a été réensemencee sur le milieu Tryptocase

Soja et mit dans I’incubateur a 35-37°C pendant 24H.
3.6.8.2 Extraction de ’ADN par choc thermique (méthode de Bille)
L’extraction d’ADN a été réalisée par thermolyse libérant I’ADN bactérienne par choc
thermique
Protocole d’extraction :
e Les isolats ont été ensemencés sur la gélose trypticase soja et incubées a 35 + 2°C a
la veille.
e Quelques colonies bactériennes (4 & 5) ont été mises en suspension dans 200ul du
tampon Tris-EDTA dans un tube Eppendorf.
e Nous avons homogéneisé en vortexant le tube pendant 5 mn ;
e Nous avons Porter a une température de 100°C pendant 10 min sur une plaque
chauffante ;
e Nous avons placé immédiatement les tubes a -20°C pendant 5 mn ;
e Le brusque changement de la température de 100 °C a -20° C oblige la bactérie de
perdre sa membrane et met & nue son matériel génétique (I’ADN).
e Nous avons centrifugé a 13.000rpm pendant 10 mn ;
e Nous avons prélevé 150 a 200ul du surnageant (qui contient I’ADN sera
ultérieurement utiliser comme la matrice d’ADN pour la recherche des genes de
résistances dans la réalisation de la technique de PCR).

e Lamatrice d’ADN est conservée a -20° C jusqu’ a utilisation.

3.6.8.3 Amorces utilisées :
Les amorces ont été utilisées en simplex. Des solutions filles d’amorces ont été préparées a

partir de la solution mere afin de limiter les phases de congélation et décongélation pouvant

altérer la qualité des amorces. Les amorces reconstituées sont conservées a -20°C.

31
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire

d’analyses biomédicales du chu du point G

Tableau VI: Génes et amorces testées

Familles Gene cible Séquence des nucléides Température | Taille Référence
d’antibiotiques 5 3 d’hybridation | attendue de
I’amplicons
TEM F TCCGCTCATGAGACAATAACC 58 296 [8]
TEM R ATAATACCGCACCACATAGCAG
CTX-M1F | GACGATGTCACTGGCTGAGC
Bétalactamines | CTX-M1 R | AGCCGCCGACGCTAATACA 60 499 [47]
SHV F TACCATGAGCGATAACAGCG 60 450 (8]
SHV R GATTTGCTGATTTCGCTCGG
QnrAF GGCAGCACTATTACTCCCA 55 657
QnrAR GGCAGCACTATTACTCCCA
Quinolones QnrBF GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 55 469 [48]
QnrBR ACGATGCCTGGTAGTTGTCC
QnrSF ACGACATTCGRCAACTGCAA 55 417
QnrSR TAAATTGGCACCCTGTAGGC
Aminosides AACF TTGGGAAGATGAAGTTTTTAGA 45 174
AACR CCTTTACTCCAATAATTTGGCT

3.6.8.4 Préparation de mix
Tableau VII: Protocole de préparation du mélange réactionnel du Master Mix

Réactifs

Volume par puit

Taq master mix

Amorce sens F

Amorce anti sens R

Eau PCR

ADN

25ul
1,25ul
1,25ul
17,5ul
Sul

Amplification avec le kit DreamTaq Green (2X) Conditions de stockage :

Le kit a été conservé a -20 °C des aliquotes ont été faits pour éviter plusieurs cycles de

congélation-décongélation.

Durée de conservation : La durée de conservation peut aller jusqu’a 12 mois.

Forme : Liquide

Concentration : Il a été concentré 2fois

Description :
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Thermo Scientific DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) est une solution préte a I’emploi
contenant :

e 4x1,25ml DreamTaqg Green PCR Master Mix (2X),

e L’ADN polymérase DreamTagq,

e 2Xtampon DreamTaq Green,

e DNTP

e 4Mm MgCI2

e 4 x1,25 ml d’eau sans nucléases

Matrice : échantillon d’ADN contenant la région cible & amplifier.

La PCR conventionnelle

Nous avons utiliseé la méthode conventionnelle ou classique qui consistait a amplifier in vitro
une séquence spécifique d’ADN afin d’obtenir de nombreuses copies exploitables.

3.6.8.5 Le principe de la PCR

Il consiste a réaliser une succession de réaction d’une matrice double brin d’ADN. Chaque
réaction met en ceuvre deux amorces ou primer (séquence nucléotide courte) qui définissent
alors en la bornant la séquence a amplifier.

Chaque cycle de PCR est constitué de trois (3) étapes : une dénaturation de I’ ADN pour séparer
les deux brins complémentaires qui le composent puis une hybridation des amorces aux
extrémités de la séquence recherchée et en fin une ¢longation a I’aide d’une ADN polymérase
(Taq). Ce cycle est répété un grand nombre de fois afin d’obtenir une multiplication de la
séquence cible a la fin de la réaction.

Le programme de la PCR conventionnelle :

L’amplification a été réalisée sur le thermocycleur Gene AMP PCR systeme 9700 selon
programme suivant :

Tableau VIII: programme d’amplification de la PCR conventionnelle

Etapes de la PCR Température(°C) Temps Cycle
Dénaturation initiale = 95 1-3 mn 1
Dénaturation 95 30s 1
Hybridation 45-68 30s 35
Elongation 72 30s-1min 1
Elongation finale 72 5-15mn 35
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Pour une spécificité et une amplification optimale, une optimisation individuelle des paramétres
recommandés peut étre nécessaire pour chaque nouvelle matrice d’ADN et/ou paire d’amorces.
Apres amplification le produit PCR peut étre conservé a + 4°C pendant une nuit dans le

thermocycleur ou -20 ° C pour une longue durée.
% Préparation du tampon TBE :

Le Tris Borate EDTA (TBE) 10X a été dilué au 1 /10°™ dans I’eau distillée qui constitue la
solution de travail pour la préparation du gel d’agarose et qui a été utilisée pour la migration

des produits d’amplification dans le bac a électrophorése
% Préparation du gel d’agarose a 1,5% :

Une quantité de 1,5 gramme de poudre d’agarose a été dilué dans 100 ml de tampon TBE.
Ensuite le mélange a été chauffé au micro-onde pendant 3 minutes jusqu’a ébullition et
obtention d’une phase homogene limpide ensuite refroidir a 60°C a la température ambiante.
Cing microlitres (5ul) de bromure d’éthidium (BET) a été ajouté. A été Bien mélanger, et coulée
dans un plateau d’¢lectrophorése sur lequel a été fixé les peignes formant des puits nécessaire

au dépodt des amplicons. Le gel a été solidifié a la température ambiante. Apres solidification

du gel, les peignes ont été retirés délicatement.

Solution de

Peignes poudre d’agarose Bac de préparation de gel bromure

% Dépot des échantillons :

Le dépdt des échantillons a été réalisé comme suit : Sul de marqueur de poids moléculaire (de
100 paires de bases) ont été mises a la fin des puits servant d’échelle de repéres, et Sul
d’amplicons dans les autres puits. Un courant électrique de 110 volts a été appliqué a la cuve

pendant 45 minutes pour la migration ¢lectrophorétique des fragments d’ADN.
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% Visualisation des produits PCR sur gel d’agarose :
Aprés la migration le gel et son support ont été retirés de la cuve et exposé aux rayons

ultraviolets. Les produits d’amplification ont été¢ visualisés par fluorescence du bromure

d’éthidium sous ultraviolet a 312 nanometres.

Dépot des Bac de migration Générateur Bac de
amplicons migration/Générateur
3.7 Considération éthique
Cette étude fait partir de nos activités de surveillance de la RAM. Au cours de cette étude apres

I'autorisation des responsables du CHU du Point G et I’INSP, nous avons strictement respecté
la confidentialit¢ des données et I’anonymat des patients tout au long de notre étude. Les
souches de E. coli ont été conservés dans des congélateurs a acces limité. Les bonnes pratiques
de laboratoire ont été rigoureusement suivies pendant toute la durée de notre étude. Les résultats

de I’antibiogramme ont été remis aux patients.
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RESULTATS
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4. RESULTATS
4.1 Résultats globaux

L’analyse de nos données révele que la tranche d’age de plus de 60 ans était majoritaire avec
25% de notre population d’étude. Les antibiotiques testés révelent que nos isolats de E. coli
étudiés exprimaient un taux de résistance de plus 60% a toutes les molécules de la famille des
bétalactamines et celle des quinolones et 76% étaient productrices de BLSE. Les genes de
résistance détectés étaient de 72% pour le géne blactx-m et 30% pour le gene gnrB.

4.2 Données sociodémographiques

Repartition selon le sexe

Femme(49%)
34 Masculin(519o)
37 M

mF

Figure 10: Répartition des patients selon le sexe

Cette figure montre que le sexe masculin était le plus représenté dans notre population d’étude

avec 51% et un sex ratio de 1,04.
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Tableau IX: Répartition des patients étudiés selon la tranche d’age

Tranche d’age Effectif Pourcentage (%)
0-15 ans 5 7
16-30 ans 7 10
31-45 ans 14 20
46-60 ans 12 17
> 60 ans 18 25
Non renseigné 15 21

L’analyse de ce tableau montre que la tranche d’age de plus de 60 ans représentait 25% de notre

population d’étude. Cependant 1’age n’était pas précisé pour 21% de notre population d’étude
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Tableau X: Répartition des patients en fonction des services de provenance

Services Effectif Pourcentage (%)
Gynécologie 3 4
Médecine interne 2 3
Service d’accueil des urgences 2 3
Cardiologie A 2 3
Externe 4 6
Neurologie 5 7
Maladies Infectieuses et Tropicales 7 10
Non renseignés 9 13
Urologie 9 13
Néphrologie 24 34
Autres services 4 6
Total 71 100

Awutres services : Cardiologie B, Chirurgie B, Réanimation, Rhumatologie.

Ce tableau montre que les patients provenaient du service de Néphrologie avec 34% suivi du

service d’urologie avec 13% des cas.
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4.3 Données sur le profil de résistance des isolats de E. coli

Tableau XI: Profil de résistance aux antibiotiques des isolats de Escherichia coli étudiés

Famille Molécule Fréquence Pourcentage (%)
d’antibiotique De
résistance
Amoxicilline 71 100
Ticarcilline 66 93
Piperacilline 62 87
Amoxicillinet+Acide clavulanique 64 920
Piperacilline + Tazobactam 34 48
Bétalactamines Cefalotine 59 83
Cefoxitine 33 46
Ceftriaxone 54 76
Ceftazidime 55 77
Cefepime 56 79
Imipenéme 0 0
Ertapenéme 0 0
Gentamycine 33 46
Aminosides Tobramycine 40 56
Netilmycine 40 56
Amikacine 21 30
Acide Nalidixique 54 76
Quinolones Ciprofloxacine 48 68
Levofloxacine 51 72
Pefloxacine 61 86
Autres Colistine 0 0
antibiotiques Nitrofurantoine 1 1
Fosfomycine 4 6
Chloramphénicol 22 31
Doxycycline 64 920
Triméthoprime - Sulfamide 62 87

Parmi les molécules d’antibiotiques testées, nous avons observé que toutes nos souches de E.
coli exprimaient un taux de résistance de plus 60% a toutes les molécules de la famille des

bétalactamines ainsi que les quinolones.
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4.4 Données sur les phénotypes de résistance aux antibiotiques de E. coli

Tableau XII: Phénotype de résistance aux bétalactamines exprimé par les isolats de E. coli
étudiés

Phénotype de résistance Effectif(N=71) Pourcentage (%)
Sauvage 11 15

PBN 2 3

PHN 4 6

BLSE 54 76

PBN : Pénicillinase bas niveau, PHN : Pénicillinase haut niveau, BLSE : Beta lactamase a spectre étendu

Ce tableau montre que sur les 71 isolats de E.coli Testés 54 ont exprimés le phénotype BLSE
avec 76% des cas
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Tableau XIII: Phénotypes de résistance aux aminosides exprimés par les isolats de E. coli

étudiés
Phénotype de résistance Effectif(N=71) Pourcentage (%)
Sauvage 31 44
G 0 0
GT
GTN 17 24
GTNA 20 28

Le phénotype sauvage était courant avec 44%, suivi du phénotype GTNA avec 28% des cas.

42
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

Tableau XIV: Phénotypes de résistance aux quinolones exprimés par les isolats de E. coli

étudiés
Phénotype de résistance Effectif(N=71) Pourcentage (%)
I (Sauvage) 7 9,9
II 1 1,4
11 3 4,2
v 46 64,8

Ce tableau montre que 64,8% des isolats étudiés étaient résistants a toutes les molécules testées

de la famille des quinolones.
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Tableau XV: fréquence des isolats de E. coli des infections du tractus urinaire multirésistants

E. coli Effectif Pourcentage (%)
BMR 38 54
NON BMR 33 46
Total 71 100

Il ressort de ce tableau que sur 71 isolats de E. coli étudiés, 38 étaient multirésistants soit plus

de la moitie de I’ensemble des isolats étudiés.
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4.5 Données sur les génes associés au profil de résistance aux familles d’antibiotiques

Tableau XVI: Geénes de résistances identifiés en fonction des différentes familles

d’antibiotiques testées.

Famille d’ATB Génes Effectifs Pourcentage (%)
blactx-m 51 72
Bétalactamines blasuv 4 6
blatem 0 0
qnrA 18 25
Quinolones qnrB 21 30
qnrS 19 27

Ce tableau montre que le géne blactx-m était le plus retrouvé avec 72% dans la famille des
bétalactamines. Cependant dans la famille des quinolones le gene QnrB était retrouvé dans
I’ordre de 30%.
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Tableau XVII: Profil de résistance aux antibiotiques de la famille des bétalactamines en
fonction des génes de résistance identifiés.

Fréquence de Fréquence

Bétalactamines Résistant genes de génes
blaCTX-M blaSHV
Amoxicilline 71 51 4
Ticarcilline 66 49 4
Piperacilline 62 47 4
Amoxicilline + Acide clavulanique 64 46 4
Piperacilline + Tazobactam 34 31 2
Cefalotine 59 47 4
Cefoxitine 33 30 3
Ceftriaxone 54 47 4
Ceftazidime 55 47 4
Cefepime 56 49 4

Dans notre etude 71 de nos isolats testes étaient résistants a I'Amoxicilline, de ces 71 isolats 51
ont été positif pour le gene CTX-M, ce qui représente 72% des résistants. Cela indigue une forte
association entre la résistance a I'Amoxicilline et la présence du géne CTX-M. Seulement 4

isolats ont été positifs pour le géne SHV, associes a la résistance a I'Amoxicilline.

46
These de pharmacie Maimouna DIALLO



Caractérisation phénotypique et moléculaire des isolats de Escherichia coli uropathogénes au laboratoire
d’analyses biomédicales du chu du point G

T?aableau XVIII: génes de résistance identifies en fonction en fonction du profil de

résistances aux antibiotiques de la famille des quinolones.

Quinolones Résistants qnrA qnrB qnrS
Ciprofloxacine 48 13 12 14
Levofloxacine 51 14 14 14
Acide Nalidixique 54 15 15 15
Pefloxacine 61 16 18 15

Dans notre étude 48 isolats étaient résistants a la ciprofloxacine parmi lesquels 13 isolats étaient

positifs pour le géne gnr-A, suivi des génes qnr-B et gnr-S avec respectivement 12 et 14 isolats

positifs sur les 48 isolats testés
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Tableau XIX: Phénotypes de résistance aux antibiotiques de la famille des bétalactamines et
coexistence des genes de résistance identifiés

Phénotype de Nombre d’isolats Nombre d’isolats

résistance exprimé Nombre d’Isolats exprimant le gene exprimant le gene
blactx-m blasuv

Sauvage 11 3 0

PBN 2 1 0

PHN 4 0 0

BLSE 54 46 4

Ce tableau montre que sur les 54 isolats de E.coli exprimant le phénotype BLSE, 46
hébergeaient le géne de blaCTX-M et 4 de blaSHV
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Tableau XX: phénotypes de résistance aux antibiotiques de la famille des quinolones et

coexistence des genes de résistance identifiés.

Phénotype de Nombre d’isolats Nombre d’isolats Nombre d’isolats
résistance Nombre exprimant le exprimant le exprimant le
exprimé d’Isolats gene gnrA gene gnrB gene gnrS

I (Sauvage) 7 2 0 3

17 1 0 1 0

11 3 1 1 1

4 46 13 11 14

Ce tableau montre que sur les 46 isolats exprimant le phénotype IV résistants a toutes les

molécules de la famille des quinolones, 13 et 14 hebergeaient respectivement les génes gnrA et

gnrS
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COMMENTAIRES ET
DISCUSSION
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5. DISCUSSIONS

Nous avons etudié la résistance aux antibiotiques constitue un probleme de santé publique
majeur a I'échelle mondiale. C’est ainsi qu’au Mali nous avons fait une étude qui nous a permis
de déterminer la prévalence des « genes associés aux phénotypes de résistance aux antibiotiques
des isolats de Escherichia coli isolées dans des urines au laboratoire d’analyses du CHU du
Point G » Les résultats obtenus dans cette étude soulignent la prévalence élevée de la résistance

aux antibiotiques exprimés par les isolats de Escherichia coli isolées.

5.1 Aspects sociodémographiques

En qui ce concerne le genre, I’analyse des résultats de notre étude révele une prédominance du
sexe masculin avec 51% avec comme sex-ratio 1,04. Cette prédominance masculine a été
rapporté par plusieurs auteurs, a Ziguinchor en 2024 par Kemstop lors de ses travaux de
mémoire portant sur les aspects cliniques, bactériologiques et profils de sensibilité des bactéries
isolées des infections urinaires[49], au Mali en 2023 mais aussi par Touré[50] et au Niger en
2020 par Lawali et al[51]. Cependant dans le journal mondial de la résistance antimicrobienne
en 2020 les auteurs ont rapporté une prédominance de sexe féminin de 72,2% dans une étude
réalisée sur le traitement d’antibiotique et résistance aux antimicrobiens chez les enfants atteints
d’infections urinaires [48]. Cette prédominance masculine dans notre étude pourrait s’expliquer
par le fait que les hommes consultent plus que les femmes pour des problémes d’infections
génitales, mais aussi par le fait que le service d’urologie a regu plus d’hommes que de femmes
durant la période d’étude. La prédominance du service de néphrologie peut s’expliquer par le
fait que les patients suivis dans ce service présentent souvent des affections chroniques
nécessitant des hospitalisations prolongées, I’utilisation fréquente de dispositifs invasifs
(cathéters, sondes urinaires, dialyse), ainsi qu’une exposition répétée aux antibiotiques.

Ces facteurs favorisent I’émergence et la sélection de bactéries résistantes.

Pour I’age notre étude rapporte que la majorité de nos patients avait plus de 60ans ce phénomene
a été observé au cours des travaux réalisés au Danemark par Holm et al. en 2019 sur la
prescription d’antibiotiques pour les infections du tractus urinaire en médecine générale [52] et
au Sénégal par Amady et al en 2021[53]. Ces auteurs avaient rapporté une fréguence des
infections urinaires dans la tranche d’age supérieure a 60ans et plus respectivement de 57,6%
et 41,6%. Ce phénomene est decrit dans la littérature qui révéle que 1’age est 1’un des principaux
facteurs de risque d’infections urinaires. Cela pourrait s’expliquer par le fait que chez les
personnes agées le vieillissement du systeme vésicosphinctérien entraine une stase vésicale,

favorisant ainsi une pullulation microbienne par réduction de 1’effet chasse.
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5.2 Profil de résistance aux antibiotiques des isolats de Escherichia coli
La majorité de nos isolats exprimait une résistance élevée aux bétalactamines variant entre 46%

et 100%. Cependant la classe des carbapénemes a gardé son efficacité vis-a-vis de nos isolats.
Nos résultats sont superposables a ceux rapportés par Kemspton a Ziguinchor[49] en 2024 avec
des taux variant entre 42% et 96%. Ce constat de résistance elevé aux bétalactamines a été
rapporté par Dembélé en 2018 a Bamako au laboratoire Rodolphe Mérieux [54]. A travers ces
données rapportées par différents auteurs, nous constatons que les aminopénicillines, les
ureidopenicillines et les carboxypenicillines ainsi que les céphalosporines, ont quasiment atteint
des niveaux de résistance élevés posant ainsi des problémes sérieux dans la prise en charge des
infections dues a E. coli. Nous notons aussi une hausse de la résistance a I’amoxicilline qui a
¢té rapportée a 1’échelle mondiale amenant la Société¢ de pathologie infectieuse de langue
francaise (SPILF) a exclure I’amoxicilline de la liste des antibiotiques probabilistes
recommandés dans I’infection urinaire. Ces taux de résistances élevés pourraient s’expliquer
par la pression de sélection due a I’utilisation excessive des antibiotiques, I’automédication
ainsi que la prescription empirique de ces molécules.

Les molécules de la famille des aminosides testés revelent une meilleure activité pour
I’amikacine par rapport a la gentamycine avec respectivement 30%,46% des cas. Nos résultats
sont similaires a ceux rapportés par Timbely [55] au Mali dans la région de Kayes en 2024 qui
a rapporté des taux de résistances pour la gentamicine de 49% et 11% pour I’amikacine. En
2018 dans une étude réalisée au laboratoire Rodolphe Mérieux de Bamako, les aminosides
exprimaient des taux de résistance de 1’ordre de 36,74% pour la gentamicine, 21,2% a
I’amikacine [54]. Ces taux de résistance pour ’amikacine pourraient s’expliquer par son I’usage
peu fréquent dans la prise en charge des infections urinaires, constitue également un
médicament de réserve mais aussi I’administration par voie parentérale qui limite son utilisation
en automédication et son cout excessivement cher sur le marché.

Dans notre étude plus de la moitié de nos isolats exprimait une résistance élevée aux
quinolones avec des taux variant entre 68% a 86% des taux de résistance respectifs : (68%
et72% a la ciprofloxacine et la levofloxacine). Nos résultats sont comparables a ceux rapportés
par Boueroy perichart et al [56] en 2023 a Thailande avec comme taux de résistance a la
ciprofloxacine (97.09%) et la levofloxacine (94.17%). Cette augmentation du taux de
résistances aux quinolones pourrait s’expliquer par ’'usage abusif de ces molécules au cours de
ces dernicres années également due a I’automédication et a la hausse des prescriptions de ces

molécules dans la prise en charge des infections urinaires.
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Au cours de notre étude la résistance aux autres antibiotiques telles que la Nitrofurantoine avec
comme taux 1% et la Fosfomycine 6% demeure assez faible. Nos résultats sont superposables
a a ceux rapportés dans une étude réalisée en Chine par Piyao et al [57] en 2021 qui rapporte
une resistance a la Nitrofurantoine de 4% et 4,6% pour la fosfomycine. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que ces molécules sont moins prescrites dans notre contexte et peu
connues de la population malienne.

Phénotypes de résistances des isolats de E. coli

Pour la famille des bétalactamines, le phénotype sauvage exprimé par I’ensemble de nos isolats
étudiés étaient de 8,45 %. Cette valeur est superposable a celle rapportée a Madagascar en 2017
par Rakotovao-Ravahatra et al. Lors de notre étude portant sur le phénotype de résistance des
souches de E. coli responsables d’infection urinaire. Nos isolats étudiés exprimaient un
phénotype de pénicillinase haut niveau et bas niveau respectivement de 1’ordre de 5,63 % et
2,81 %, ces taux sont inférieurs a ceux rapportés au Cameroun qui était de 13,60 % pour la PBN
et 27,10% pour la PHN (13). Au cours de notre étude le phénotype BLSE exprime par nos
isolats étudiés était d’ordre de 76%. Ce taux est supérieur au 55,3% rapportés par El Aila et al.
a Gaza [58] au cours d’une étude en 2023. Cependant, il ressort de nos résultats que de
I’ensemble de nos isolats étudiés, ceux qui sont producteurs de BLSE dans notre
échantillonnage sont supérieurs a ceux rapportés par certains auteurs en Afrique [13, 14] qui
ont trouveés respectivement 12,7% et 22,5 % a Yaoundé en 2014 et a Antananarivo en 2017.
Ces phénotypes résistances elevées sont acquises et seraient la conséquence d’une pression de
sélection liée a la consommation abusive de ces molécules (15).

En ce qui concerne la famille des aminosides, le phénotype sauvage exprimé par nos
isolats était de 44%. Ce taux est inférieur a ceux rapportés dans la littérature (14, 13) avec des
valeurs respectivement de 51,40% et 56,9% en 2014 et 2017. Le phénotype d’imperméabilité
traduisant la résistance a tous les aminosides était de 28,16% exprimé par nos isolats étudiés.
Ce taux est inférieur a celui rapporte dans la littérature (13).

Les quinolones occupent une place privilégiée parmi les molécules prescrites dans les
infections du tractus urinaires et notamment dans les traitements probabilistes des infections
non compliqué. Le taux de phénotype exprimer par nos isolats résistants a toutes les molécules
de la famille des quinolones testées. Ce taux est superposable a ceux rapportés dans plusieurs
études (13, 14).
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5.3 Génes associés aux différents profils de résistance des isolats de E. coli
Pour les génes de résistance retrouvés chez nos isolats exprimant les phénotypes de la

famille des bétalactamines, nous rapportons respectivement la présence respectivement de 72%
et 6% pour les génes blactx-m et blasyy. Ces taux sont supérieurs pour le gene blactx-m mais
superposables pour le blasnv aux taux rapportés par Trupti et al. en 2012 dans un hépital de
soins tertiaires. Cependant aucun de nos isolats étudiés n’a produit le blatem. Parmi nos isolats
producteurs du phénotype BLSE, PBN et PHN respectivement de 76 %, 3 % et 6 % exprimaient
des génes de résistances au nombre de 46 pour le gene blactx-m, de 4 pour le géne blasnv et xx
exprimés par ces différents isolats. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Ibrahim
et al. en 2021 en Arabi Saoudite qui a rapporté des genes de BLSE de type CTX-M1 (33.3%)
et, SHV (2.7%), cette différence peut s’expliquer par I’écologie locale des bactéries. Pour la
détection de ces génes de résistance nous avons utilisés des amorces spéecifiques a chaque gene.
La présence ¢levée de certains geénes de résistance dans notre étude pourrait s’expliquer par la
fréquence élevée de la résistance de nos isolats étudiés aux céphalosporines de troisieme
génération. Dans notre étude nous n’avons pas détecté de géne blatem qui est I’un des génes de
résistance aux antibiotiques les plus courants, cependant nos isolats ont été passés deux fois
pour la recherche de détection de ce géne blatem ce géne a été découvert dans les années 1970
et son nom provient du nom d’un patient Temoneira. Ces différents genes sont des acteurs
clés dans la résistance bactérienne aux antibiotiques de la famille des bétalactamines et leur

surveillance est essentielle pour lutter contre la croissance de la résistance.

Pour les genes de résistance aux quinolones, dans notre nous rapportons une prévalence
de 25%, 30% et 27% respectivement pour les genes gnrA, gnrB et gnrS. Ces valeurs sont
supérieures a celles rapportées au Maroc en 2014 qui étaient de de 0% pour gnrA, 1,32% pour
gnrB et 2,64% gnrS dans une étude portant sur la prévalence des génes de résistance
plasmidique aux quinolones chez les entérobactéries communautaires isolées. Elles sont aussi
supérieures a celles rapportées en Cote d’Ivoire en 2008 qui étaient de 9.9%, 14,6% et 2,7%
respectivement pour gqnrA, gnrB et gnrS. La prévalence de detection de ces genes de resistance
est variable d’une région a une autre et d’une espéce a une autre, cependant E. coli et Klebsiella
spp restent les plus représentées, comme confirme 1’étude réalisée au Maroc en 2014 portant
sur la prévalence des genes de résistance plasmidique aux quinolones chez les entérobactéries

communautaires isolées et celle réalisée en Chine en 2008 sur E. coli et Klebsiella spp.
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CONCLUSION ET
RECOMMANDATIONS
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6. CONCLUSION

Cette étude a permis de mieux comprendre le profil de résistance et la diversité genétique sur
le plan gene de résistance des isolats de Escherichia coli étudiés. Les résultats obtenus ont
permis de mettre en évidence des taux élevés de phénotypes de résistance aux différentes
familles d’antibiotiques et des isolats présentant des profils de multirésistance, traduisant une
pression de sélection liée a I’usage parfois inapproprié des antibiotiques. Ces données pourront
constituer une base essentielle pour aider dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques au
CHU du Point G.
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7. RECOMMANDATIONS
A T’issue de cette étude nous formulons les suggestions suivantes :
Au ministere de la santé et du développement social

e Mener des campagnes d’information, d’éducation et de communication (IEC) sur le
danger de I’automédication a base des antibiotiques,
e Financer au Mali des études sur les causes d’échec des antibiothérapies bien conduites

au cours des infections du tractus urinaires,

e Reéglementer ’acces a la population aux antimicrobiens.
A la population

e Consulter devant tout trouble mictionnel.
e Abandonner ’automédication.

e Respecter les consignes des médecins en maticre d’antibiothérapie.

Aux cliniciens :

Respecter la classification AWARE tout en tenant compte de 1’écologie locale lors de
la prescription,

* Demander un antibiogramme devant toute suspicion d’infection,

* Bien renseigner les bulletins d’analyse,

Eviter la prescription abusive des antibiotiques.

Au laboratoire

e Informer les professionnels de santé et la population sur les dangers de la résistance
aux antibiotiques et les mesures préventives,

e Mettre en place des systemes de suivi réguliers pour détecter rapidement 1’émergence
et la propagation de souches résistantes,

e Renforcer ’organisation des sessions de formation continue du personnel sur la
prescription rationnelle des antibiotiques, la lecture d’antibiogramme et la prévention
de la résistance antimicrobienne,

e Renforcer la dotation des laboratoires et services cliniques du matériel nécessaire pour

le diagnostic rapide des infections du tractus urinaires.
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Résumé :

Les infections urinaires constituent I'une des principales causes de consultation en milieu
hospitalier et sont fréquemment dues a Escherichia coli. Cette étude, menée au laboratoire
d’analyses biomédicales du CHU du Point G, avait pour objectif d’étudier les genes associés
aux phénotypes de résistances des isolats de E. coli provenant des ITU au laboratoire du CHU
du Point G. Les isolats de E. coli provenant des ITU diagnostiquées au laboratoire d’analyse du
CHU du Point G. Des méthodes standards de bactériologie et de biologie moléculaire ont été

utilisées pour I’identification bactérienne, 1’antibiogramme et la détection des genes de

résistance.

Les résultats ont révélé une proportion €levée d’isolats multirésistants (BMR), notamment des
isolats producteurs de PB-lactamases a spectre étendu (BLSE) et des isolats exprimant des

phénotypes de PHN et de phenotypes GTNA. L’étude moléculaire a permis de détecter
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plusieurs genes de résistance associés a ces phénotypes, confirmant la circulation de

déterminants génétiques de résistance au sein des isolats de E. coli uropathogénes.

Ces résultats soulignent 1’'urgence d’un suivi régulier de la résistance bactérienne et d’une
rationalisation de la prescription d’antibiotique afin de limiter la propagation des BMR. Cette
étude constitue ainsi une contribution importante a la surveillance épidémiologique et a la lutte

contre 1’antibiorésistance au Mali.

Mots clés : Isolats, Escherichia coli, Uropathogéne, Analyses biomédicales, CHU du point G.
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Abstract:

Urinary tract infections are one of the main reasons for hospital consultations and are
frequently caused by Escherichia coli. This study, conducted at the Biomedical Analysis
Laboratory of CHU Point G, aimed to investigate the genes associated with resistance
phenotypes of E. coli isolates from UTIs at the CHU Point G laboratory. The E. coli isolates
originated from UTIs diagnosed at the analysis laboratory of CHU Point G. Standard
bacteriology and molecular biology methods were used for bacterial identification, The

antibiogram and the detection of resistance genes.

The results revealed a high proportion of multidrug-resistant isolates (MDR), notably isolates
producing extended-spectrum B-lactamases (ESBLs) and isolates expressing PHE and GTNA

phenotypes. Molecular analysis allowed for the detection of several resistance genes
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associated with these phenotypes, confirming the circulation of genetic determinants of

resistance among uropathogenic E. coli isolates.

These results highlight the urgency of regular monitoring of bacterial resistance and the
rationalization of antibiotic prescription to limit the spread of MDR bacteria. This study thus
represents an important contribution to epidemiological surveillance and the fight against

antibiotic resistance in Mali.

Keywords: Isolates, Escherichia coli, Uropathogenic, Biomedical analyses, Point G University
Hospital.
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