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Résumé

Le but de cette étude prospective était de déterminer le prévalence des Escherichia coli
Entéropathogénes dans les diarrhées de 52 enfants 4gé€s d’un mois a trois ans dans le service de
pédiatrie de ’hdpital Souro Sanou de Bobo-Dioculasso sur une période de 6 mois, La proportion des
enfants 4gés de 1 mots 4 11 mois est de 49%. Les selles étaient glaireuses a 46% et liquides a 21%.
Les germes a potentiel pathogéne se repartissent & 75% d’E coli, 62.5% de C. glbicans et 5.8% de
Salmonelles. L’antibiogramme donne une forte résistance d’E coli a I’Ampicilline 90%, 80% de

resistance au Cotrimoxazole.

Mots clés : Diarrhées infantiles, Escherichia coli, Prévalence ,(CHU-SS



Liste des abréviations

EAEC : Escherichia coli Entéroadhérentes

EDS : Enquéte Démographique et de Santé

EIEC:  Escherichia coli Entéroinvasives

ELISA: «Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay » technique d’étude immuno-enzymatique des
organismes ou composes biologiques

EPEC :  Escherichia coli Entéropathogenes

ETEC: Escherichia coli Entérotoxinogénes

PCR: « Polymerase Chain Réaction » dispositif enzymatique de multiplication logarithmique in vitro
de matériel génétique.

S.R.O:  sels de réhydratation orale préconisés par I’'OMS pour un apport en éléments minéraux
lors des diarrhées chez les enfants

UFC: Unité Formant Colonie. Terme indiquant une grandeur en microbiologie. Elle correspond
aux bactéries viables dans un inoculum donnant des colonies sur boite de Pétri ou bouillons

en tubes
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Introduction.

Les gastro-entérites sont des pathologies courantes et trés fréquentes du tube digestif,
accompagnées de douleurs et de modifications de la consistance et de la fréquence des selles. Dans nos
conirees, il est important de se pencher sur les aspects d’ordre épidémiologiques de ces maladies afin
de contrdler leur impact. Les gastro-entérites se manifestent par des selles diarrhéiques, liquides
(cholériformes) ou glaireuses (dysentériformes). Les principales causes sont des infections aussi bien
virales, que bactériennes ou parasitaires (/7).

Bien que toutes les tranches d’4ge soient concernées, les enfants en paient un lourd tribut surtout
entre 0 a 3 ans. La mortalité chez les enfants de 0 2 5 ans dans le monde selon le Fonds des Nations
Unies pour I’Enfance (UNICEF), était de 4,6 millions en 1979 et de 1,3 millions en 2002 par an (24).
Une étude réalisée au Centre Hospitalier Universitaire - Yalgado Ouédraogo de Quagadougou en 1995
donne les chiffres de 21.4% de motif d’hospitalisation pour diarrhée avec 6,8 épisodes par an (20). A
I’échelle nationale, 21% des enfants de moins de 5 ans ont souffert de la diarrhée en 2003 selon
I’Enquéte Démographique et de Santé de 2003 (/2).

Les diarrhées constituent une préoccupation majeure de santé publique de part le monde
notamment dans les pays en développement ou elles viennent en deuxiéme position aprés les
infections respiratoires (24). Au Burkina Faso ces pathologies sont aussi rencontrées dans les services
sanitaires. Dans le cadre de la soutenance de mémoire de fin d’étude, nous avons choisi de prospecter
le sujet afin de réunir des données relatives aux diarrhées provoquées par les bactéries pathogenes a
tropisme intestinal. Les Escherichia coli pathogénes sont les germes que nous ciblons en particulier.
Nos investigations se sont déroulées au sein de I’hdpital de référence de la ville de Bobo qui a été
choisi compte tenu du regroupement en son sein des services de consultation médicale,
d’hospitalisation des malades et d’un laboratoire opérationnel d’analyses médicales. Nous pensons
qu’une observation de ce microcosme pourrait donner une certaine vision de la situation des diarrhées.

La prise en charge adaptée des pathologies en milieu hospitalier est parfois subordonnée a un
diagnostic rapide et précis. L’interrogatoire lors de la consultaiion médicale permet de connaitre les
manifestations cliniques et oriente le clinicien ({0, /8). Les examens complémentaires adressés au
laboratoire ont pour but soit de confirmer le diagnostic soit de guider le médecin vers le mal de son
patient. Ainsi le biologiste et le clinicien doivent étre en parfait accord et parler un méme langage. Le
réle du laboratoire est d’aider & fournir des réponses aux questions que le clinicien se pose au sujet du

mal de son patient. Le diagnostic de laboratoire part des informations cliniques.



I.  Revue bibliographique sur la diarrhée.

1. Definition

Les gastro-entérites sont des manifestations pathologiques du tube digestif, accompagnées de
douleurs abdominales et modifications du transit intestinal. La diarrhée est une gastro-entérite avec
une modification de |’aspect des selles, le malade peut présenter ou non de la fiévre et des
vomissements. Les selles deviennent moins consistantes et fréquentes. Les origines de la diarrhée sont
diverses infectieuses ou non infectieuses. Les agents infectieux sont principalement les virus
(Rotavirus), les parasites (Giardia, Amibes, etc.) et les bactéries (Shigelles, Salmonelles, Escherichia

coli, Campylobacter, etc.). (17, 20, 21,23).
2, L’aspect dela diarrhée
La diarthée se présente sous différentes formes selon les causes et selon la durée.

a. La durée.

La diarrhée peut durer entre 72 heures et 5 jours. La diarrhée qui survient brutalement avec une
augmentation du nombre des selles (plus de 3 par jour) et une modification de la consistance des selles
est dite « diarrhée aigué ». Lorsque les manifestations dépassent une semaine, la diarrhée est dite
« persistante » et au-dela de 14 jours c’est une «diarrhée chronique» selon la définition de

I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

b. La consistance des selles.

Selon I'aspect des selles il est décrit deux types de diarrhées :
¢ Ladiarrhée hydrique liquidienne cholériforme (choléra).
o La diarrhée dysentériforme avec des selles glaireuses ou glairo-sanguinolentes se

rapprochant d’une shigellose.

La suspicion de 1’agent causal peut étre orientée par I’aspect des selles. Il est donc important d’y
accorder son attention.
3. L étiologie de la diarrhée

Les diarrhées peuvent étre d’origine infectieuse ou non infectieuse.
Les diarrhées infectieuses sont causées par les bactéries , les parasites et les virus comme I'indique

le tableau ci-dessous.
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Bactiries Virue Par axibes

Salmanells . Rot svine Glardia Jomblla
Shigalia CAltciek e ot appacentds Entamoeba histolytic
Compylabactersp. Narwall vins Cryplos paridiin parviim
Escherichia coll entéy staxtigine (ETEC) Narwaik e virus Cyclodpar copetaneiets
Escherichia eall evdée opatbogéon (FPEC) Petits virus rands Shrangyloldes steceosnlls
Etcharichi asll wedde ahémor eagique (EHEC) Addnoving entiriques Bl atidion colf
Escherithia call entérerwaetf EEC) Aurrovivus Blactocyctk honinis
Yednianwg. Caronwing kaspmty belll
Claatridion difficie Teavayine Sehlstetovma Atantonl
Clostridivem preafringens Cyramé gabavir

Stapiylocooas auteus Herpest denphax vire

Baclllis cadwins

Vibita chaloroe et autres Widvds

Asvnts

Aletamonns shigellakfes

Chiamydia

Traopaneria pollidn

Meftseriy ganarrive o

Extrait d’article : D. Carré .Conduite & tenir devant une diarrhée aigué EMC-Chirurgie 1(2004) 493 — 532

Tableau 1 : Les microorganismes responsables de diarrhées

3.1 Les causes bactériennes

l.e tube digestif et plus précisément les intestins,est colonisé par une flore microbienne. Cette
flore commensale constitue une barriére tant physique que biochimique. Ainsi un
microorganisme pathogéne doit développer des aptitudes pour passer la barri¢re commensale et

les muqueuses intestinales. Différents mécanismes sont utilisés par les organismes pathogénes .

3.1.1 Le genre Escherichia

Ce genre formé de plusicurs espéces dont la plus importante d’un point de vue médicale est
Escherichia coli. Bactérie participant a la flore commensale normale, elle contient des souches
pathogénes. Les pathovars responsables de diarrhées chez ’homme sont subdivisées en six
catégories : Les Escherichia coli Entéropathogénes (EPEC) causant la « Turista», les
Escherichia coli Entérohémorrhagiques (EHEC), les Escherichia coli Entérotoxinogenes
(ETEC), les Escherichia coli Entéroinvasives (EIEC), les Escherichia coli Entéroaggrégatives

(EAggEC), les Escherichia coli Entéroadhérentes (EAEC) (2,14 )



3.1.2 Le genre Salmonella

Les Saimonella sont une cause fréquente de diarrhée en zone tropicale responsables des
fievres typhoide et paratyphoide. Leur pathogénie est du type invasif, elles traverse le tapis

€pithélial pour se retrouver dans la circulation sanguine ce qui explique la fiévre.

3.1.3 Le genre Shigella

Les Shigella sont responsables d’épidémies de diarrhée aigué grave. Elles agissent
principalement par la sécrétion de toxines qui provoquent une inversion de 1’absorption d’eau

et d’électrolytes. La conséquence étant une perte rapide et importante d’eau du corps.

3.2 Les causes virales

De nombreux virus interviennent comme agents causals de diarrhées les plus rencontrés sont les

Rotavirus et les Calicivirus. (6)

3.3 Les causes parasitaires

Les parasites jouent un rdle important dans les diarthées au niveau des populations en zones
rurales les quartiers défavorisés des villes Africaines. L’insalubrité et le manque d’hygiéne
expliquent le maintien des affections dans ces zones.

Les parasites les plus courants sont les protozoaires. Les Amibes, les Giardia sont fréquentes (6)
3.4 Les causes alimentaires ou physiologique
La diarrhée peut aussi avoir une origine alimentaire. En effet, aprés un repas les aliments trop
riches en protéines, en lipides ou en sucres, la digestion peut étre incompléte de sorte que les

macromolécules restées dans la lumiére du tube digestif entrainent par osmose une sortie

importante d’eau.

12



4. Les outils de diagnostic

4.1 La coproculture standard

Elle comprend plusieurs étapes :

e L[’étude macroscopique qui renseigne sur l'aspect physique ( couleur ) et sur la
consistance des selles (liquide, glaireuse, molle , moulée).

e [’étude microscopique qui comprend I’état frais révélant la mobilité de la flore, la
présence d’hématies et de leucocytes voire de parasites. Et un frottis coloré soit au bleu
de méthyléne (comptage de leucocytes) soit Gram permet révéler la morphologie des
germes

» La culture sur milieux pour isoler et identifier les différents germes

4.2 La coprologie ou recherche de parasites

Elle regroupe plusieurs techniques qui permettent d’optimiser la recherche des parasites dans

les selles.

4.3 Les techniques immunologiques et immunoenzymatiques

Nous avons I’utilisation de la réaction antigéne-anticorps spécifique pour révéler la présence
d’un microorganisme ou d’une toxine donnée. Ces techniques sont rendues possible grice a la

disponibilité dans le commerce d’anticorps monoclonaux.
4.3.1 Les techniques d’agglutination directe ou indirecte
1l existe des sérum d’agglutination que 1’on peut utiliser sur les seiles qui indiquent la
présence méme du microorganisme ou du composé chimique recherche.

Il est également possible de rechercher dans le sang du patient la présence d’anticorps. C’est

le principe du Sérodiagnostic de Widal-Felix en cas de suspicion de Salmonellose.
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4.3.2 ELISA

L’ELISA  pour « Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay» est une technique
immunoenzymatique dont il existe différentes variantes adaptées au microorganisme ou
toxine recherché. Le principe est basé d’une part sur la réaction antigéne-anticorps et d’autre

part la révélation est fait grace au produit coloré de la réaction enzyme-substrat. (16)

4.4 La cytométrie de flux
C’est une technique qui utilise des anticorps marqués par des fluorochromes. La fluorescence
qui découle de la réaction antigéne-anticorps positive indique la présence et la quantité

d’antigénes.

4.5 Les technigues biologie moléculaire

Ce sont des techniques ciblées essentiellement sur les acides nucléiques ADN et ARN

4.5.1 LaPCR
La « Réaction de Polymérse en Chaine » ou PCR permet I’amplification d’un géne ou
d’une séquence nucléotidique donnée grice a I'utilisation d’amorces spécifiques. La
recherche se fait sur les selles directement. En PCR, les génes tal pour « invasive-associated
locus », ipa (A,B,C,D,H) «invasive plasmid antigen » sont utilisés comme marqueurs du

caractére invasif des EIEC (15, 21,23)

4.5.2 Les sondes d’hybridation
Les sondes sont de courtes séquences d’ADN ou d’ ARN qui se fixent sur des séquences
complementaires sur le génome microbien. La réaction positive est soit colorée soit

fluorescente.

5. Traitement.

a. Réhydratation

Le traitement des diarrthées dues a Escherichia coli est basé sur la réhydratation orale des enfants

selon les recommandations de I’OMS et du Fonds des Nations Unies pour I’Enfance (UNICEF). Pour

ce faire il est mis a la disposition des populations, des sels de réhydratation oral (SRO) car ce qui est

plus urgent dans la prise en charge des enfants c’est éviter la déshydratation (22). La malnutrition est

un facteur déterminant dans la survenue de la diarrhée surtout dans les pays en développement comme
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le Burkina Faso. La dénutrition aprés un épisode favorise la réinstallation de la maladie conduisant &
un cercle vicicux qu’il faut briser. (5, 6, 8, 19).

Le tableau ci-dessous indique la prise d’électrolytes journaliére recommandée par I’OMS.

Composition par litre reconstitué  Soluté OMS  Adiari!®  Athydrate®  GES45%  Lytren® Coca-Cola®.Jus d'orange

Sodium (Na) {mmol) 90 4 80 4 % 2 <1
Potassium (K} (mmol) 20 25 20 % 25 0,1 50
Chlore (€1} fmmol} G 25 &0 5 40 2
Glucpse (@) 20 pri o {saccharese} 19,7 9 100 120
Antons enmmal  bicarbonates 24 23 10
Citrates 10 6 9 15 13 50
Gluconates 25
Calories 80 1% no 158 205
Dsmolalité 310 %0 750 730
Osmolarité (mOsm/1) 301 e 240 198 240

OMS : Organisation mondiale de la santé.

Extrait d’article : D. Carré .Conduite & tenir devant une diarthée aigué EMC-Chirurgie 1(2004) 493 — 532

Tableau 2 : .a composition comparée de diverses solutions de réhydratation orale en apport journalier

b. Antibiothérapie

Le traitement des diarrhées par les agenis antibactériens n’est pas priorilaire car en général la
ré¢hydratation suffit a circonscrire le mal ou elles se résorbent seules. Et surtout avec la résistance
croissanle des germes aux antibiotiques posant d’autres problémes que 1’on pourrait imaginer
catastrophique dans ’avenir, cette démarche e¢st 4 €viter sinon réserver aux cas graves. En pratique
courante, le traitement par les antibiotiques en premiére intension vise a prévenir une bactériémie ou
¢courter un épisode sur un lerrain d’immunodépression ou de dénutrilion sévére. Les antibiotiques les
plus couramment utilisés sont les fluoroquinolones (Ciprofloxacine) contre-indiqués chez les enfants,
un traitement alternatif est possible grace au Cotrimoxazole el les Céphalosporines de (roisiéme
génération (6)

Les antibiotiques sont classés en familles en fonction de leur structure chimique ou de leur mode
d’action. Ainsi, en tenant compte de la diversité morphologique des bactéries il est prévisible que le
spectre d’action d’un antibiotique est 1ié a sa capacité de traverser les membranes biologiques pour
atteindre sa cible. Aussi, I'antibiotique peut étre considéré comme bactériostatique s’il bloque la
croissance bactérienne, il est dit bactéricide lorsqu’il détruit les bactéries. En santé publique, I’arsenal
thérapeutique contre les bacténes pathogénes que constituent les antibiotiques, est de moins en moins
efficace du fait de ’apparution progressive de résistance. Les baciéries se défendent en détruisant les
molécules ou en les détournant de leur cible. Ce phénoméne esl soit phénotypique soit génétique ¢’est-

a-dire lié aux génes soulenu par les transformations ou par les mutations (1, 3, 4).
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II.  Objectifs.

a. Objectif global.

Déterminer la prévalence des Escherichia coli Entéroinvasives parmi les diarrhées infectieuses
d’origine bactérienne chez les enfants 4gés entre un (1) mois et trois (3) ans au Centre Hospitalier

Universitaire Souro Sanou de Bobo.

b. Objectifs spécifiques.

. Collecter des €chantillons de selles de patients malades de diarrhée qui ont
consulté au service de pédiatrie.
. Décrire I’aspect physique des selles

. Réaliser une coproculture

*

L Sérotyper I’échantillon grace a 1'utilisation de sérums  d’agglutination

commercialisés a cet effet.

III. Matériel et Méthodes.

1. Matériel

Le¢ matériel de laboratoire utilisé dans le cadre des manipulations en Bactériologie se compose

comme suit ;

a. Equipement
¢ Une étuve dont la température est fixée 4 37°C = 0.5 °C
& Un microscope a lampe électrique

s Des Pipettes Pasteurs en verre avec bouchée de coton et dont le bout est soudé.

b. Milieux de culture
Des Milieux de culture coulés dans des boites de Pétri :
— Hektoen : milieu d’isolement pour Salmonelles et Shigelles.

Ce milieu contient le bleu de Bromothymol jouant le role d’indicateur de pH et la
fuschine acide qui se colore en présence d’aldehyde ; trois sucres le saccharose, la
salicine et le lactose. En effet, il y’a les bactéries « lactose négatif » qui ne fermentent
pas le lactose dont les colonies sont vertes ou bleu vertes (Salmonelles, Shigelles, E.
coli Entéroinvasives) avec ou sans production d’Hydrogéne sulfuré H,S (coloration
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noir a partir du sodium thiosulfate} tandis que les bactéries « lactose positif » ont une
couleur jaune saumon,

- EMB : milieu sélectif pour Entérobactéries contenant 2 inhibiteurs I’éosine et le bleu

de méthyléne favorisant la poussée des germes a Gram négatif. Escherichia coli donne des
colonies a reflet vert métallique ou sombres sans le reflet.

— Le Sabouraud qui permet la culture des levures dont les Candida.

— Le milieu Muller-Hinton 2 qui est un milieu « tout germes » sert a la réalisation de
Pantibiogramme sur disques. Une suspension bactérienne d’une a deux colonies
(environ 0.5 McFarlane} est inoculée par écouvillonnage.

— Les galeries API 20 E (Bio Meérieux) permettent 1’identification biochimique des
Entérobactéries en testant 20 caractéres biochimiques dont [’oxydase, I’'uréase, I'ONPG
et la fermentation de plusieurs sucres dont le sorbitol (£. coli O157 : H 7 ne fermente
pas le sorbitol).

- Le bouillon cceur-cervelle :bouillon d’enrichissement pour les « bactéries exigeantes »

¢, Autres réactifs et matériel

— Le réactif de Kovacs.

— Le test de I'urée-indole

— Des tubes d’eau distillée

— Des flacons de medium (Muller-Hinton semi liquide) pour I’ensemencement
des antibiogrammes API

— L’huile de paraffine

— Des disques d’antibiotiques

— Bouteille de butane (bec Bunsen) pour la stérilisation de la zone de
manipulation

— Pinces Brussel pour la manipulation des disques d’antibiotiques

- Glycérol

— Des cryotubes
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2. Meéthode

a. Période, lieu et type d’étude

Il s’agit ici d’une étude descriptive et prospective dont le but est d’évaluer la prévalence des
Escherichia coli potentiellement responsables des diarthées chez les enfants qui ont un age compris
entre 1 mois et 3 ans.

L’étude s’est déroulée du 19 Juiliet 2006 au 28 Décembre 2006 au sein du Centre Hospitalier
Universitaire Souro Sanou de Bobo Dioulasso (CHUSS). C’est un Hoépital de référence qui est le
deuxieme plus grand hopital du Burkina Faso aprés le CHU-Yalgado Ouédraogo de Quagadougou. 11
regroupe différents services dont une Pédiatrie et un laboratoire de référence pour les analyses
medicales. La Pédiatrie est organisée de sorte que les enfants ages de moins de 3 ans sont hospitalisés
a I’étage et ceux de plus de 3 ans jusqu’a 15 ans sont hospitalisés au rez-de-chaussée. La capacité est
de 115 lits et berceaux environ et annuellement le nombre des enfants hospitalisés varie de 4000 a

6000 selon les années.

bh. Critéres d’inclusion

Nous avons inclus les patients dans 1’étude sur le critére de I’age. Les enfants, filles et
gargons, agés d’un (1) mois & trois (3) ans ¢t présentant des signes de diarrhée. Le caractére « aigué »

ou « persistante » de la diarrhée n’a pas été pris en compte.

c. La collecte des échantillons.
Les échantillons seront constitués a partir des prélévements regus au laboratoire pour analyses
bactériologiques (patients du service de pédiatrie). Les patients concemés sont les enfants filles et
gargons qui ont regus une consultation dans le service de Pédiatrie de I’Hopital. Les prélévements sont

faits dans un pot stérile pour 'examen de coproculture.

d. L’acheminement des prélévements

Les prélévements des patients hospitalisés parviennent au laboratoire immédiatement. Pour les
malades externes il est plus difficile de contréler les délais d’acheminement. Dés la réception au

laboratoire, les prélévements sont traités (étiquetage, ensemencement et observation au microscope).
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3. Les manipulations

a. La coproculture

L’examen comporte des €tapes successives.

L’observation macroscopique : elle permet de classer les selles selon I’aspect (liquides,
moulées, molles, glaireuses ou glairo-sanglantes).

L’état frais qui indique la présence d’hématies, de parasites et permet d’apprécier la mobilité de
la flore bactérienne (Objectifs X10 et X40); le frottis coloré au bleu de méthyléne pour
déterminer la présence de leucocytes dans les selles (Objectif X100).

L’ensemencement sur les milieux Hektoen pour I'isolement des Shigelles, Salmonelles et E.
coli lactose négatif (EIEC). L’EMB est ensemencé pour la détection des colonies aux
caractéres culturaux d’E. coli (reflet vert métallique, colonies sombres). Le Sabouraud pour les
levures (Candida). Nous ensemengons par la méthode des stries avec une pipette Pasteur dans
des conditions d’asepsie (flamme de bec Bunsen).

L’incubation des boites de Pétri se fait a I'étuve a4 37°C pendant 24 heures.

La lecture tient compte des morphologies des colonies. Seules celles ressemblant a Escherichia
coli sont considérées. Deux colonies sont prélevées pour servir a I’identification biochimique.
Le test de I’'urée-indole est fait sachant que 99.99% des souches d’Escherichia coli sont positifs
tandis que les Salmonelles et les Shigelles sont négatifs.

L’identification est faite grace aux galeries API 20 E (Bio Mérieux). Une colonie bien isolée
est effleurée avec le bout de la pipette en verre afin de prélever une petite quantité de bactéries
pour faire une suspension de concentration équivalente 3 0.5 MacFarlane dans un tube
contenant de 1’eau distillée stérile un inoculum est aspiré et versé dans les cupules de la galerie
conformément aux recommandations du manuel d’utilisation fourni par le fabriguant.
I’incubation se fait 2 37°C pendant 24 heures a I’étuve. La lecture se fait selon le manuel en
attribuant une valeur numérique correspondant au numeéro du germe dans le catalogue de
lecture.

L’antibiogramme qui a un but indicatif est réalisé par la méthode des disques d’antibiotiques
sur Muller-Hinton 2. Une suspension bactérienne est ensemencée par écouvillonnage sur la
boite de Pétri et 6 a 7 disques d’antibiotiques sont déposés respectant une distance d’un
centimétre et demi entre elles. La lecture tient compte du diamétre d’inhibition pour qualifier la
souche de résistante, sensible ou intermédiaire a I’agent bactérien testé mais nous classerons les
« intermédiaires » parmi les « résistants » (7). Les antibiotiques testés dans 10 isolats sont :

I"ampicilline (AM), I’Augmentin (AMC), la Gentamicine (GEN), le Cotrimoxazole (STX), le
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Chloramphénicol (C). L’antibliogramme peut aussi se faire grdce aux galeries API

{Biomérieux). Les boites et galeries sont incubées a 37°C 4 I’étuve pendant 24 heures.
b. La conservation des souches

Le groupage ou 1ypage est possible sur les souches pures pour déterminer les structures
antigéniques (O, H, K). Cette opération en routine peut étre faite immeédiatement quand le temps le
permet sinon, une conservation des souches pour des études complémentaires ultérieures est entamée.

La conservation des souches suit des étapes :
e L’étiquetage précis des échantillons ;
e Le conditionnement minutieux ;
» Cryotubes.
» Milieux de conservation : milieu ceeur-cervelle .
» Glycérol (15%).
» Conditionnement des souches dans les cryotubes (iml de milieu + 3 gouttes de
Glycérol + 1 colonie bactérienne).
» Congélationa - 70°C .
I} faut rappeler que des conditions d’asepsie (flamme de bec Bunsen) sont recommandées pour

garantir ]a non contamination pendant la manipulation.

c. La détermination antigénique et I’antibiogramme.

Les sérotypes et sérogroupes sont déterminés grace a ’agglutination par sérum. 11 ¢xiste sur le
marché des kits de sérums agglutinant pour les grands groupes d’Escherichia coli notamment ceux
pathogénes pour ’homme. Dans la routine quotidienne, nos laboratoires locaux ne pratiquent pas
I"identification antigénique des germes entériques aprés la culture. Ainsi les importateurs de produits

biomédicaux ne les importent que sur commande.

III. Résultats.

Au cours de la collecte de nos informations, de juillet 2006 4 Décembre 2006, nous avons
rencontré 52 cas d’enfants de moins de 5 ans ayant présenté des symptomes diarthéiques pour

lesquels certains ont été hospitalisés.
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a. La distribution par sexe.

Les gargons représentaient 53.85% et les filles 36.54% des patients. La proportion des « non

indiqué » correspond aux bulletins sans mention du sexe. La figure 1 indique la distribution des

enfants par sexe.

non indiqué
10%
ans s

Figure 1 : Distribution par sexe.

b. L'age.

OFilles
‘lGarquns
Dnomndiqu&|

L’age des patients varie de 1 mois & 3 ans et demi avec les enfants de 1-11 mois (49 %), de 12-23

mois (33 %), de 24-35 mois (16 %) et de 36 mois et plus (2%) comme le montre la figure 2.

24-36 mois >36 mois
16% 2%

12-23 mois
33%

1-11 mois
49%

Figure 2 : Répartition selon I’age (mois)

c¢. L'aspect des selles.

01-11 mois
W 12-23 mois
24-36 mois

O

0>36 mois

Les selles présentaient des aspects variés molles 31 %, grumelées 2%, glaireuses 46 % et

liquides a 21 %.
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Figure 3 : Aspect des selles.

d. Les bactéries a potentiel pathogénes.

Les germes rencontrés qui sont susceptibles d’étre la cause de la diarrhée des sujets malades
ont été Escherichia coli en 39 cas (75%), Salmonelles dans 3 cas ( 5.8 %), et Candida albicans dans
20 cas(38.5 %), nous avons rencontré un cas de kyste de Giardia résultats que nous avons consignés
dans la figure 4.

Presence
B Absence

E.coli Salmonella C. albicans K. Giardia

Figure 4 : Les germes a potentiel pathogene.

22



€. Les leucocytes.

Les leucocytes étaient présents dans environ (15) 29 % des cas comme le présente la figure 5. Les

leucocytes témoignent d’une inflammation de la muqueuse intestinale.

% 100-
80-
60
40-
20 /
0 . .

Présence

Figure 5 : Le taux de présence des leucocytes.

f. L'antibiogramme.

Ce test des germes aux antibactériens est a but indicatif. La sensibilité aux antibiotiques sur
gélose Muéller-Hinton (Bio Merieux) avec des disques donne une forte résistance a I’Augmentin 90

%, 10% au Ceftriaxone ainsi que I’indique la figure 6. Ce test porte sur 10 des souches conservées.
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~— | B SENSIBILITE (%) |

Figure 6 : Sensibilité des Escherichia coli aux antibiotiques
AM : Ampicilline; AMC : Amoxiciline + Acide Clavudique ;
STX : Cotrimoxazole ;
C : Chloramphénicol ; GEN : Gentamicine

IV. Commentaires.

Les bactéries de la famille des Entérobactéries que nous avons rencontrées sont essentiellement
les Escherichia coli et les Salmonella. Nous n’avons pas trouvé de Shigella ni de Vibrions. En ce qui
concerne la séparation des Escherichia coli en pathovars une agglutination aurait été nécessaire.

Nous avons constaté un nombre non négligeable de levures dans les selles, Le test de
filamentation réalisé sur plusieurs échantillons a été positif. L’incidence de la candidose 38,5 % tient
du fait que Candida est trés courant chez les enfants en bas dge chez qui il peut devenir pathogéne des
suites aux traitements d’antibiothérapie pour d’autres pathologies. Nous savons qu’une antibiothérapie
prolongée détruit une partie de la flore commensale de I’intestin permettant ainsi une prolifération des
germes opportunistes.

Le nombre de selles contenant les leucocytes 29% oriente sur la part des souches invasives dans
notre échantillon. Il devient alors intéressant de procéder 4 une identification plus poussée de nos
souches d’Escherichia coli pour situer |’apport des germes Entéroinvasives de notre échantillon.

Pour ce qui concerne la sensibilité des souches collectées aux antibiotiques, les 10 échantillons
testés donnent une trés forte résistance a I’ Augmentin 90%, I’ Ampicilline 90%, au Cotrimoxazole 80%
ce qui peut s’expliquer par I'utilisation fréquente de ces antibactériens en traitement de premiére
intension. Torres M.E. et ses collaborateurs ont testé des souches d’Escherichia coli isolées dans des

selles d’enfants atteints de diarrhée (21). Elles étaient résistantes a 96.25% a I’Ampicilline, 43.75% au

24



Cotrimoxazole, 10.4% au Chloramphénicol, 20 % a la Gentamicine. Estrada-Garcia T. et ses

collaborateurs indiquent une résistance de 73% pour I’ Ampicilline et 65% pour Cotrimoxazole (9).

VY.Conclusion

Les maladies gastriques liées aux infections bactériennes sont des pathologies dont il ne faut pas
perdre la portée en santé publique. En effet, la morbidité voire la mortalité qui leur est associée
concerne de fagon dramatique les jeunes enfants qui sont en pleine croissance physiologique. L’intérét
de se pencher sur ce sujet d’étude réside dans la volonté de comprendre les aspects qui entourent ces
maladies dans notre environnement.

Ainsi, 1'objectif fixé était d’évaluer I'incidence des Escherichia coli pathogénes a tropisme
intestinal et plus précisément 1’apport des souches invasives. Nous n’avons pu faire le sérotypage des
échantillons collectés. Les résultats intermédiaires donnent la présence des Escherichia coli & 75%,
Salmonella a 5.8% et les leucocytes a 29% pour lesquels il serait intéressant de rechercher les germes
invasifs. La chimiorésistance croissante des bactéries aux antibiotiques est remarquée a travers les
valeurs obtenues pour certains qui sont couramment prescrits.

Le sujet sur les gastro-entérites dans leur ensemble tant chez les enfants que les adultes ménte
une ou des études globales a 1’échelle du pays qui permettrait de vraiment appréhender leur incidence
dans population et dans les formations sanitaires. Et par la suite, tout comme pour d’autres

pathologies, mettre en place une surveillance épidémiologique.
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