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RESUME

Justification : Escherichia coli est a 1&#39;origine
d&#39;environ 75 % des infections urinaires dans le
monde. En Cote d’Ivoire, la prévalence de 'infection uri-
naire a E coli est d’environ 50%. Les E. coli pathogénes
proviennent de différents groupes phylogénétiques
dont certains comme le phylogroupe B2 ont un pouvoir
pathogéne accru. En Coéte d’Ivoire, la connaissance
de ces phylogroupes est essentielle pour la gestion
optimale des infections urinaires. Dans cette étude, il
s’agit d’adapter la technique de biologie moléculaire a
quatre génes dans la détermination des phylogroupes
de E coli uropathogénes.

Objectifs : L'objectif général est de caractériser les
phylogroupes d’E. coli.

Méthodes : L’étude s’est déroulée a l'Institut
Pasteur de Coéte d’Ivoire. 60 souches d’E. coli isolées
d’infections urinaires ont été génotypées par la tech-
nique de PCR quadruplex.

Résultats: La PCR quadruplex a pu étre adaptée et
100% des souches ont pu étre typées. Les résultats ont
montré que 55 % des souches de E coli appartenant au
phylogroupe B2, 11,7 % de souches du phylogroupe A,
8,3 % des souches des phylogroupes B1, E et F, 5% des
souches du phylogroupe D et 3,3 % du phylogroupe C.

Conclusion: La PCR quadruplex ciblant les génes
arpA, chuA, yjpA et TspE4.C2 a été validé et a permis
la détection des sept phylogroupes de E coli.
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ABSTRACT

Justification: Escherichia coli causes about 75% of
all urinary tract infections worldwide. In Céte d&#39;
Ivoire, the prevalence of E. coli UTI is about 50%. Patho-
genic E. coli come from different phylogenetic groups,
some of which, such as phylogroup B2, have increased
pathogenicity. In Céte d&#39;Ivoire, knowledge of these
phylogroups is essential for the optimal management of
UTIs. In this study, the aim is to adapt the molecular
biology technique to four genes in order to determine the
phylogroups of uropathogenic E coli.

Objectives: The overall objective is to characterise
the phylogroups of E. coli.
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Methods: The study was carried out at the Institut
Pasteur in Cote d&#39;Ivoire. 60 E. coli strains isolated
from urinary tract infections were genotyped using the
quadruplex PCR technique.

Results: The quadruplex PCR could be adapted and
100% of the strains could be typed. The results showed
that 55% of the E coli strains belonged to phylogroup
B2, 11.7% to phylogroup A, 8.3% to phylogroups B1, E
and F, 5% to phylogroup D and 3.3% to phylogroup C.

Conclusion: Quadruplex PCR targeting the arpA,
chud, yjpA and TspE4.C2 genes was

validated and allowed the detection of all seven E
coli phylogroups.
KEey worps: GENES-PHYLOGROUP, E. COLI
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INTRODUCTION

Différentes bactéries a Gram positif et négatif
sont responsables d’infections urinaires. Parmi
les bactéries Gram négatif, Escherichia coli ( E
coli) est a 1&#39;origine d&#39;environ 75 %
des infections urinaires dans le monde (Beyene
&amp; Tsegaye, 2011). Des études ont montré
que la prévalence de l'infection urinaire a E. coli
était de plus de 60 % en Europe. En Afrique, la
prévalence de l'infection urinaire a E. coli est mal
définie, elle différe d’'un pays a ’autre (Akoachere
et al., 2012). En Coéte d’Ivoire, la prévalence de
I'infection urinaire a E. coli est d’environ 50%
(Moroh et al., 2014). En effet, 1&#39;infection
urinaire est une maladie courante qui est définie
par la présence de bactéries dans 1&#39;appareil
urinaire (Zelikovic et al., 1992).

Dans la plupart des communautés, l'infection
urinaire est la plus répandue des infections

apres 1&#39;infection des voies respiratoires.
Ainsi, 1&#39;infection urinaire reste un probléme
majeur de santé publique dont la prévalence
est estimée a 150 millions de cas par an dans
le monde dans ces dix années (Arjunan et al.,
2010). E. coli reste la bactérie uropathogéne
la plus fréquemment rencontrée dans les voies
urinaires. Ces bactéries sont responsables de
bactériurie asymptomatique (Cullen et al., 2011).
En effet, certaines souches d&#39;E. coli s&#39;
écartent de leur statut de commensal, deviennent
pathogenes et sont susceptibles de provoquer des
maladies. Ces souches pathogénes sont classées
en deux catégories : les E. coli responsables de
diarrhées et les E. coli pathogénes extra-intesti-
naux. Les E. coli pathogénes extra-intestinaux
ont la capacité de se disséminer et de coloniser
certaines voies, telles que les voies urinaires et
les voies sanguines. Les E. coli uropathogénes
posseédent un arsenal de génes de virulence
qui contribuent a leur capacité a surmonter les
différents mécanismes de défense. Ces génes de
virulence comprennent les fimbriae qui aident

a l&#39;adhérence et a 1&#39; invasion bacté-
rienne, les flagelles et les toxines qui favorisent
la dissémination bactérienne.

Les génes de virulence sont localisés sur des
éléments génétiques transmissibles (plasmides)
ou sur le chromosome ainsi que sur le génome des
souches non pathogénes ayant acquis de nou-
veaux genes de virulence a partir de 1&#39;ADN
accessoire (Farshad et al., 2012). Ces geénes de
virulence contribuent a la pathogénicité des
souches d&#39;E. coli uropathogeénes et au déve-
loppement du processus infectieux, tels que les
adhésines, les toxines et les sidérophores.

De plus, E. coli posséde d’autres geénes
qui favorisent la persistance de la bactérie
dans les voies urinaires et induisent le risque
d&#39;infection des bactéries. Il s’agit de pili ou
antigeéne K, de fimbriae, d&#39;hémolysine et de
colicine. Les E. coli pathogénes proviennent de
différents groupes phylogénétiques, appartenant
aux groupes B2 et D. D’autres phylogroupes
comme les phylogroupes A et Blsont retrouvés
mais ces groupes sont constitués de bactéries
commensales (Romanus &amp; Eze, 2011). Par
ailleurs certains phylogroupes peuvent étre liés
a des facteurs de virulence spécifiques. Enfin,
certains phylogroupes peuvent émerger et étre a
lorigine de clones épidémiques. Jusqu’ici, aucun
des huit phylogroupes n’a été décrit en Cote
d’Ivoire alors que la connaissance de ces phy-
logroupes est essentielle a une gestion optimale
des infections urinaires. La détermination de ces
phylogroupes passe par l'utilisation de technique
de biologie moléculaire. Celles-ci peuvent cibler
trois ou quatre génes chez E. coli. L’objectif
principal de cette étude était de caractériser les
phylogroupes d’E. coli et les objectifs spécifiques
étaient de valider la technique de PCR multiplex
a quatre génes , déterminer les génes nécessaires
au typage phylogénétique par une PCR monoplex
et identifier les différents phylogroupes présents.
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METHODOLOGIE

CADRE ET SITE DE L’ETUDE

L’étude réalisée est une étude expérimentale
qui s’est déroulée en 2020 a l'Institut Pasteur
de Cote d’Ivoire dans les départements de la Bio
banque, de I’Environnement et Santé et de la
Plateforme Génétique et de Biologie Moléculaire.

MATERIEL BIOLOGIQUE

Le matériel biologique de 1’étude était consti-
tué de 60 souches d’E. coli conservée a - 80°C
au centre des ressources biologiques de 1TPCI
(CeReB). Les souches d’E. coli ont été isolées de
patients présentant une infection urinaire. Ces
souches ont été collectées au cours de 'année
2019 et stockées dans des congélateurs a -80°C.

REVIVIFICATION DES SOUCHES
BACTERIENNES

Les souches bactériennes conservées a -80°C
dans le Bouillon Cceur Cervelle (BCC) auquel il
a été ajouté 20% de glycérol. Les souches ont été
décongelée a la paillasse a la température du la-
boratoire avant leur remise en culture; Quelques
grammes du congelat ont été ensemencée dans
des tubes a hémolyse stériles contenant 2 ml de
Bouillon Ceeur Cervelle (BCC). Un tube contenant
du BCC stérile (non ensemencé) a été pris comme
témoin de culture. Les tubes ensemencés et le
tube témoin ont été incubés a I’étuve bactériolo-
gique a 37°C toute une nuit.

Aprés 18h a 24h d’incubation, des cultures
ont été observées a l'aspect trouble du tube
ensemensé puis comparées au tube témoin
sans culture bactérienne. Un frottis a ensuite
été réalisé a partir des cultures sur BCC puis
une coloration de Gram a été effectuée sur lame
et observée au microscope optique a l'objectif X
100 pour confirmer la morphologie des bactéries.

IDENTIFICATION BACTERIENNE

Les bacilles Gram négatif caractérisés par
l’aspect troubles des tubes contenant le BCC
ont été repiqués par la méthode des stries sur
géloses sélectives pour Entérobactéries a savoir
la gélose éosine bleu méthyl (EMB) et la gélose
nutritive. Les géloses ont été incubées a 37°C a
I’étuve bactériologique pendant 18 a 24 heures.

Une identification biochimique a été réalisée
en utilisant les milieux d’identification du portoir
réduit de Le Minor. La production dune cyto-
chrome oxydase a été recherchée en prélevant
une colonie bactérienne de la gélose nutritive et
en 'appliquant sur un disque d’oxydase (Koné,
2021).

Isolement du matériel génétique et PCR
quadriplex L&#39; extraction d&#39;ADN des
souches a été réalisée en utilisant la méthode
physique du choc thermique. La concentration
en ADN du lysat a été déterminée a l’aide du
Nanodrop One C (thermofisher).

Les amplifications géniques par PCR ont été
réalisées en mode multiplex (quadruplex) avec
les amorces chuA 1b et 2b ciblant le géene chuA,
yja A 1b et 2 b ciblant le géne yjaA , Ace K. f et
Arp Al.r pour le géne arpA, et enfin les amorces
TspE4C.1b et 2b pour le géne tspE4.C2.

Les PCR ont été réalisées dans un volume
réactionnel final de 25 uL contenant 1 uM de
chacune des paires d’amorces cibles (Tableau
II). Les conditions d’amplification sont celles
décrites par le programme ci- aprés (Clermont
et al., 2013): une phase de dénaturation initiale
a 94 °C pendant 5 minutes, suivie de 30 cycles
comprenant une phase de dénaturation initiale a
94 °C pendant 30 secondes, une phase d’hybri-
dation a 51 °C pendant 30 secondes et une phase
d’élongation a 72 °C d’'une minute. Les réactions
d’amplification ont été interrompu par un cycle
d’élongation finale a 72°C pendant 7 min.

Les produits d’amplification ont été révélés
sur un gelDoc imager (Biorad) apreés electropho-
rése en gel d’agarose a 1,5% contenant du 10
ul de SybrSafe Sur la base des génes détectés,
le génotype quadruplex obtenu a été immédia-
tement assigné a un phylogroupe (Tableau III).
En effet, les groupes phylogénétiques de cha-
cune des souches ont été déterminés grace a la
méthode de Clermont (Clermont et al., 2013). La
méthode nécessite une approche itérative pour
1&#39;attribution des phylogroupes ; ainsi la
présence ou ’absence de ces génes, ou fragments
d’ADN, permet de déterminer le groupe phylogé-
nétique auquel appartiennent les souches.
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RESULTATS

Revivification, isolement et identification des
souches de E coli La présente étude a montré que
100% des bouillons analysés avaient un aspect
trouble démontrant le type respiratoire aéro-
anaérobie facultatif. Sur milieu Eosine- bleu de
méthyléne, les colonies avaient majoritairement
un reflet métallique en dos de scarabées carac-
téristique des souches d’E coli ; d’autre part,
100% (60/60) des souches isolées présentaient
les caractéres biochimiques d’E coli (Tableau IV).

DETECTION DES GENES
PHYLOGENETIQUES

Les résultats de la PCR et la visualisation
par électrophorése sur gel d’agarose ont mis en
évidence le profil des génes arpA, chuA, yjaA et
TspE4.C2 (figure 1) Il a été observé une prédo-
minance de génes qui sont respectivement chuA
(71%), TspE4.C2 (63,33%), arp A (35%), yjaA
(23,33%) sur 'ensemble des souches (Tableau VI).
Les différents phylogroupes ont été identifiés avec
respectivement 55 % de souches appartenant
au groupe B2, 11,66 % de souches appartenant
au groupe A, 8,3 % de souches appartenant
au groupe B1, 8,3 % de souches appartenant

au groupe E, 8,3 % % souches appartenant au
groupe F, 5,0 % de souches appartenant au
groupe D et 3,33 % % souches appartenant au
groupe C (figure 2). Les résultats obtenus ont
montré que certains phylogroupes ont présenté
3 génes notamment les phylogroupes B2, D et E,
d’autres 2 génes notamment les phylogroupes B1
et C et 1 seul géne dans les phylogroupes A et F.
Les phylogroupes D et E ont présenté les mémes
génes que sont les génes arpA, chuA et TspE4C2.
Toutefois, le phylogroupe B2 a présenté les génes
chuA, yjaA et TspE4C2 . Les phylogroupes B1 et
C ont présenté chacun 2 génes qui sont respecti-
vement arpA, TspE4C2 et arpA, yjaA. Quant aux
phylogroupes A et F, 1 seul géne a été observé. Le
géne arpA dans le phylogroupe A et chuA dans le
phylogroupe F. Au total, toutes les 60 souches de
E coli incluses dans I’étude ont pu étre génotypées
soit un taux de typabilité de 100% (Tableau V).
Ces résultats ont respectivement montré les ré-
partitions suivantes : 55 % des souches de E coli
isolées des urines appartenaient au phylogroupe
B2, suivi du phylogroupe A 11,7 % de souches,
des phylogroupes B1, E et F respectivement 8,3%
des souches, du phylogroupe D 5% des souches
et du phylogroupe C 3,3 % .

DISCUSSION

E. coli est une espéce bactérienne ubiquitaire
commensale de 1&#39;homme et des animaux
a sang chaud ; cependant, certaines souches
ont acquis la capacité de provoquer des mala-
dies intestinales et extra-intestinales (Nataro et
al., 2011 ; Quinn et al., 2011). Les souches de
E. coli pathogénes sont caractérisées par des
sous-ensembles particuliers de génes associés
a la virulence identifiant des groupes distincts
ou pathogroupes. Cette étude avait pour but de
caractériser les souches de E. coli responsables
d’infections urinaires. Les résultats obtenus
appellent les commentaires suivants.

L’identification bactérienne repose sur la
détermination des sources de carbone, d’énergie
d’azote et les profils d’oxydation ou de fermenta-
tion du substrat carboné (oxydatif).

Les souches identifiées sont des bacilles a
Gram négatif généralement polymorphes. L&#39;

identification des entérobactéries est réalisée a
1&#39;aide de la morphologie observée et de tests
biochimiques (Sari et al., 2018). Les souches bac-
tériennes ont toutes été identifiées comme E. coli
car elles ne produisaient ni cytochrome oxydase,
ni uréase (Mendaci &amp; Mihoubi, 2015).

En plus elles fermentaient le glucose et le
lactose. Ces résultats ont été confirmés par les
travaux de Sari et al. (2018). Cela a permis de
caractériser les souches de E. coli analysées selon
les techniques de Clermont et al. (2013).

L’intérét d’utiliser une PCR quadruplex réside
dans le fait que la PCR triplex ne reconnait pas
tous les phylogroupes. En effet, alors que la PCR
triplex reconnait quatre phylogroupes, la PCR
quadruplex permet de mettre en évidence sept
phylogroupes. Les concentrations élevés d’ADN
observées apres l'étape d’extraction, ont permis
une amplification des différents génes recherchés
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et 'assignation de toutes les souches de E. coli
colligées a un groupe phylogénétique. Le fait que
toutes les souches de E. coli aient pu étre ampli-
fiées montre la qualité des concentrations en ADN.

Pour certains auteurs, un petit nombre de
souche de E. coli ne peuvent étre typées par
la méthode quadruplex. Le fait que toutes les
souches de cette étude aient pu étre typées est
probablement lié au faible nombre de souches
analysées. Par ailleurs, les génes ciblés par la
PCR quadruplex ne semblent pas dépendre des
concentrations en ADN des suspensions bacté-
riennes. Les génes recherchés ayant des tailles
différentes et des poids moléculaires différents
ont pu étre facilement amplifiés en une étape de
PCR et distingués sur le gel d’agarose apres la
migration.

Le géne arpA inclus dans la PCR quadruplex
permet d’une part d’obtenir un contréle interne
de qualité et d’autre part de typer les souches
de E. coli ayant ce caractére. En effet, toutes
les souches de E. coli contiennent ce géne arpA
exceptées les souches des phylogroupes B2 et F.

Dans la présente étude, les sept phylogroupes
identifiés par la technique quadruplex et décrits
dans la littérature ont été retrouvés. Les phy-
logroupes B2 et D sont mis en évidence dans
les infections extra intestinales tandis que les
phylogroupes A, B1 et D sont des phyloroupes
commensaux et ubiquitaires.

Dans cette étude le phylogroupe le plus fré-
quemment rencontré était le phylogroupe B2
suivi du phylogroupe A. Ces résultats ont été
également retrouvés en Ethiopie, au Mexique
en 2018 (Monroy et al., 2018), en Corée du Sud
(Koo et al., 2012), en Pologne (Korona-Glowniak
et al., 2016) et au Pakistan ( Kumar et al., 2016)
ou le phylogroupe B2 est le phylogroupe le plus
prévalent. Néanmoins, le taux de 55% de souches
du phylogroupe B2 retrouvé dans ce travail est
beaucoup plus élevé que les taux de 30 a 38%
retrouvés par les auteurs précédemment cités
ce qui montre la fréquence de souches a pouvoir
pathogéne dans les infections urinaires en Cote
d’Ivoire. Il faut souligner que les souches du phy-
logroupe B2 hébergent beaucoup plus de facteurs
de virulence et sont plus résistantes aux antibio-
tiques que les souches des autres phylogroupes.
En effet traditionnellement, les souches B2 et D
sont retrouvées dans les infection urinaires tan-
dis que les souches A et Bl sont dites souches
commensales. Cependant de récentes études
ont montré que le phylogroupe A pouvait étre
responsable d’infections urinaires. En effet, en
Arabie Saoudite, en Russie et en Chine (Zeyaullah
&amp; Kaul, 2015 ; Wang et al., 2014 ; Grude
et al., 2007), ce phylogroupe s’est révélé étre le
phylogroupe le plus prévalent.

La différence entre les répartitions des phylo-
groupes retrouvés selon les pays et les continents
pourrait s’expliquer par des variations géogra-
phiques de répartition des souches de E. coli.

CONCLUSION

E. coli est une espéce bactérienne ubiquitaire
commensale de 1&#39;homme et des animaux a
sang chaud. La PCR quadruplex ciblant les génes
arpA, chuA, yjpA et TspE4.C2 a permis la détection
des sept phylogroupes (A, B1, B2, C, D, E et F)
de E. coli. La caractérisation de souches d’E. coli
uropathogénes a montré une majorité de souches
appartenant aux groupes phylogénétiques B2, A,
D, E. Les autres phylogroupes comme les phy-
logroupes Bl et F étaient moins fréquemment

rencontrés. Il est a indiquer que les souches du
phylogroupe B2 hébergent beaucoup plus de
facteurs de virulence et sont plus résistantes aux
antibiotiques que les souches des autres phylo-
groupes . Il conviendrait d’étendre la détermination
des groupes phylogénétiques a un plus grand
nombre de souches et d’établir le lien entre les
groupes phylogénétiques, les facteurs de virulence
et la résistance aux antibiotiques des souches de
E coli responsables d’infections urinaires.
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