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	RÉSUMÉ

	
	Objectif. La présente étude avait pour objectif de déterminer la prévalence des gènes de virulence d’Escherichia coli au cours des gastro-entérites aiguës de les enfants de moins de 5 ans. Matériels et Méthodes. Nous avons mené une étude prospective descriptive, de Novembre 2018 à Févier 2019. Ont été inclus tous les enfants de moins de 5 ans chez qui une coproculture a été réalisée au laboratoire de biologie de l’Hôpital National de Niamey. Les selles ont été ensemencées sur la gélose EMB et l’identification d’E. coli a été réalisée avec les galeries API 10 S de Biomerieux®. Une PCR en uniplexe avec les différentes amorces ciblant les gènes de virulence nous a permis de caractériser les différents pathotypes. Résultats. Au total, 279 patients étaient inclus dans notre étude. L’âge moyen de la cohorte était de 18,36±12,4 mois. Nous avions observé une distribution E. coli plus ou moins constante en fonction de l’âge. Nous avons détecté quatre gènes de virulence d’E. coli dans 55 échantillons des 279 patients inclus (19,7%). Les prévalences d'EPEC, d'EHEC, d'EAEC, d'EIEC étaient respectivement de 0,7%, 1,1%, 2,9% et 6,1%, tandis que celles des infections mixtes étaient de 6,8% pour EIEC+EAEC, 0,7% pour EIEC+EHEC, 0,4% pour EPEC+EIEC et 1,1% pour EPEC+EIEC+EAE. Aucune souche disposant d’ETEC et de DAEC n'avaient été isolée. Conclusion. Cette étude nous a permis d’établir la distribution des gènes de virulence d’E. coli isolés chez les enfants de moins de 5 ans au cours des gastro-entérites à l’HNN. Au regard du taux de mortalité élevé lié aux diarrhées, il est plus que nécessaire de rendre systématique la recherche d’E coli devant toute gastro-entérite d’origine infectieuse.

	
	ABSTRACT

	
	Objective. The objective of this study was to determine the prevalence of Escherichia coli virulence genes during acute gastroenteritis in children less than 5 years of age. Methodology. We conducted a descriptive prospective study from November 2018 to February 2019. All children under the age of 5 were included in which a co-culture was carried out in the biology laboratory of the Niamey National Hospital. The stool was streaked on the EMB agar and identification of E. coli was produced with API 10 S galleries in Biomerieux®. A uniplex PCR with the different primers targeting the virulence genes allowed us to characterize the different pathotypes. Results. A total of 279 patients were included in our study. The mean age of the cohort was 18.36 ± 12.4 months. We had observed a more or less constant distribution of E. coli according to age. We had detected four virulence genes from E. coli in 55 samples of the 279 patients included (19.7%). Prevalence of EPEC, EHEC, EAEC, EIEC were 0.7%, 1.1%, 2.9% and 6.1%, respectively, while those of mixed infections were 6, 8% for EIEC + EAEC, 0.7% for EIEC + EHEC, 0.4% for EPEC + EIEC and 1.1% for EPEC + EIEC + EAE. No strain with ETEC and DAEC had been isolated. Conclusion. This study allowed us to establish the distribution of E. virulence genes. E coli isolated from children less than 5 years of age during NHN gastroenteritis. In view of the high mortality rate linked to diarrhea, it is more than necessary to make the search for E coli systematic in the face of any gastroenteritis of infectious origin.
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INTRODUCTION
Les gastro-entérites infantiles d’origine infectieuse constituent une préoccupation de santé publique liées sans doute à la présence de certaines bactéries pathogènes particulièrement la tribu d’ E coli [1, 2].
Ce sont des bactéries normalement présentent dans la flore digestive de l’Homme et des animaux à sang chaud. Certaines souches d’E. coli sont pathogènes car elles ont acquis des facteurs de virulence [3]. Elles sont associées à des risques élevés de morbi-mortalité chez les nourrissons de moins de 5 ans particulièrement dans les pays en voie développement [4].
Sur la base des signes cliniques observés chez les malades, les souches d’E. coli pathogènes sont regroupées en pathotypes différentes par la présence de gènes de virulence avec [5, 6, 7]:
· Les E. coli entérotoxinogènes (ETEC) qui sont la cause majeure des diarrhées aqueuses aiguës chez les enfants de moins de 3 ans dans les pays en voie de développement et sont également responsables de la « diarrhée du voyageur » ou « turista »;
· Les E. coli entéroinvasives (EIEC) qui sont responsables de syndromes dysentériques caractérisés par une forte fièvre, des crampes abdominales et des nausées, accompagnés d’une diarrhée aqueuse évoluant rapidement vers une dysenterie (diarrhée contenant du sang et du mucus) ;
· Les E. coli entéroaggregatives (EAEC) qui sont de plus en plus souvent incriminées dans des cas de diarrhée persistante, chez l’enfant comme chez l’adulte, dans les pays en voie de développement mais aussi dans les pays industrialisés ;
· Les E. coli à adhérence diffuse (DAEC) qui sont responsables de diarrhée, en particulier chez les enfants de plus de 12 mois ;
· Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) qui se caractérisent par la production de toxines dénommées toxines Stx (pour « Shiga-like toxin »). Elles sont responsables de troubles variés allant de la diarrhée aqueuse bénigne à la colite hémorragique pouvant évoluer vers un Syndrome hémolytique et urémique (SHU) chez l’enfant ou une Microangiopathie thrombotique (MAT) chez l’adulte ;
· Les E. coli entéropathogènes (EPEC) sont responsables de diarrhée sévère, principalement chez les enfants de moins de 12 mois dans les pays en voie de développement.
Au Niger, très peu d’études sur le rôle des pathotypes d’E. coli dans les diarrhées avaient été menées. C’est pourquoi, notre travail avait pour objectif de déterminer la prévalence des gènes de virulence d’E. coli responsables des diarrhées isolées chez les enfants de moins de 5 ans admis à l’ l’Hôpital National de Niamey pour gastro-entérites aiguës.
MÉTHODES
Nous avons mené une étude prospective descriptive, de Novembre 2018 à Février 2019.
Notre population d’étude était constituée d’enfants de moins de 5 ans chez qui une coproculture a été réalisée au laboratoire de biologie de l’Hôpital National de Niamey.
Les données épidémiologiques ont été récoltées sur les registres du laboratoire.
Les souches d’E. coli avaient été isolées sur le milieu EMB à partir des selles diarrhéiques puis incubé à 370C pendant 24h. L’identification avait été réalisée grâce aux mini galeries API 10 S de Biomérieux®.
La caractérisation des gènes de virulence avait été réalisée par la technique de PCR (Polymerase Chaine Reaction) avec des amorces spécifiques pour chaque gène recherché (tableau I) à l’unité de bactériologie-virologie du Centre National de Recherche Médicale et sanitaire (CERMES) de Niamey.

 (
Tableau I : 
Récapitulatif des gènes recherchés par pathotype d’E. coli par PCR
E. coli
Gene recherché
Taille de l’amplicons
Température d’hybridation
Concentration gel d’agarose
Témoin positif
EPEC
bfp
324 bp
57
0
C
2%
E238-69
eae
494 bp
65
0
C
2%
E238-69
EIEC
ipaH
424 bp
53
0
C
2%
M90T
EAEC
aggR
630 bp
53
0
C
2%
17.2
EHEC
SLT I
130 bp
56
0
C
3%
EDL 933
SLT II
346 bp
56
0
C
2%
EDL 933
ETEC
LT
707 bp
56
0
C
2%
EDL 1493
EPEC
: 
E. coli
 entéropathogènes
EIEC
: 
E. coli
 entéroinvasives
EAEC
: 
E. coli
 Enteroaggregatives
EHEC
: 
E. coli
 entérohémorragiques
ETEC
: 
E. coli
 entérotoxinogènes
)

La séparation des produits de la PCR, les électrophorèses et la visualisation des bandes ont été réalisées conformément aux instructions des fabricants des Kits. La figure 1 présente un exemplaire des résultats obtenus.
Le protocole de cette étude a eu l’autorisation de la direction générale de l’Hôpital National de Niamey.
RÉSULTATS
Caractéristiques de la population d’étude
A l’issu de ce travail, 279 enfants âgés de moins de 5 ans tous sexes confondus et de provenance diverses de la ville de Niamey et de ses environs ont été inclus.
Parmi les enfants inclus dans l’étude, 77,1 % avaient moins de 24 mois. L’âge moyen était de 18,36 ± 12,4 mois.
[bookmark: _GoBack]Sur les 279 enfants inclus dans cette étude, 106 (38%) étaient de sexe féminin, et 173 (62%) de sexe masculin (tableau II).
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Figure 1
 :
 
Gel après migration de gène de virulence eae.
T
aille attendue 494 pdb. M
:
 marqueur de taille, T+
:
témoin positif, T-
:
 témoin négatif. Les échantillons 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13 et 15 sont négatifs. Les échantillons 11, 12, 14 et 16 sont positifs.
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Données biologiques
Les bactéries pathogènes identifiées étaient isolées chez 92/279(32,9%) patients. Il s’agissait d’E. coli dans 98% des cas et de Salmonelle Spp dans 2 % des cas.
Sur les 279 prélèvements nous avions isolé et identifié 90 souches d’E. coli dont 55 seulement présentaient des gènes de virulence (61,1%).
Les prévalences d'EPEC, d'EHEC, d'EAEC, d'EIEC étaient respectivement de 0,7%, 1,1%, 2,9% et 6,1%, tandis que celles des infections mixtes étaient de 6,8% pour EIEC+EAEC, 0,7% pour EIEC+EHEC, 0,4% pour EPEC+EIEC et 1,1% pour EPEC+EIEC+EAE. Aucune souche ETEC et DAEC n'avaient été isolée. Les données sont résumées dans le tableau III.
 (
Tableau I
I
 : 
Résultats de la Recherche des souches d’E coli en fonction de l’âge et du sexe
Recherche des souches d’
 
E coli
Négative
Positive
Sexe
Tranche d’â
ge
M
F
M
F
0 à 12 mois
54
25
21
21
13 à 24 mois
37
26
22
9
25 à 59 mois
28
19
11
6
M: Masculin
F: Féminin
)
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Tableau I
II
 :
 
Distribution des gènes de virulence
Pathotypes 
Nombre
% chez les E coli (n=90)
% chez les enfants (n=279)
ETEC
0
0
.
0
0
.
0
DAEC
0
0
.
0
0
.
0
EAEC
8
8
.
9
2
.
9
EHEC
3
3
.
3
1
.
1
EIEC
17
18
.
9
6
.
1
EPEC
2
2
.
2
0
.
7
EIEC+EAEC
19
21
.
1
6
.
8
EIEC+EHEC
2
2
.
2
0
.
7
EPEC+EIEC
1
1
.
1
0
.
4
EPEC+EIEC+EAEC
3
3
.
3
1
.
1
ETEC
: 
E. coli
 entérotoxinogènes
DAEC
: 
E. coli à adhérence diffuse
EAEC
: 
E. coli
 Enteroaggregatives
EHEC
: 
E. coli
 entérohémorragiques
EIEC
: 
E. coli
 entéroinvasives
EPEC
: 
E. coli
 entéropathogènes
)


DISCUSSION
Le profil des bactéries responsables des gastro-entérites chez les enfants est une information indispensable pour orienter l’antibiothérapie curative particulièrement lorsqu’il s’agit de la tribu des E coli. Dans notre étude, sur 279 prélèvements analysés, nous avions identifiés 55 souches d’E coli présentant des gènes de virulence soit 19,7%. Cette prévalence obtenue était plus proche de celles rapportées par Moyo en Tanzanie en 2006 (22,9%) [8], Dias au Brésil en 2016, (18 %) [9] dans des études similaires. Par contre, des taux plus élevés avaient été retrouvés par l’équipe de Bonkoungou au Burkina Faso en en 2012 (45%) [10], Nweze (44,74%) et Okeke (37.1%) au Nigeria respectivement 2000 et en 2010 [11, 12], Yoshio Iijima au Kenya en 2009 (55,9%) [13], Paola Rappelli au Mozambique en 1999 (41,8%) [14].
Somda et ses collaborateurs avaient retrouvé une prévalence de 8,7% chez les enfants de moins de 5 ans au Burkina Faso en 2017 [15]. Cette différence pourrait s’expliquer par les campagnes de sensibilisation sur l’allaitement maternel exclusif, l’amélioration des conditions d’hygiène des populations notamment l’augmentation de l’approvisionnement en eau potable, le lavage ou désinfection systématique des mains intervenu suite à l’ l'épidémie d'Ebola en Afrique de l'Ouest [15].
Dans notre étude, nous avions détecté plusieurs pathotypes d’E. coli diarrhéiques. E. coli entéroinvasive (EIEC) était le pathotype le plus fréquent avec 6,1%. Nos résultats présentent des différences par rapport à ceux obtenus par plusieurs auteurs et ces différences pouvait être expliqué par le fait que ce pathotype variait semblablement d’une zone géographique à une autre [12, 15, 16, 17, 18]. Cependant, Moyo et al avaient rapporté une prévalence nulle d’EIEC dans une étude similaire réalisée à Dar es Salam en Tanzania, en 2006 [8].
Dans la présente étude le pathotype E. coli Enteroaggregative (EAEC) avait été isolé chez 8 patients soit 2,9%. Ces résultats étaient comparables avec ceux obtenus dans des études réalisées au Burkina Faso [10, 15], au Nigeria [11, 12], en Tunisie [16] en Afrique australe en Tanzanie [8] et au Kenya [13, 18] mais aussi en Inde et au Vietnam où ce pathotype prédominait dans les diarrhées chez les enfants [17, 19]. En effet, le pathotype EAEC était souvent incriminée dans des cas de diarrhée persistante, chez l’enfant comme chez l’adulte et la présence de trois gènes de virulence est nécessaire pour l’expression du pouvoir pathogène [20]. Sa diffusion serait liée aux mauvaises pratiques d'hygiène. Selon certains auteurs, une carence en zinc pouvait entraîner l’expression de ses gènes de virulence [21].
Dans notre travail, E. coli entérohémorragique (EHEC) avait été isolé chez 3 patients soit 1,1%. Ces chiffres étaient semblables à ceux rapportés dans études réalisées au Nigeria et en Tunisie [11, 12, 16]. Par contre, des fréquences relativement plus élevés étaient rapportées par Priya Rajendran en Inde en 2010 [17]. Ailleurs, en Afrique australe, Rappeli, Moyo et Nyanga avaient noté une absence totale de ce pathotype (0%) dans leurs travaux réalisés respectivement au Mozambique en 2005 [14], en Tanzanie en 2007 [8] et au Kenya en 2016 [18]. En effet, les souches EHEC étaient surtout retrouvées dans l’environnement, particulièrement chez les bovins qui constituent le réservoir naturel. L’homme se contamine par l’intermédiaire des aliments [22].
Dans notre série, nous avions détecté deux patients porteurs du pathotype EPEC, soit 0,7%. Il s’agissait des E coli responsables de diarrhée sévère, principalement chez les nourrissons de moins de 12 mois dans les pays en voie de développement [3]. Ce taux faible rejoignait celui rapporté par Somda et al au Burkina Faso en 2017 [15]. Par contre, plusieurs auteurs avaient relevé des taux nettement supérieurs dans leurs séries [8, 10, 12, 14, 16, 17, 18, 19]. Au Kenya, Nyanga avait liées cette augmentation au taux d’isolement [18].
Dans notre étude, nous n'avons pas trouvé des souches d’E coli comportant les gènes spécifiques d'ETEC et DAEC. Par contre Bonkoungou et al avaient noté la présence d'ETEC dans leurs études chez les enfants de moins de 5 ans au Burkina Faso [10]. C’est aussi le cas des conclusions de plusieurs études réalisées en d'Afrique subsaharienne qui avaient retrouvé des prévalences non négligeables [8, 12, 16, 18].
Dans notre série, nous avions également rencontré des souches comportant des combinaisons de 2 gènes de virulence chez 22 patients avec 6,8% pour EIEC+EAEC, 0,7% pour EIEC+EHEC, 0,4% pour EPEC+EIEC et des combinaisons de 3 gènes avec 1,1% EPEC+EIEC+EAEC. Ces variantes de combinaisons mixtes de 2 ou 3 gènes de virulence avaient été également rapportées par d’autres études avec des prévalences comparables [8, 10, 15, 16, 19].
CONCLUSION
Les pathotypes d'E. Coli hébergeant des gènes virulents sont des causes importantes de diarrhée chez les enfants de moins de 5 ans. Il est nécessaire d’évaluer le comportement de ces souches vis-à-vis des antibiotiques et mieux de conduire ce type d’étude sur une année complète dans le but d’évaluer l’impact des saisons sur la distribution des pathotypes d’E coli.
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