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Introduction

Escherichia coli (E. coli) est un pathogene commensal, opportuniste que l'on retrouve
dans le tractus gastro-intestinal humain et de nombreux animaux, c'est souvent I'une
des premieres bactéries a coloniser le tube digestif des nouveau-nés et persiste tout au long
de leur vie (Desvaux et al., 2020). Cependant, il existe plusieurs E. coli hautement adaptés
qui ont acquis de nombreux génes de virulence leur conférant une capacité accrue a coloniser
de nouvelles niches, entrainant des infections intestinales et extra-intestinales. Leur gravité est
aussi trés variable, allant d'une infection bénigne a des infections potentiellement mortelles.
Les facteurs de virulence (FVs) sont fréeguemment codés sur des éléments génétiques
qui peuvent étre mobilisés dans différentes souches pour créer de nouvelles combinaisons
de marqueurs de virulence, ou sur des éléments génétiques qui auraient pu étre mobiles
autrefois, mais qui ont maintenant évolué pour devenir < verrouillés > dans le génome
(Croxen et Finlay, 2010 ; Denamur et al., 2021).

Selon leurs sites d’existence, les E. coli pathogénes sont la cause de diarrhées
qui peuvent étre sanglantes pour les E. coli pathogenes intestinaux (INPEC) ou E. coli
diarrhéiques (DEC) ainsi que d'infections dans divers organes pour les E. coli extra-
intestinaux (ExXPEC). Les DEC comprennent 6 pathovars reconnus par des facteurs
de virulence spécifiques, tels que ; E. coli entérotoxinogene (ETEC), E. coli entéropathogene
(EPEC), E. coli entérohémorragique (EHEC/STEC) producteur de shigatoxines,
E. coli entéroaggregatif (EAEC), E. coli entéro-invasif (EIEC), E. coli a adhérence diffuse
(DAEC) et E. coli adhérents invasives (AIEC). Le terme E. coli pathogene extra-intestinal
(EXPEC) désigne des souches d'E. coli capables de provoquer des infections
extra-intestinales, telles que bactériémie, méningite, infections des voies urinaires,
pneumonie et autres infections des tissus mous et qui sont initialement, des habitants de
I'intestin avec des génes de virulence different des souches INPEC ou d'E. coli commensales
(CoEC) (Rojas-Lopez et al., 2018 ; Manges et al., 2019).

Parmi les EXPEC, les souches d'E. coli uropathogénes (UPEC) sont le plus souvent
associées a des maladies humaines et sont la principale cause d'infections du tractus urinaire
(ITUs) représentant 80% des cas. Chacun des pathotypes d’EXPEC possede des facteurs
de virulence qui, combinés, sont responsables de leur pathogeénicité provoquant l'infection
(Ulett et al., 2013 ; Subashchandrabose et Mobley, 2015).
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La grande plasticité génétiqgue du génome d'E. coli et le transfert horizontal efficace
de génes aux niveaux plasmiques et chromosomiques conférent aux bactéries un grand
pouvoir évolutif. Cet échange constant et efficace de fractions génomiques permet
l'acquisition de génes de résistance et de virulence ce qui conduit a I'émergence de nouveaux
pathotypes (Denamur et al., 2021). Ainsi, de nouvelles souches hybrides (HyPEC) sont
apparues ces derniéres années. En fait, les souches hybrides pathogenes d'E. coli comprennent
une combinaison de facteurs de virulence d'InPEC et d'EXPEC en méme temps et ont la
capacité de provoquer des infections intestinales et extra-intestinales. Elles sont donc
considérées comme plus virulentes (Nascimento et al., 2022).

Actuellement, I’antibiothérapie est la stratégie thérapeutique la plus utilisée contre
les infections urinaires ainsi que toute autre infection a E. coli. Neéanmoins,
les traitements répéetés aux antibiotiques pour les différentes infections et leur utilisation
anarchique entrainent une augmentation inquiétante de la résistance aux antibiotiques.
En plus de cet effet, ces changements affectent neégativement le microbiote commensal
intestinal des patients conduisant a des infections secondaires apres le traitement
(Becattini et al., 2016 ; Braz et al., 2020).

Pour ces raisons, il est nécessaire d’établir des stratégies thérapeutiques alternatives.
L’une des stratégies en cours d’étude est I’amélioration de la prise en charge des infections
urinaires en ciblant les voies de pathogénicité des UPEC par le développement de vaccins
préventifs, afin de générer une forte réponse immunitaire des muqueuses des voies urinaires
(Rojas-Lopez et al., 2018; Loubet et al., 2020). Ceci est rendu difficile en raison
de la nature hétérogene des E. coli. Le principe de ciblage des voies de virulence permettra
de neutraliser la capacité des agents pathogenes a provoquer des maladies et cela sans altérer
le microbiote. De fait, les traitements antiviraux s’attaquent aux processus impliqués
dans la pathogenése alors que les mécanismes de croissance et de multiplication bactériennes
sont les cibles des antibiotiques conventionnels. Pour pallier a ce probléeme, le vaccin devra
cibler plusieurs antigénes, car toutes les souches d’E. coli n’expriment pas les mémes genes
de virulence au cours des infections. Sur cette base, un vaccin ciblant plusieurs facteurs de

virulence pourrait étre cliniquement efficace contre les infections urinaires (Mainil, 2013).



Introduction

Dans ce contexte, le but de cette étude est de :

Déterminer la distribution des FVs des E. coli issus de patients algériens atteints
d’infections urinaires afin de cibler les marqueurs de virulence les plus souvent
exprimés, et qui pourraient faire partic du panel d’un éventuel vaccin. En outre,
I’identification des groupes phylogénétiques permettra de classer les souches E. coli
étudiées et aidera & mieux cerner leurs pouvoirs pathogénes, ainsi qu'a la compréhension

de la relation entre les phylogroupes et les FVs.

Déterminer la distribution des mémes FVs d’E. coli issues de patients atteints
de différentes infections extra-intestinales dans le but de comparer les données obtenues
a ceux des infections urinaires ; les résultats contribueront a orienter les recherches
sur la possibilité de concevoir un traitement universel englobant différentes infections

et ainsi cibler un large éventail d’E. coli pathogenes.

Identifier la présence de nouvelles souches hybrides (HyPEC) a I’aide du panel de génes
de virulence prospecté. Ce dernier souligne I'implication de FVs typiques aux EXPEC
ainsi que d'autres qui sont généralement associés aux InPEC. Cette perspective
permettra de determiner leurs propriétés phénotypiques et génotypiques pour mieux

évaluer leurs potentiels pathogeénes.
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Chapitre 1 : généralités
1.  Historique

En 1885, le microbiologiste et pédiatre germano-autrichien Theodor Escherich
(1857-1911) entreprit une étude sur les microbes intestinaux du nourrisson et leur réle
dans la digestion et les maladies. Au cours de cette étude, il a découvert une bactérie
a croissance rapide qu'il a appelée Bacterium coli commune. Ce n’est qu’en 1919
que Castellani et Chalmers proposent le nom d’Escherichia coli (E. coli) en I'honneur
de son découvreur, mais celui-ci n'a été officiellement reconnu qu'en 1958. Théodor Escherich
a été le premier a suggérer que des souches d’E. coli communes pouvaient également
étre associées a des infections intestinales ou a des infections du tractus urinaire et le premier
isolement de cette bactérie dans un cas d’infection urinaire a été réalisé en 1904
(Shulman et al., 2007 ; Mainil, 2013 ; Marabito, 2014 ; Blount, 2015).

E. coli avait donc tout pour devenir une bactérie modéle en microbiologie,
et effectivement, elle a conquis ses lettres de noblesse au milieu du XXeme siecle, rapportant
le prix Nobel a Lederberg (1958), Hershey et Luria (1969), Jacob et Monod (1965)
(Sensen, 2008).

2. Taxonomie

2.1. Taxonomie et nomenclature

Le but de la classification (taxonomie) est d’attribuer une identité au type de bactérie
isolée. Comme dans les autres regnes du monde vivant, les bactéries procaryotes sont classées
selon la similitude de leurs caracteres (taxons) et sont regroupées en catégories organisées :

regne, embranchement, classe, ordre, famille, genre, espéce (Gazengel et Orecchioni, 2013).

2.2. Principe de classification

La classification selon les critéres de la taxonomie traditionnelle reposait sur I’analyse
phénotypique établie a partir des caractéeres morphologiques, culturaux, biochimiques
et physiologiques. Elle est encore utilisée et suffit dans la plupart des cas pour identifier
les souches isolées. La méthode de classification actuelle ou taxonomie moléculaire
est essentiellement basée sur I’analyse des caractéres génotypiques, une recherche
indispensable pour révéler 1’évolution naturelle des bactéries au cours du temps, ce qui permet
de proposer une classification phylogénétique des especes. Les différents procédés

de comparaison des génomes sont :
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- La détermination du pourcentage du couple GC dans le génome.

- La détermination du pourcentage d’homologie de séquences par hybridation
de brins séparés d’ADN de souches différentes (souches hétérologues).

- L’analyse des séquences nucléotidiques de I’ARNr 16S essentiellement,
considéré comme stable, et qui permet le classement des bactéries en groupes
phylogénétiques.

- L’analyse de différences fines qui existent dans les génomes de souches bactériennes
de la méme espece par des techniques de biologie moléculaire tels que la PCR-RFLP
(PCR-restriction fragment length polymorphism) (Gazengel et Orecchioni, 2013;
Lecointre et Le Guyader, 2013).

La classification de Bergey (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) fait référence
et est utilisee par la majorite des bacteriologistes. Cette classification basée
sur la comparaison des critéres phénotypiques a été révisée depuis 2005 et associe I’analyse
des sequences des genes codant les ARNr 16S (Sobral, 2012 ; Delarras, 2014).
Selon la classification de Bergey et les rangs taxonomiques hiérarchiques
(Gazengel et Orecchioni, 2013 ; Lecointre et Le Guyader, 2013), Escherichia coli appartient
aux taxons suivants:

- Domaine : Bactéria

- Reégne : Procaryotae

- Embranchement ou Phylum : Proteobacteria

- Classe : Gammaproteobacteria

- Ordre : Enterobacteriales

- Famille : Enterobacteriaceae

- Genre : Escherichia

- Espeéce : Escherichia coli

3.  Habitat et niche écologique d’Escherichia coli

E. coli, un anaérobie facultatif a Gram négatif, habitant du tube digestif et/ou des feces
des mammiféres et méme certains animaux a sang-froid (poissons et reptiles).
Le microbiote intestinal étant la niche écologique d’E. coli, se compose de plus de 500
espéces de bactéries, totalisant 10'° a 10! cellules par gramme de contenu du gros intestin.

Ainsi bien que les bactéries anaérobies dans l'intestin soient plus nombreuses que E. coli
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de 100/1 a 10 000/1, E. coli est l'organisme aérobie prédominant dans le tractus
gastro-intestinal (Tenaillon et al., 2010 ; Touchon et al., 2020).

Jusqu'a relativement récemment, on pensait qu'E. coli ne survivait pas bien a I'extérieur
de [I'héte, car il était incapable de se répliqguer dans les environnements
(Winfield et Groisman, 2003). Cependant, des études récentes ont montré que cette bactérie
peut survivre pendant de longues périodes en dehors du tractus intestinal et se reproduire dans
I’eau, le sol, le sable et les sédiments, dans les climats tropicaux, subtropicaux et tempérés
(Ishii et Sadowsky, 2008 ; Berthe et al., 2013 ; Blount, 2015). Ainsi, E. coli est souvent utilisé
comme indicateur de la pollution fécale de l'eau ; en utilisant des calculs intuitifs,
on a estimé que la moitié de sa population réside dans ces habitats secondaires
(Tenaillon et al., 2010). Certaines études récentes ont souligné le role de ces milieux
et ont montré qu'ils pouvaient favoriser la croissance de certaines souches spécifiques.
Les génotypes de ces E. coli naturalisés étaient distincts des génotypes d'E. coli
d'origine hote (Jang et al., 2017).

4.  Caracteres bactériologiques d’Escherichia coli

E. coli exprime les caracteres morphologiques, culturaux et biochimiques

des entérobactéries. C’est un bacille a Gram négatif, polymorphe et mobile (Euzeby, 2005).

4.1. Caracteres morphologiques

Escherichia coli est un bacille & Gram négatif de taille moyenne, soit 1,1 a 1,5 um
de large et 2,0 a 6,0 um de long. C’est un bacille mobile et pousse sur des milieux ordinaires
en 24 heures a 37°C, a pH voisin de la neutralité ; sur gélose, on observe des colonies
S (Smooth), lisses, de 1,5 a 3mm de diametre, arrondies, limitées par un bord régulier,
de surface lisse, translucides, plates a centre ombiliqué. On observe également des colonies
R (Rough), rugueuses, a bord finement dentelé correspondant généralement a de vieilles
souches (figure 01) (Euzeby, 2004 ; Euzeby, 2005 ; Lezzar, 2017).
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Figure 01. Escherichia coli (Horton et al., 1994).
(a gauche : Micrographie électronique d’une cellule de E. coli avec ses flagelles (F) et ses pili
(P) ; adroite : Ultrastructure de la bactérie Escherichia coli)

4.2. Caracteres culturaux

Les E. coli sont des entérobactéries qui se développent rapidement in vitro
sur des milieux. La température optimale de croissance est 37°C, mais la culture est possible
entre 20° et 40°C. Leur temps de division varie de 20 a 40 minutes. Sur gélose, les colonies
sont lisses et régulieres et atteignent 2 millimetres de large. L examen des cultures sur milieux
ordinaires ne permet pas, le plus souvent, de distinguer une entérobactérie d’une autre, c’est
pourquoi d’autres milieux de culture plus selectifs s’imposent. En milieu liquide, les

entérobactéries occasionnent un trouble uniforme du bouillon (Lezzar, 2017).

4.3. Caractéres biochimiques

Les caracteres d'identification « biochimiques» des E. coli sont celles
des entérobactéries, utilisant des tests qui étudient le métabolisme protéique (présence
d'uréase, production d'indole, dégradation du tryptophane, etc.) ou la fermentation des sucres
(glucose, lactose, saccharose, etc.), la capacité d'utiliser le citrate, la présence d'enzymes
(décarboxylases, désaminases, etc.), la production d'hydrogene sulfuré ou la formation de gaz
(tableau 01) (Grosjean, 2017 ; Lezzar, 2017).
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Tableau 01. Quelques caractéres biochimiques des entérobactéries (Euzeby, 2004 ; Lezzar,

2017).

Entérobactéries | Escherichia Citrobacter | Enterobacter | Klebsiella Salmonella | Shigella Proteus Providencia Yersinia
Glucose + + + + + + + + +
Lactose + + + + - -

ONPG + + + + - +/- +
Indole + +- - +/- +/- + +/-
Acétoine (VP) + (%)
Citrate > + + + +/- - +- -
Mobilité + + + - + - + + +(*)
Urée - - - + R R T
TDA 5 - - . _ - " ;
H2S = +- - - + - +/-

Symbole (*) : & 20°C. seulement.

4.4. Caractéres antigéniques

Le Sérotype est défini par la combinaison des antigénes de surface somatiques O
de nature lipopolysaccharidique (LPS), des antigenes capsulaires K de nature
polysaccharidique, des antigenes ciliaires ou flagellaires H de nature protéique
et des adhesines ou antigenes F (Fimbriaire). Ces derniers sont des composants de surface
cellulaires ou annexes des bactéries qui facilitent 1’adhérence a d’autres cellules ou a des
surfaces inanimées et ont le statut également des facteurs de virulence (Touzeau, 2009 ;
Lezzar, 2017).

L’identification des antigénes et sérogroupes a permis de différencier des souches
pathogenes des souches commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais,
ou rarement, associeés a des maladies tandis que d’autres le sont treés fréquemment
(Diallo, 2013). Les genes codant les enzymes impliquées dans la synthése de I’antigéne O
sont regroupés dans le cluster de génes rfb (figure 02). Ainsi, un typage génétique est possible
par amplification puis restriction par I’endonucléase Mboll, ce qui permet d’obtenir
des profils permettant I’identification du sérogroupe. Ce type d’identification permet en outre

une caractérisation plus fine des souches que le sérogroupage classique (Diallo, 2013).

JUMPstart Gnd

-/rmlﬁ rmiD | rmiA |rmiC | wzx |wiy |whbR wbbC% //-

— » > P —

Figure 02. Cluster des génes de I’antigene O (rfb) (AFSSA, 2003).
Gnd = 6-phosphogluconate dehydrogenase, JUMPstart = Just Upstream of Many
Polysaccharide-associated gene Starts
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L'antigéne H est codé par le gene fliC. Les parties N et C terminales de la flagelline
sont trés conservés et c'est la partie médiane, plus variable, qui donne la spécificité
de lantigene H (figure 03). Les E. coli immobiles possedent également le géne fliC
mais sont incapables de synthétiser un flagelle fonctionnel. Aprés amplification et restriction
du geéne fliC, il est possible de typer I'antigene H en comparant le profil obtenu a une base de
données de profil-type (Machado et al., 1998).
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Figure 03. Structure moléculaire d’Escherichia coli (Denis et al., 2007).

5. Résistance bactérienne

La résistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a crofitre
ou a survivre en présence de l'antibiotique. Les conditions d’activit¢é d’un antibiotique
sont de posséder une cible spécifique, de demeurer sous forme active, d’accéder a la cible
et d’interagir efficacement avec elle en la désactivant (Diallo, 2013).

En outre, d’un point de vue génétique. Une bactérie est dite « resistante » quand elle héberge
des génes codants pour cette résistance, ce qui se traduit comme un changement dans le code

génétique du micro-organisme, codant ainsi un gene altéré (Weiss, 2002 ; El abdani, 2016).

5.1. Types de résistances bactériennes

Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a I’expression de la résistance et suivant

son caractére inné ou acquis : la résistance naturelle et la résistance acquise.
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5.1.1. Résistance naturelle

Les bactéries peuvent présenter une résistance naturelle a certaines familles
d’antibiotiques. Ces mécanismes de résistance sont spontanés et assez constants et font donc,
partie du patrimoine génétique normal du germe. Ainsi, les antibiotiques sont synthétisés
par la plupart des micro-organismes pour supplanter d’autres micro-organismes
dans un environnement donné, ces substances peuvent ne pas étre actives sur tous les micro-
organismes. On dira que ces micro-organismes ont une résistance naturelle vis-a-vis de cette
molécule. La résistance naturelle a un antibiotique donné est un caractere présent chez toutes

les souches de la méme espéce (Bonnet, 2014 ; El abdani, 2016 ; Lezzar, 2017).

5.1.2. Résistance acquise

C'est l'acquisition de nouveaux génes capables de rendre la bactérie insensible
a un antibiotique ou a un groupe dantibiotiques. Cette modification génétique peut étre
obtenue soit par mutation au niveau du chromosome qui est un phénoméne rare,
soit par l’acquisition horizontale de matériel génétique étranger (transformation ou
conjugaison des genes chromosomiques ou plasmidiques), ce qui est plus fréquent. En outre,
certaines résistances résultent de 1’association d’une mutation et d’un transfert horizontal de
genes, comme par exemple les événements conduisant a 1’élargissement du spectre des béta-
lactamases qui leur conférent une résistance aux inhibiteurs de béta-lactamases (Alanis, 2005 ;
Muylaert et Manil, 2012).

Les causes de ce type de résistance sont multiples, I’utilisation inappropriée

ou non modérée d’antibiotiques en est I'une des principales (Dosso et al., 2000 ; OMS, 2014).

5.2. Supports génétiques de la résistance

En plus du chromosome bactérien, des genes codant la résistance aux antibiotiques
sont répartis dans des éléments génétiques mobiles.

- Le chromosome : les génes de résistance codant pour des enzymes d’inactivation
ou des systemes d’échappement s’expriment de fagon constitutive lorsqu’ils sont portés
par le chromosome conférant les caracteres de résistance naturelle de la bactérie.
Dans le cas de la résistance chromosomique acquise résulte d’une mutation,
la fréquence de ces mutations est faible et variable (10° a 10°), mais la mutation
est stable et transmissible a la descendance. La résistance apparait dans ce cas au hasard

et n’est donc pas influencée par ’antibiotique qui ne fait que la révéler (Diallo, 2013).

10
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Les plasmides : sont a la fois un vecteur de premier plan pour la dissémination
des résistances et un immense réservoir génétique. Les plasmides partagent certaines
fonctions de partition et quelques recombinases spécifiques de site avec le chromosome
de [I'héte. Contrairement aux chromosomes, les plasmides ne portent toutefois
pas de génes essentiels a la croissance bactérienne. Ils codent plut6t pour des protéines
dont la fonction est de conférer un avantage sélectif comme la résistance
aux antibiotiques ou encore des facteurs de virulence (Diallo, 2013 ; Lezzar, 2017).

Les transposons: les transposons de résistance sont des « génes sauteurs »
capables d’incorporer une grande variété de génes de résistance (figure 04).
Les transposons de résistance différent par leur structure, leur proximité génétique,
leur mécanisme de transposition et les génes de résistance qu’ils transportent
(Bennett, 2008 ; Um, 2016).

/s %%, s . e ,
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—r—E—P> —— > —> ————— —— —P —
| J L RSF1010 JI_ Tn4352 J
| Tn2 | /__«'
R Tn6029 -l
Wi, IR, s \\“'/_ Rs . . ) IR,
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Figure 04. Exemple de la carte du transposon Tn21
porté en copies identiques par le plasmide de virulence des EHEC pO26-CRLui11 et les
plasmides de résistance pO26-CRL12s et pO111-CRLa1s (Venturini et al., 2013).

Les intégrons : sont capables de capturer et exprimer divers genes de résistance
(figure 05). Ils sont souvent encastrés sur des transposons ou plasmides ; ce qui, couplé
a leur avantage sélectif grace aux geénes de résistance qui leur sont associés, facilite
leur transfert horizontal chez un nombre important d’agents pathogénes
(Rowe-Magnus et al., 2002 ; Um, 2016).

11
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Figure 05 . Organisation générale d'un intégron (Jove et al., 2010).
Un intégron est composé d 'une plateforme fonctionnelle avec trois éléments clés : un gene intl,
un site spécifique de recombinaison attl et un promoteur Pc. Une région dite variable, localisée
en aval de la plateforme fonctionnelle, renferme un réseau de cassettes. Pc : promoteur
des cassettes ; attl, attC1, attC2 : sites spécifiques de recombinaison ; intl : gene de l’intégrase.

5.3. Résistance actuelle a E. coli

L’apparition et la propagation de pathogeénes résistants aux médicaments qui ont acquis
de nouveaux mécanismes de résistance, conduisant a la résistance aux antimicrobiens,
continue & compromettre la capacité a traiter des maladies infectieuses courantes.

En 2019, le rapport de I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) a entrepris la surveillance
de la fréquence des septicémies dues a des pathogénes résistants aux médicaments tels que E.
coli résistant aux céphalosporines de troisieme génération. Cette année-la, 25 pays, territoires
et zones ont fourni des données sur les septicémies et 49 pays ont transmis des donnees sur les
septicémies dues a E. coli, le taux médian observé pour E. coli résistant aux céphalosporines
de troisiéme genération était de 36,0 % (intervalle interquartile : 15,2-63,0).

Le taux de résistance aux ciprofloxacines, un antibiotique fréquemment utilisé pour traiter les
infections des voies urinaires, variait de 8,4 % a 92,9 % dans les pays qui participent au
Systeme mondial de surveillance de la résistance aux antimicrobiens (GLASS). La résistance
d’E. coli aux fluoroquinolones utilisés pour traiter les infections des voies urinaires est
largement répandue. En effet dans de nombreuses régions du monde, ce traitement est
désormais inefficace pour plus de la moitié des patients.

La colistine est I’'unique traitement de dernier recours pour des infections potentiellement
mortelles dues a des entérobactéries (E. coli, Klebsiella, etc.) résistantes aux carbapénemes.
On a également détecté des bactéries résistantes a la colistine dans plusieurs pays et régions, a
I’origine d’infections pour lesquelles il n’existe actuellement aucun antibiotique efficace
(OMS, 2020).

12
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S’appuyant sur les données communiquées par 87 pays en 2020, un nouveau rapport de
I’OMS met en évidence des niveaux élevés de résistance pour les bactéries, ce qui donne lieu
a des infections sanguines potentiellement mortelles, ainsi qu’une progression de la résistance
au traitement de plusieurs bactéries responsables d’infections courantes dans la population. En
effet, plus de 20 % des isolats d’E. coli, I’agent pathogéne le plus courant dans les infections
des voies urinaires étaient résistants a la fois aux médicaments de premiére intention
(ampicilline et cotrimoxazole) et au traitement de deuxiéme intention (fluoroquinolones)
(OMS, 2022).

13
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Chapitre 2 : phylogénie d’Escherichia coli
1.  Phylogénétique et phylogroupes

Le terme « phylogénétique » derivé des termes grecs phyle et phylon signifie « tribu »
et « race » ; et le terme genetikos, de genése c'est-a-dire « naissance » (Roy et al., 2014).
La classification phylogénétique est ’étude des liens génétiques entre divers organismes.
Ces relations permettent d’établir un contexte pour examiner la signification historique
du développement et I'évolution du génome des espéces. Ainsi, les phylogroupes sont définies
comme étant la classification des individus en groupes selon I’identification de critéres

moléculaires communs (Oren, 2010 ; Branchu, 2012 ; Baliére, 2016).

2. Approche et intérét de la phylogénétique

Traditionnellement, la phylogénétique a été construite en utilisant uniquement
des données morphologiques. L'introduction du séquencage Sanger et de la PCR a la fin
des anneées 1970 a permis d'intéegrer des informations génétiques dans les analyses
phylogénétiques. C’est au milieu des années 2000, que de nouvelles techniques de sequencage
ont été développées, ce qui a révolutionné la phylogénie, en augmentant la vitesse
et la quantité de données des sequences genomiques. Ce développement a transformé
le domaine de la phylogénétique moléculaire en phylogénomique (Young et Gillung, 2020).
Les études phylogénétiques ont conduit les scientifiques a la construction d’arbres
phylogénétiques. Leur schématisation repose sur le principe de parcimonie qui privilégie
la séquence avec le minimum de changements évolutifs pour expliquer des relations
phylogéniques. Ainsi, I'hypothése de phylogénie privilégiée est celle qui représente le plus
d’homologie (similitude due a une ascendance commune). L’arbre se lie de bas (tronc)
en haut (feuilles), ce qui correspond a la séquence de spéciation au sein d’un groupe.
C’est la fagon la plus adéquate d’illustrer les relations de parenté entre taxons en deux
dimensions (figure 06). Dans ce cadre, I’arbre permet a la fois I’introduction d’une dimension
temporelle et d’une représentation graphique de la distribution des caractéeres parmi les taxons
(Tassy, 1992 ; Richard et al., 2014).

La phylogénétiqgue est devenue au cours des années une étude importante.
Elle permet de collecter des informations sur la diversité biologique, les classifications
génétiques, ainsi que I'évolution des génes, des génomes, des espéces. Non seulement
cette étude renseigne sur 1’évolution des sequences moléculaires, mais aussi permet de prédire

les éventuels changements a venir (Martiny et al., 2015).
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Les nouvelles techniques de séquencage moléculaire ainsi que les approches
phylogénétiques peuvent étre utilisees pour identifier l'origine de nouveaux agents
pathogénes. Ces informations permettent d’aider les chercheurs a la compréhension
de nouvelles épidémies de pathogénes. Cela englobe la découverte de 1’espéce a laquelle
I’agent pathogéne est lié, ensuite, déterminer la source probable de transmission, ce qui peut

conduire & de nouvelles recommandations de santé publique (Martiny et al., 2015).
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Figure 06. Représentation de 1’arbre phylogénétique universel de Woese (Woese et al., 1990).

3. Paradoxe des transferts horizontaux en phylogénétique

La premiére description d'un transfert horizontal de genes (HGT) par Griffith (1928)
a eté une avancée majeure en biologie moléculaire en démontrant qu'il existe un principe
permettant 1’acquisition de nouveaux geénes venant d’un organisme autre qu’une cellule
parentale, et ainsi capable de modifier I'nérédité. Ce principe repose sur trois mécanismes :
la conjugaison, la transduction et la transformation (Daubin et Szollési, 2016).
Le transfert horizontal de génes est une force majeure alimentant I'évolution procaryote.
Le HGT est omniprésent et permet a des organismes taxonomiquement différents de partager
un pool génétique commun, ce qui brouille les frontiéres entre les clades phylogénétiques
distincts et explique pourquoi les procaryotes étroitement apparentés different grandement
en termes de contenu génétique. Autrefois considéré comme un facteur d'erreur important

dans la création d'arbres phylogénétiques, I’avénement du séquencage a haut débit
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a précisé le véritable role évolutif et I'impact que ce processus a eu sur I'évolution de la vie
(Rodriguez-Beltran et al., 2021).

Ainsi, au lieu de les écarter, plusieurs chercheurs ont entrepris d'intégrer les HGT dans
les études phylogénétiques (Zhaxybayeva et Gogarten, 2004 ; Gogarten et Townsend, 2005 ;
Babic et al., 2008). Aujourd'hui, il semble évident que le transfert horizontal est une force
importante conduisant I'évolution des Bactéries et des Archées, ainsi que celle des eucaryotes
unicellulaires, et doit donc également étre considéré comme faisant partie de la structure
de toute synthese évolutive (Goldenfeld et Woese, 2007 ; Boto, 2010).

4. Phylogénétique moléculaire

Précédemment, 1’analyse phylogénétique était basée sur la comparaison morphologique
entre les organismes et les fossiles, mais les informations obtenues pour les microorganismes
étaient limitées, en raison du faible nombre de caracteres morphologiques disponibles,
mais aussi la quasi-absence de fossiles de procaryotes en comparaison des eucaryotes.
Ces lacunes seront en grande partie comblées par I’avenement des techniques de biologie
moléculaire et la determination des séquences nucléotidiques des geénes (Horiike, 2016).
La phylogénétique moléculaire est devenue un outil indispensable pour les comparaisons
des génomes. Dans ce contexte, elle est utilisée pour classer les sequences métagenomiques ;
identifier les genes, les éléments régulateurs et les ARN non codants dans les génomes
nouvellement séquencés ; interpréter les génomes individuels modernes et anciens ;
et de reconstruire des génomes ancestraux (Yang et Rannala, 2012). Dans le cadre de I’étude
des mécanismes de 1’évolution, deux techniques ont principalement facilité I’acquisition,
I’analyse et Dinterprétation de nouvelles données: les technologies de séquencage

et d’analyse du génome ainsi que le traitement informatisé des données (Richard et al., 2014).

4.2. Datations moléculaires

L’incorporation d’un cadre temporel en phylogénie est devenue de plus en plus
fréquente ces dernieres années. Les datations moléculaires ont ainsi permis de caler
la chronologie de différents événements de I’histoire de 1’évolution. Le principe des dations
moléculaires est simple : il s’agit de convertir des mesures de divergence génétique entre
séquences nucléotidiques, en une mesure de temps. Cette méthode passe par trois étapes :

- Procéder a la reconstruction phylogénétique des taxons a partir de données

moléculaires, en prenant en compte la longueur des branches.
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- A partir des mesures obtenues, I’estimation du temps écoulé en utilisant des points
de « calibration » spécifiquement associés aux genes utilisés au sein du clade.

- Extrapoler les dates connues (calibrées) au reste de I’arbre (Richard et al., 2014).

4.3. Choix et obtention des caracteres

Le développement de la biologie moléculaire a permis d’utiliser la description d’acides
nucléiques (ADN, ARN) ou de protéines, en tant que caractéres permettant de reconstruire
les relations de parenté entre espéeces et peuvent étre ainsi déduites de la comparaison entre
ces séquences primaires. Cependant, le choix de ces caracteres moléculaire doit étre adapté
aux critéres phylogénétiques recherchés. C’est ainsi que le ciblage et le choix des régions
d’ADN stables et a modifications rares permettent d’étudier I’évolution de groupes larges.
A T’opposé, le choix des génes variables, aux variations rapides, est mieux adapté a I’étude
de populations au sein d’une méme espéce, ou entre especes proches (Horiike, 2016).
Outre ’ADN de genes stables, d’autres marqueurs sont utilisés pour I’étude d’organismes
trés distants phylogénétiquement, tels que I’ARN ribosomique (ARNr) 12S et 16S
pour les Eubacteéries et les Archées, ou 18S et 28S pour les Eucaryotes. Ces marqueurs entrent
dans la constitution des ribosomes et représentent des éléments essentiels a I’expression
du génome. L’introduction de I’ARNr comme molécule marqueur taxonomique par Woese
et Fox a permis d’étendre le paradigme de l'arbre au domaine des micro-organismes
(Yang et Rannala, 2012).

A T’heure actuelle, les génes mitochondriaux et chloroplastiques constituent le type
de marqueur le plus utilisé en phylogénétique. En raison de la facilité d’amplifier des portions
de génes due a I’existence de multiples copies du génome mitochondrial (ou chloroplastique),
ainsi que la grande variabilité de ses génes qui évoluent plus rapidement que les génes

nucléaires variables (Gogarten et Townsend, 2005 ; Richard et al., 2014).

5. Histoire de la phylogénie d’Escherichia coli

C’est grace a la méthode MLEE (Multilocus enzyme electrophoresis) basée sur
I’analyse des variantes protéiques, en 1984, Ochman et Selander ont pu réunir plusieurs
collections représentatives de 1’espéce et ainsi, classifier les souches d’E. coli faisant partie
de ECOR (E. coli Collection Reference). Cette collection de 72 souches d'origines naturelles
diverses et issues de différentes parties du monde représente la diversité génétique de I'espece.
Dés lors, cela a permis de générer des quantités substantielles de données comparatives

pour de nombreuses souches de l'espéce. Cette technique a permis I’identisation de quatre
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groupes principaux (A, B1, B2 et D) au sein de la collection ECOR (Ochman et Selander,
1984 ; Clermont et al, 2000 ; Chaudhuri et Henderson, 2012).

C’est durant les années 1990, que MLST (Multi-Locus Sequence Typing)
a été elaborée ; une technique alternative au MLEE et plus robuste, ce qui a permis d’affermir
les précédents résultats. Cette technique est fondée sur 1’étude de la variabilité génétique
et sur le principe du typage de séquences dans le but d’identifier les relations clonales
entre les bactéries. D’autres techniques basées sur 'ADN total se sont avérées cohérentes,
telles que I’'amplification aléatoire de I'ADN polymorphe (RAPD) ou le polymorphisme
de longueur des fragments de restriction (RFLP) (Lecointre et al., 1998).

En 2000, et avec I’arrivée de la PCR, nous avons attribué un phylogroupe a chaque
souche en utilisant une combinaison de deux génes (chuA et yjaA) et un fragment d'ADN
TSPE4.C2 (Clermont et al., 2000), puis en six groupes phylogénétiques (A, B1, B2, C, E,
et D), basé sur six genes (trpA, trpB, pabB, putP, icd, and polB) (Cuevas-Ramos. 2010).
C’est en 2013 que la technique de Clermont a été améliorée, notamment grace a I’utilisation
de PCR multiplex (de la triplex a la quadruplex) par l'ajout du gene arpA, avec deux PCR
allele-spécifique (pour les phylogroupes C et E). Les ECOR ont été ainsi, classés en 7 groupes
phylogénétiques : A, B1, B2, C, D, E et F appartiennent a E. coli sensu stricto, le huitieme
est le clade cryptique I (Clermont et al., 2013 ; Messika, 2017). Récemment, des lignées
cryptiques tres divergentes au niveau des nucléotides, mais similaires phénotypiquement

a E. coli, ont été identifiées et nommées Escherichia clades I a VV (Clermont et al., 2015).

6.  Diversité phylogénétique d’Escherichia coli

E. coli est 'une des bactéries les plus étudiées. Il a eté utilisé comme systéeme modéle
dans le développement de la biologie moléculaire. La plupart de ces travaux ont été effectues
en utilisant des dérivés de la souche K-12. Cependant, E. coli est une bactérie tres diversifiee
sur un point de vue phylogénétique. Des techniques de plus en plus pointues ont confirmé
la diversit¢é ainsi que la répartition des groupes phylogénétiques de 1’espéce.
Parmi ces techniques, le séquencage a haut débit des génomes WGS (Whole Genome
Sequencing), considérée comme plus performante que les techniques de PCR,
moins codteuse, facile a réaliser et fournie une grande quantité de données pour chaque
isolat testé. Ainsi, la population de E. coli est répartie en quatre phylogroupes considérés
comme principaux (A, Bl1l, B2 et D), trois mineurs (C, E et F) et Echerichia clade I

(Escobar-Paramo et al., 2004 ; Jaureguy et al., 2008 ; Messika, 2017). De nouveaux
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sous-phylogroupes (Ao, A1, B2, B23, Di, D2) sont apparus et ont permis d’affiner
la classification (Smati et al., 2013 ; Baliére, 2016).

Les données phylogénétiques ont révélé que le phylogroupe B2 est le plus ancien
et le plus diversifié avec au moins dix sous-groupes phylogénétiques observés. De ce fait,
pourrait &tre considérée comme une sous-espece. Il a été démontré que les 10 sous-groupes
présentent une grande diversité génétique dans leur génome variable. Le groupe D forme
un groupe «frére» avec B2, les deux sont généralement isolés de sites infectieux
extra-intestinaux (infections urinaires, méningites, bactériémies, pneumonies, etc.). De plus,
il semblerait que la virulence soit un caractére ancestral. En effet, les groupes B2 et D
possedent un grand nombre de facteurs leur conférant un grand pouvoir de pathogeénicité.
Le groupe F, initialement inclus dans le groupe D, regroupe des isolats étroitement apparentés
aux phylogroupes D et B2. De nos jours, le groupe F est considéré comme 1’un des premiers
a avoir émergé, suivis par le groupe E (Smati, 2014 ; Messika, 2017 ; Vounba, 2018).
Les groupes A, Bl et C apparaissent plus récemment, sont largement prédominants
dans I’environnement et dans la flore fécale commensale. Précédemment identifié comme
faisant partie du groupe A, le phylogroupe C a été proposé comme un groupe étroitement
lié mais distinct du phylogroupe B1 (figures 07 et 08) (Clermont et al., 2013 ; Maris, 2016).

A

O ECOR strains Box AL F i -

#% Bacteremic isolates 12 '-,.—.-s - ANCO03
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Figure 07. Diversité phylogénétique d’Escherichia coli (Jaureguy et al., 2008).
67 souches ECOR (carrés vides) et sept souches de référence du génome (triangles). La couleur des
symboles de la souche est conforme au groupement triplex-PCR en principaux groupes
phylogénétiques (rouge: B2 ; vert: B1 ; jaune: D ; bleu: A).
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Figure 08. Arbre phylogénétique représentant E. coli d’une souche de E. fergusonii

(Clermont et al., 2013 ; Smati, 2014).

La souche de E. albertii a servi pour enraciner I’arbre. Les souches indiquées en rouge correspondent

a des souches mal assignées par la nouvelle méthode Clermont quadruplex.
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7.  Plasticité génotypique et clonalité d’Escherichia coli

La plasticité génomique permet aux organismes de s'adapter aux changements
environnementaux et d'occuper de nouveaux habitats. Bien que de telles adaptations puissent
étre observées dans n'importe quel organisme, cela est particulierement important
pour les agents pathogénes qui co-évoluent avec leurs hdtes. E. coli est une espece
génétiquement diversifiee comprenant des commensaux intestinaux non pathogenes
et des souches pathogénes intestinales et extra-intestinales. Il est reconnu de nos jours,
qu’E. coli est une espece versatile au niveau de 1’adaptation aux différents hdtes ainsi qu’aux
conditions environnementales. Cette versatilité est principalement due au caractere clonal
de I’espéce, conduisant au cours de I’évolution, a ce que certaines souches ont divergé
et ont donné naissance a de nouvelles lignées de clones. Ces clones sont aujourd’hui
a lorigine de I'importante diversit¢ génétique que 1’on retrouve au sein de I’espece
(Sabri, 2008 ; Massot et al., 2016). La plasticité du génome d’E. coli lui confére un avantage
évolutif évident. Outre l'acquisition d'informations genétiques, I'évolution a partir d'ancétres
non pathogenes nécessite une adaptation a un nouvel hdte. Au cours de cette adaptation,
les bactéries accumulent des mutations qui augmentent leur fitness, mais peuvent également
perdre des genes dont les produits contrecarrent les traits de virulence (Dobrindt, 2010).

La diversité génétique d’E. coli est modulée par recombinaison ou mutation au sein
du génome. En effet, la capacité d’évolution par modification du matériel génétique permet
de transmettre de nouveaux caracteres verticalement aux générations suivantes et ainsi obtenir
une large diversité de souches. En outre, I’acquisition d’informations génétiques peut se faire
grace a la conjugaison, la transformation et la transduction. Ces mécanismes permettent
I’échange de matéricls génétiques entre souches de la méme espéce, mais également
entre différentes espéces occupant une méme niche écologique (Tenaillon et al., 2010).

Le caractére hautement mosaique du génome d’E. coli a été mis en évidence
par la comparaison génomique de différentes souches. Les résultats obtenus ont révelé
I’existence d’un squelette génomique commun « core genome » et de genes flexibles acquis.
Ces derniers different entre les souches, permettant I’expression de facteurs de virulence
conduisant a des manifestations cliniques plus séveres (Cueva-Ramos, 2010 ; Miquel, 2010).
Ainsi, le génome des souches pathogenes de E. coli différe de celui des souches commensales
par l’addition de régions supplémentaires qui peuvent représenter jusqu’a 20%
de 'information génétique. Le supplément d’information génétique est susceptible de varier,

en fonction des souches, dans des proportions allant de 10 a 30% (\VVounba, 2018).
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A ce jour, le répertoire total de génes de I’espéce est estimé a 17 838.
La majorité des souches, portent environ 4721 genes, et seulement 1976 genes appartiennent
au fond commun, c'est-a-dire qu’uniquement 11% des génes connus sont communs a toutes
les souches de E. coli (Cuevas-Ramos, 2010). Les récents résultats du séquencage génomique
et des données de bioinformatique, ont révélé que le nombre de génes communs a toutes
les souches est constant, en revanche celui des génes propres aux Sous-groupes

ne cesse d’augmenter (figure 09) (Lezzar, 2017).

Génome moyen
d’E. coli ST fnome périphérique

‘

Acquisition

Délétion

Figure 09. Représentation de la composition et de la plasticité génomique d’E. coli
(Van-Elsas et al., 2011 ; Baliére, 2016).
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Chapitre 3 : pathogénicité d’Escherichia coli
1.  Commensalité et pathogénicité

Les commensaux sont des types de microorganismes résidant sur la surface du corps
ou sur les muqueuses, vivant en harmonie avec I'nomme et sont principalement constitués
de bactéries. Le nombre de bactéries colonisant les surfaces des mugueuses et cutanées
dépasse le nombre de cellules formant le corps humain. Les bactéries commensales
ont co-évolué avec leurs hotes. Cependant, dans des conditions spécifiques, elles sont
capables de surmonter les réponses protectrices de I'h6te et d'exercer des effets pathologiques.
Ainsi, le pouvoir pathogéne est la capacité d'un microorganisme a causer une maladie
dont les symptdmes sont d'intensité variable. La virulence traduit la gravité des troubles
engendrés chez I'nbte, ou le degré du pouvoir pathogéne (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004).
Bien que la plupart des souches E. coli puissent étre des résidents inoffensifs du tractus
gastro-intestinal, ayant le statut de simples commensaux du tube digestif, elles possedent
également la capacité pathogene de provoquer des maladies diarrhéiques et extra-intestinales.
Les variantes pathogénes d'E. coli (pathotypes) causent beaucoup de morbidité et de mortalité
dans le monde. Bien qu'il existe des caractéristiques communes que ces pathotypes utilisent
pour coloniser la muqueuse intestinale et provoquer des infections extraintestinales,

I'évolution, l'apparition et les complications sont trés variables (Croxen et Finlay, 2010).

2. Notion de Pathotypes ou Pathovars

Les E. coli pathogénes sont classées en pathotypes (appelés également Pathovars),
et sont identifiées a l'aide d'acronymes. Ces pathotypes ont été proposes au fil du temps,
au fur et a mesure des déecouvertes spécifiques et ne sont pas unifiés de maniere significative.
Leurs définitions sont basées sur différents critéres tels que I'organe cible (les voies urinaires
pour E. coli uropathogenes: UPEC), I’association avec un organe et un hote (le liquide
céphalo-rachidien chez les nouveau-nés pour E. coli pathogénes associées a la méningite
néonatale : NMEC), l'association avec les organes cibles, la présence de génes specifiques
ou la virulence dans un modeéle animal (E. coli pathogene extra-intestinal : EXPEC),
la pathologie causée par les souches (diarrhée pour E. coli pathogénes diarrhéiques DEC
ou intestinaux InPEC), la présence d'un ou plusieurs génes spécifiques, seuls ou en
combinaison (la shigatoxine codée par le géne stx pour E. coli productrice de shigatoxine
STEC) ou un phénotype ex vivo spécifique (I’adhésion et I’invasion des cellules épithéliales
pour E. coli adhérent-invasif AIEC) (Denamur et al., 2021).
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3. Emergence de la virulence et évolution des diverses pathogénes d’E. coli

L'évolution de la virulence repose sur trois mécanismes principaux. Premiérement,
l'acquisition d'un nouveau géne ou de nouveaux génes et/ou d'une nouvelle fonction
ou de nouvelles fonctions par transfert horizontal de géne médié par des éléments génétiques
mobiles, y compris des plasmides, des phages et des éléments d'intégration et de conjugaison.
Ces deux derniers peuvent intégrer I'ADN chromosomique et ainsi étre répliqués
par le chromosome. Les Tlots de pathogénicité (PAls), qui sont de grands groupes de genes
de virulence, ces derniers codent pour un ou plusieurs genes de virulence absents
des génomes de bactéries représentatives non pathogénes de la méme espece ou d'especes
étroitement apparentées. Les PAls sont fréquemment associés a des genes d'ARNt qui sont
peut-étre des restes d'éléments génétiques mobiles. Il n'est pas surprenant que de nombreux
traits de virulence presents dans E. coli soient portés sur les PAIs ainsi que sur les plasmides
et les prophages. Contrairement a d'autres éléments intégratifs, les PAls ne sont pas réplicatifs
et n'ont pas la capacité de s‘auto-mobiliser. Tous ces éléments acquis se caractérisent par leur
mosaique et leur structure modulaire qui peuvent étre considérées comme des blocs
de construction moléculaire, permettant de multiples combinaisons conduisant a de multiples
phénotypes. Le second mécanisme impliqué dans I'évolution de la virulence est I'inactivation
de genes dont I'expression est incompatible avec la virulence (genes antivirulence).
Dans ce cas, un géne dont I'expression était avantageuse dans un contexte non pathogene
est préjudiciable dans le contexte pathogéne, un compromis connu sous le nom de pléiotropie
antagoniste. 1l a été demontré que ce phénoméne se produit surtout dans les voies
métaboliques. Le dernier mécanisme implique des mutations ponctuelles qui conduisent

a un changement de fonction (Desvaux et al., 2020 ; Denamur et al., 2021).
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Figure 10. Mécanismes d’acquisition et de délétion de genes chez E. coli appartenant aux
différents pathovars (Croxen et al., 2013).
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4.  E. coli pathogenes intestinaux (INPEC) ou diarrhéiques (DEC)

Les INPEC sont a I’origine de maladies intestinales et ont en commun de se multiplier
dans l’intestin de leurs hotes. lls sont subdivisés en 7 pathovars majeurs selon le type
de maladie engendrée et les facteurs de virulence associés : les E. coli entéropathogenes
(EPEC), les E. coli entérohémorragiques (EHEC), les E. coli entérotoxinogénes (ETEC),
les E. coli entéroinvasives (EIEC), les E. coli & adhésion diffuse (DAEC),
les E. coli entéroagrégatives (EAQQEC), les Adherent Invasive E. coli (AIEC)
(Oelschlaeger et al., 2002 ; Croxen et Finlay, 2010).

4.1. E. coli entéropathogénes (EPEC)

L'EPEC a été le premier pathotype d'E. coli a étre décrit. De grandes épidémies
de diarrhée infantile au Royaume-Uni ont permis en 1945, de décrire un groupe de souches
d'E. coli sérologiquement distinctes qui ont été isolées chez des enfants souffrant de diarrhée,
mais pas chez des enfants en bonne santé. Bien que les grandes epidémies de diarrhée
infantile dues a I'EPEC aient largement disparu des pays industrialisés, 'EPEC reste une cause
importante de diarrhée infantile potentiellement mortelle dans les pays en voie
développement. Une histopathologie intestinale caracteristique est associée aux infections
a EPEC ; connues sous le nom de « attachement et effacement » (A/E). En effet, les EPEC
adherent intimement a la membrane des cellules épithéliales intestinales ou elles forment
des micro-colonies. L’adhésion est caractérisée par I’agglomération d’actine polarisée
sous la bactérie, 1’¢laboration d’un piédestal. L’action combinée engendrée par les facteurs
de virulence des EPEC provoque [I’effacement des microvillosités de [D’intestin
ce qui peut entrainer de graves consequences pour le sujet atteint puisque ce phénomene

peut diminuer la capacité d’absorption des nutriments chez I’hote atteint (Kaper et al., 2004).

4.2. E. coli entérotoxinogenes (ETEC)

Les ETEC sont une variante pathogene ou un pathotype d'E. coli défini
par la production d’une toxine thermolabile (LT) ou thermostable (ST). Ces bactéries,
identifiées a l'origine comme une cause de diarrhée aqueuse de type choléra il y a pres de cing
décennies, ont persisté comme une menace majeure pour la santé mondiale, en particulier
chez les jeunes enfants dans les régions du monde aux ressources limitées. L’ETEC étant a lui
seul lié¢ a des centaines de millions d'épisodes de diarrhée. Alors que la mortalité globale

due aux maladies diarrhéiques semble avoir considérablement diminué au cours des derniéres
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décennies, I'ETEC reste l'une des principales causes de décés chez les jeunes enfants
(Bourgeois et al., 2016 ; Fleckenstein et Kuhlmann, 2019).

4.3. E. coli entéroinvasives (EIEC)

Les EIEC sont des agents étiologiques de la dysenterie bacillaire chez I'homme,
en particulier dans les pays a en voie de développement. La pathogenése de l'infection
par I'EIEC est caractérisée par la capacité des bactéries a envahir la muqueuse colique
humaine, conférée par I'expression de génes chromosomiques et plasmidiques. Cela provoque
le syndrome de dysenterie caractéristique, généralement spontanément résolutif, caractérisé
par la présence de sang, de mucus et de leucocytes dans les selles (Gomes et al., 2016).

Les manifestations cliniques provoquées par EIEC sont similaires a celles induites
par Shigella spp, avec qui ils sont étroitement liés par leur virulence et dautres propriétés
phénotypiques. Les souches EIEC sont des pathogénes obligatoires, c'est-a-dire qu'elles
ne sont quasiment jamais trouvées a I'état commensal dans la flore intestinale. A l'inverse,
les souches EAEC, DAEC, EPEC ainsi que les EXPEC sont des pathogénes non obligatoires,
qui peuvent étre retrouvées dans les selles des sujets sains avec une fréquence variable
selon les individus et les populations humaines étudiées (Smati, 2014 ; Gomes et al., 2016 ;
Pasqua et al., 2017).

4.4. E. coli entérohémorragiques (EHEC)

Reconnues pour la premiére fois comme une cause de maladie humaine en 1982,
I'EHEC provoque une diarrhée sanglante (colite hémorragique), une diarrhée non sanglante
et le syndrome hémolytique et urémique (SHU). Le facteur de virulence clé pour EHEC
est une Shiga toxine (Stx), qui est également connue sous le nom de vérocytotoxine (Vtx)
en raison de sa toxicité pour les cellules Vero (cellules de reins du singe vert d’Afrique
utilisées en culture cellulaire). Cette toxine est sécrétée par certaines souches de E. coli :
les STEC (Shiga-Toxin-Producing E. coli), anciennement connues sous le nom de VTEC
(Vero-Toxin-Producing E. coli) (Kaper et al., 2004 ; Croxen et Finlay, 2010 ; Diallo, 2013).

4.5. E. coli a adhésion diffuse (DAEC)

Décrites pour la premiére fois en 1987, généralement associées a une diarrhée
persistante (plus de 14 jours) chez les enfants agés de 18 mois a 5 ans, les DAEC sont un
groupe hétérogéne qui génere un schéma d'adhérence diffus sur les cellules HeLa et HEp-2.

Ce modeéle est médié par des protéines codées par une famille d'opérons apparentés,
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qui comprennent a la fois des adhésines fimbriales (par exemple, Dr et F1845) et afimbriales
(Afa). Les isolats de DAEC qui expriment l'une des adhésines Afa-Dr (appelées Afa-Dr
DAEC) colonisent l'intestin gréle est n’engendrent pas uniquement des diarrhées,
mais sont également impliqués dans les troubles urinaires récurrents et dans des infections

des voies respiratoires chez les adultes (Servin, 2014 ; Diallo, 2013 ; Lezzar, 2017).

4.6. E. coli entéroagrégatives (EAEC ou EAgQEC)

L'EAEC a été décrite pour la premiéere fois en 1985, reconnue par son adhérence
distinctive aux cellules HEp-2 dans un motif agrégatif empilé en forme de brique
(Harrington et al., 2006 ; Estrada-Garcia, 2014).

Ce schéma d'adhérence, qui se distingue des schémas d'adhérence manifestés
par 'EPEC et le DAEC, a éte associé pour la premiere fois de maniére significative
a la diarrhée chez les enfants a Santiago, au Chili, en 1987. L’EAEC est également lié
a la diarrhée chez les adultes, y compris les patients séropositifs et les voyageurs, et a été une
cause d'épidémies d'origine alimentaire dans le monde industrialise. Apres adhérence,
certaines souches d'EAEC sont capables de produire plusieurs toxines et cytotoxines
qui peuvent provoquer de séveres sequelles épithéliales. Parmi ces toxines figurent
I'entérotoxine 1 thermostable d'E. coli (EAST1), la toxine codée par un plasmide (pet)
ou encore Shigella entérotoxine 1 (SHET1) (Harrington et al., 2006 ; Estrada-Garcia, 2014).

4.7. E. coli adhérents invasives (AIEC)

Les AIEC, nouveau pathotype généralement associé a la maladie de Crohn,
se distinguent des autres souches d'E. coli par la présence de facteurs de virulence
non classiques d'adhérence et d'invasion. Ce phénotype a été proposé comme une catégorie
pathogénique distincte. Plusieurs études menées principalement avec des souches isolées
de patients adultes atteints de la maladie de Crohn suggerent que les souches AIEC sont
impliquées dans I'apparition et/ou la persistance de la maladie. Ainsi, les AIEC sont capables
d'adhérer et d'envahir les entérocytes, et de survivre et se répliquer dans les macrophages

sans provoquer la mort de la cellule héte (Shawki et McCole, 2017 ; Perna et al., 2020).
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Figure 11. Pathogénie associée aux classes de E. coli responsables de diarrhées (d’apres
Nataro et Kaper, 1998).

5.  E. coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC)

Les souches EXPEC sont des bactéries polyvalentes qui peuvent causer des infections
des voies urinaires, de la circulation sanguine, de la prostate et dautres infections au niveau
de sites non intestinaux. lls occupent généralement une niche dans le microbiote intestinal
de I'homme (et d'autres animaux), et c'est de ce réservoir gu'ils émergent pour provoquer
des infections extra-intestinales. Contrairement aux E. coli commensaux, les EXPEC
ont la capacité de provoquer la maladie une fois hors du réservoir intestinal de I'hdte en raison
de la possession de facteurs de virulence pathogénes. Les EXPEC sont séparées en groupes
déterminés par association de maladies, y compris les E. coli uropathogénes (UPEC),
les E. coli associés a la méningite néonatale (NMEC) et les E. coli causant une septicémie
(SEPEC). Les souches EXPEC sont responsables d'un nombre trés important d'infections
humaines dans le monde. Les souches EXPEC ont également la tristement célebre distinction
d'étre associées a l'acquisition de nouveaux genes de résistance aux antibiotiques
(Dale et Woodford, 2015 ; Mange et al., 2020).
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5.1. E. coli uropathogénes (UPEC)

Les UPEC sont le plus souvent associees a des maladies humaines et sont la principale
cause d'infections des voies urinaires (ITUs) dans 80% des cas incluant les cystites
et les pyélonephrites. Dans la plupart des cas, l'origine de 'UPEC est le propre microbiote
intestinal du patient, indiquant une transmission fécale-périnéo-urétrale vers la vessie.
Lorsque les UPEC colonisent la vessie, elles provoquent des cystites (ITU inférieure),
mais dans le cas ou elles atteignent les reins, elles provoquent une pyélonéphrite
(ITU supérieure). Les souches UPEC agissent comme des pathogenes intracellulaires
opportunistes, profitant du comportement et de la sensibilité de I'ndte en utilisant un répertoire
diversifié de facteurs de virulence pour coloniser les voies urinaires (Wiles et al., 2008 ;
Ulett et al., 2013 ; Subashchandrabose et Mobley, 2017). Ces marqueurs de virulence
se divisent en deux groupes: le premier, les FVs de surface bactérienne comprend
le plus souvent les adhésines (les fimbriae de type 1 et les fimbriae P). Ces fimbriae aident
a l'adhésion a la surface de la cellule héte, a l'invasion des tissus (ce qui est important
dans la pathogenése des UPEC provoquant des infections urinaires), a la formation
de biofilms et a I'induction de cytokines. Le facteur de virulence de surface bactérienne
comprend également les flagelles, le lipopolysaccharide capsulaire et les protéines
de la membrane externe. Le second groupe repréesente les FVs sécrétés comme I'hémolysine
et les sidérophores (Lithje et Brauner, 2014 ; Shah et al., 2019).

5.2. E. coli pathogenes associees a la méningite néonatale (NMEC)

Les NMEC ont la capacité de survivre dans le sang et denvahir les méninges
des nourrissons pour provoquer une méningite. Elle est I'une des infections les plus courantes
expliquant les taux élevés de mortalité et de morbidité (10 a 30%), ainsi que des risques
élevés de séquelles neurologiques pendant la période néonatale (Wijetunge et al., 2015).
Les NMEC sont également associées a la septicémie. Afin de provoquer la méningite,
les NMEC transloquent du Ilumen intestinal wvers la circulation sanguine.
Puis, elles se multiplient (grace a la présence d’une capsule de type K1, de protéines OmpA
et de systeme d’acquisition de fer) causant une bactériémie. Finalement, elles franchissent
la barriére hémato-encéphalique pour envahir le systéme nerveux central (fimbriae de type 1,
protéine Ompa, fimbriae de type S et d’auto-transporteur AG43 assurent 1’adhésion ;
protéines Ibe et le facteur CNF-1 assurent I’invasion au niveau des cellules endothéliales

du cerveau) causant une méningite (Cuevas-Ramos, 2010 ; Kim, 2016).
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5.3. E. coli pathogénes associées a la septicémie (SEPEC)

Les SEPEC sont les microorganismes les le plus fréqguemment isolés du sang de patients
atteints de septicémie. Elles envahissent la circulation sanguine et infectent plusieurs organes
par la suite. Divers facteurs de virulence sont lies a la SEPEC humaine, comprenant
la sécrétion de toxines telles que HIyA (hémolysine), Sat (toxine auto-transporteuse secrétée)
et CNF-1 (facteur nécrosant cytotoxique 1). Ces toxines peuvent modifier la forme
et/ou la fonction de la cellule héte. Malgré son importance médicale, SEPEC est un pathotype
peu étudié et on ne sait toujours pas comment ces bactéries traversent la barriére endothéliale

et accédent a la circulation sanguine (Tibo et al., 2016).

Cerveau: NMEC

Circulation sanguine:
UPEC et NMEC

Colon: EHEC,
EIEC et EAEC

Reins: UPEC

Intestin: EPEC, ETEC,
DAEC et EAEC

Vessie: UPEC

Figure 12. Sites de colonisation des différents groupes d’E. coli pathogénes (Miquel, 2010).
E. coli entéropathogene (EPEC), E. coli entérotoxinogéne (ETEC) et E. coli a adhésion diffuse
(DAEC) colonisent l'intestin et sont a [’origine de diarrhées, alors que E. coli entérohémorragique
(EHEC) et E. coli entéroinvasif (EIEC) colonisent plutét le colon ; E. coli entéroaggrégatif (EAEC)
peut coloniser les deux. E. coli uropathogéne (UPEC) colonise le tractus urinaire jusqu’a la vessie et
est a l’origine de cystites. En fonction des facteurs de virulence hébergés par les souches, les UPEC
peuvent remonter jusqu aux reins et entrainer une pyélonéphrite. De plus, les UPEC comme les E. coli
a l'origine de méningites néonatales (NMEC) peuvent entrainer une septicémie.
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6. E. coli pathogénes hybrides (HyPEC)

E. coli a une étonnante facilité a trés bien s'adapter, se répliquer et se disséminer.
Ces caractéristiques ont permis 1’acquisition de génes de virulence et de nouvelles fonctions,
apparaissant a partir de mutations, de recombinaisons et d'autres changements génétiques.
Toutes ces différences génétiques ont augmenté la survenue de nouveaux facteurs
de virulence ainsi que de nouvelles résistances (Braz et al., 2020).

Tous les pathotypes EXPEC et INPEC ne suffisent pas a classer complétement toutes
les souches pathogénes d'E. coli, car ces bactéries sont si variables, qu’elles permettent
I'apparition constante de souches hybrides distinctes au sein de cette espéce bactérienne
dynamique. Le portage de genes de virulence essentiels a la pathogenése de chaque pathotype
et la capacité dadaptation a differentes conditions permettent I'émergence
d'E. coli pathogenes hybrides (HyPEC) (Braz et al., 2020). Les termes « hybrides »
et « hétéro-pathogénes » ont émergé pour désigner des souches potentiellement plus
virulentes qui présentent une combinaison de facteurs de virulence, que l'on croyait
auparavant spécifiques a chaque pathotype d'E. coli. Le terme « hétéro-pathogenes » désigne
les souches qui hébergent des génes de virulence caractéristiques de deux pathotypes InPEC
ou plus. Ainsi, les hétéro-pathogénes sont strictement des entéro-pathogenes,
et leur désignation est basée sur la presence de pathotypes spécifiques de INPEC associés
a des facteurs de virulence. Leur définition est simple, car les genes qui délimitent la INPEC
sont bien définis. En revanche, les souches « hybrides pathogenes » présentent a la fois
des facteurs de virulence définissant INPEC et EXPEC ou, alternativement, sont isolées d'une
infection extra-intestinale et codent des facteurs de virulence définissant InPEC.
Le critere alternatif de désignation en tant que pathogene hybride est requis en raison
de l'ambiguité des ensembles de genes requis pour définir les souches EXPEC
(Santos et al., 2020).

La forte prévalence d'E. coli pathogene classique et lI'apparition de HyPEC se produisent
via des mécanismes génétiques similaires, qui permettent également aux bactéries de résister
a la présence dantibiotiques distincts. Les bactéries résistantes a diverses classes
d'antibiotiques sont liées a la combinaison complexe de genes de résistance intrinséques
et de nouveaux FVs acquis, qui peuvent agir en synergie. Ensemble, cela est signalé comme
un facteur alarmant dans le monde entier chez plusieurs espéces bactériennes. De ce fait,

aucune souche unique d'E. coli ne peut étre considérée comme représentative de I'espece.
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Dans ce scénario, l'application des limites génétiques établies pour les pathotypes

archétypaux dans les études épidémiologiques impliquant E. coli s'est révélée étre un objectif

insaisissable. Des événements impliquant des souches hybrides ou hétéro-pathogenes

d'E. coli ont entériné cette perspective et brouillé la classification des souches d'E. coli

en pathotypes classiques (Lara et al., 2017 ; Braz et al., 2020).

Tableau 02 : Caractéristiques résumées des hybrides et des hétéropathogenes (Santos et al.,

2020).
Source d'isolement Traits de virulence Maladie Sero,groupe ou MLST- a
sérotype Phylogroupe
EAEC/STEC Infections intestinales | Stx et fimbriae Diarrhée, diarrhée 0104:H4 ST678-B1
agrégatives avec sanglante et SHU 059:H- ST26-B1
régulateur aggR O rough:H- ST1136-B1
0111:H2
089:H-
023:H28
EPEC/STEC Infections intestinales | LEE PAI et Stx Intimine (divers Diarrhée, diarrhée 0157:H7 ST11-E
chez I'homme, sous-types) et Stx sanglante et SHU 0145 ST32cplx-D
l'intestin des animaux, 0103 ST20cplx-B1
I'environnement et les 026
aliments 0111 ST29cplx-B1
Echantillon fécal LEE PAI, Stx-2f et Identifié uniquement 0137:H6 ST2678-B2
normal BFP chez les oiseaux
EPEC/ETEC Infections intestinales | LEE PAl et LT ou Indépendamment de Diarrhée liquide Inconnu ST278cplx-B1
ST la présence de BFP ST1788-A
EXPEC/STEC Diarrhée et infections | Stx et Facteurs de ITU, cystite 02:H6 ST141-B2
et extra-intestinales virulence hémorragique, SHU, 076:H19 ST675-B1
EXPEC/EHEC® | simultanément ou intrinséques EXPEC bactériémie O:nt:H- ST10cplx-A
infections extra- 080:H2 ST165cplx-A
intestinales 0145:H- ST32cplx-D
uniguement
EXPEC/EPEC Infections extra- LEE PAI Indépendamment de Cystite, 071 Inconnu
intestinales uniquement ou LEE | la présence de BFP pyélonéphrite, 078:H- ST2018-B2
uniquement ou PAI et Facteurs de bactériémie liée aux 04:H1 ST12-B2
diarrhée suivie d'une virulence ITU et diarrhée avec 012:K1:H- Inconnu
infection extra- intrinseéques EXPEC dysfonctionnement
intestinale de plusieurs organes
STEC/ETEC Infections intestinales | Stx et toxine ST Diverses variantes Diarrhée, diarrhée Divers ST10cplx-A
chez I'nhnomme et Stx2 ; Stx1 est sanglante et SHU sérogroupes ST40cplx-B1
I'animal souvent faible (>40 sérotypes) ST325-A
ST329-A
EXPEC/EAEC Infections extra- Fimbriae agrégatif Infections extra- Différents ST10cplx-A
intestinales avec régulateur intestinales non sérogroupes est plus
aggR uniquement lié a la diarrhée (05, 06, 011, fréguemment
ou avec facteurs de 015, 018, 078, | signalé
virulence etc.) ST69-D
intrinséques EXPEC ST131-B2
EXPEC/ETEC Infections extra- Facteurs de ITU Inconnu Inconnu

intestinales

virulence ETEC
uniquement

LEE PAI, locus de I'lot de pathogénicité de I'effacement des entérocytes ; SHU, syndrome hémolytique et
urémique ; BFP, pili formant un faisceau ; Stx, toxine de Shiga ; ST, toxine thermostable d'ETEC ; LT, toxine
thermolabile d'ETEC ; UTI, infection des voies urinaires ; Facteurs de virulence intrinseques ExXPEC—présence
de deux facteurs de virulence ou marqueurs génétiques parmi les suivants : fimbriae P (pap), fimbriae S
(sfa/foc), famille des adhésines afimbriales (afa/dra), aérobactine (iut/iuc) et capsule de groupe Il capsulaire

(kpsMTII).

2 Le typage de séquences multilocus (MLST) et la relation phylogroupe ont été décrits comme disponibles dans
Escherichia/Shigella EnteroBase de la Warwick Medical School (Zhou et al., 2020) ; STne—numéro de type de
séquence ; STnecplx—complexe de type séquence ; Le complexe ST fait référence aux ST qui sont regroupés en

complexes clonaux par leur similitude avec un profil allélique central.

PEHEC est utilisé pour désigner les souches qui hébergent LEE et Stx simultanément.
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Matériel et méthodes

1. Patients et méthode

La confection du souchier a été réalisee au sein du service de microbiologie
(laboratoire de bactériologie) du CHU Benbadis Constantine qui recoit des prélévements
biologiques en provenance des divers services de cet établissement hospitalier, afin de récolter
un maximum d’isolats d’E. coli issus d’urine de patients présentant une infection urinaire

et des isolats d’E. coli issus de différentes infections extra-intestinales.

1.1. Parametres cliniques

Une fiche d’identification du prélevement a été établie pour definir la tragabilité (depuis
le service source jusqu’au service de réception) de chaque préléevement, et comprend :
le service de provenance, la nature du prélévement, ainsi que 1’identification du patient
(nom et prénom, age et sexe du patient). Les parametres cliniques suivants ont été fixes

a travers tous ces éléments.

1.1.1.Source du prélevement biologique

Ce parametre permet de distinguer les patients hospitalisés ayant contracté
des infections nosocomiales (ou infections intra-hospitaliéres) par rapport aux patients
ambulatoires contractant des infections de type communautaires (ou infections extra-

hospitaliéres), et de se faire une idée exacte sur I’antibiothérapie appliquée.
1.1.2. Nature du prélévement biologique

Il est nécessaire de définir 1’origine biologique du prélévement afin de déterminer

les sites anatomiques les plus significativement atteints.
1.1.3. Age des patients

Les préléevements ont été regroupés en fonction de I’dge des patients et catégorises

en tranches d’age.
1.1.4. Sexe des patients

La détermination d’un ratio « Féminin/Masculin » global des patients a été faite
ainsi qu‘un ratio « Féminin/Masculin » spécifique selon la nature du prélévement et I’age
(ou tranche d’age) des patients. Les résultats obtenus permettent souvent d’expliquer la cause

de l'infection.
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1.2. Devenir des prélévements biologiques

Tout préléevement biologique suspecté, obtenus sur des patients du CHU Benbadis
Constantine (hospitaliers et ambulatoires), ont été acheminés vers le laboratoire de

bactériologie pour y étre analysé et étudié.
2. Traitement des prélévements

- Critéres d’inclusion : I’étude englobe toutes les souches d’E. coli isolées a partir
de différents prélevements biologiques provenant de patients hospitalisés

et ambulatoires.

- Critéres d’exclusion : seront exclus tous les autres microorganismes isolés dans les

prélevements.

Les isolats ont subi des analyses bactériologiques, antibiotypiques et moléculaires
specifiques a notre etude.

2.1. Examen cytobactériologique des urines

Les prélévements d’urine ont subi en premier lieu un examen cytobactériologique

des urines (ECBU) afin de confirmer I’infection urinaire a E. coli.

- Aspect de P’urine : la visualisation de I’aspect du prélévement urinaire a I’ceil nu

(présence d’un trouble, couleur, odeur)

- Examen microscopique : I’examen microscopique a été réalisé directement a 1’état
frais entre lame et lamelle. L’observation se fait au microscope optique au faible
grossissement (X40). Une coloration de Gram est nécessaire pour la recherche
de bactéries et une au bleu de méthylene pour la recherche d’éléments cellulaires

(leucocytes, hématies et cellules épithéliales).

- Dénombrement : la leucocyturie a été fait au microscope a I’état frais tandis
que la bactériurie sur milieu sélectif; gélose BCP pour E. coli et les bactéries

a Gram négatif.
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2.2. Analyse bactériologique

La réalisation de ces analyses représente le point de départ d’une identification
rationnelle, et consiste & mettre en évidence quelques caractéres importants qui permettront
d’identifier les bactéries issues des prélevements urinaires et autres.

L’analyse bactériologique a été faite au niveau du laboratoire de bactériologie

(service de Microbiologie du CHU Benbadis Constantine).
2.2.1. Identification des caractéres culturaux

Pour chaque prélevement obtenu, on a réalisé une suspension bactérienne,
en déchargeant une colonie suspecte dans 5 ml d’eau physiologique. Une premiére sélection
sur gélose Hektoen a éte realisée (milieu sélectif pour I’isolement et la différenciation
des entérobacilles a Gram négatif) cultivé a 37°C pendant 24h. Les colonies ainsi obtenues
ont par la suite été cultivées sur gélose nutritive (GN) pendant 24h a 37°C afin de s’assurer
de la pureté de la souche (Delarras, 2014).

2.2.2. Caractérisation biochimique

La confirmation de I’appartenance a I’espéce E. coli a été faite par tests biochimiques.
La galerie biochimique peut prendre un aspect complet ou réduit selon le type de recherche,
I’aspect particulier d’E. coli sur milieu Hektoen réduit le champ de recherche
pour I’identification de la souche en le limitant a quelques milieux qui s’orientent vers 1’étude

du métabolisme glucidique et protéique (Delarras, 2014).
2.2.2.1. Etude du métabolisme glucidique

o Milieu Clark et Lubs (test RM et VP)

Ce milieu permet de mettre en évidence des voies de fermentation des glucides.

A partir de ce milieu deux propriétés fermentaires vont étre testées.

- Voie des acides mixtes : c¢’est la réaction du rouge de méthyle (RM). On a prélevé 2 ml
du milieu Clark et Lubs ensemencé depuis 24 heures a 1’étuve (37°C). On a déposé
ce volume dans un tube & hémolyse, puis on a ajouté 2 a 3 gouttes d’une solution
alcooligque de rouge de méthyle a 0,2%. Une coloration rouge indique que la réaction

est positive.
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- Voie du butane-2,3-diol : c’est la réaction de Voges Prauskauer (VP). On a transvasé,
dans un tube a essais de 16X160mm la culture de 24 heures sur milieu de Clark et Lubs,
puis on a ajouté 0,5 ml d’une solution d’alpha-naphtol et 0,5 ml d’une solution
de potasse a 16%. L’apparition d’une coloration rose signe une réaction positive.

Cette réaction nécessite au moins dix minutes pour se manifester.

o O-Nitrophényl-p-D-galactopyranoside (ONPG)

Permet de détecter 1'enzyme B-galactosidase dont le role est de décomposer le lactose
en glucose et galactose. La réaction a été réalisée a partir d’une suspension épaisse
de la bactérie testée dans de I’eau distillée. Un disque imprégné d’ONPG a été ajouté

avec une pince flambée, mais refroidie puis incubée 30min a 37°C.

° Milieu Citrate de Simmons

Permet de mettre en évidence 1’utilisation du citrate comme seule source de carbone.
L’ensemencement a eté réalisé a partir d’une culture provenant d’un milieu gélosé.
Aprés incubation de 24 heures a 37°C, on a cherché, sur la tranche du milieu, 1’apparition
d’une culture. Le test est alors positif lors d’un virage de [D’indicateur coloré
(bleu de bromothymol) qui passe du vert au bleu, a la condition que le tube ne soit pas fermé

hermétiquement.
o Milieu TSI

Permet la mise en évidence de la fermentation du glucose, du lactose et/ou saccharose
et de la production de gaz et de sulfure d’hydrogéne H2S. A partir d’une colonie suspecte
prélevée sur le milieu sélectif (Hektoen), le culot a été ensemencé par piglre centrale
et la surface inclinée par des stries serrées. Aprés incubation pendant 24 heures a 37°C,
le test est positif pour :

- Le glucose s’il y a virage du rouge vers le jaune au niveau du culot,

- Le lactose et/ou le saccharose, si le virage s’effectue au niveau de la pente,

- La production de gaz dans le cas d’apparition de bulle au niveau du culot,

- La production de H2S, s’il y a formation d’une coloration noire entre le culot et la pente

ou le long de la piqgdre.
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° Milieu Mannitol-Mobilité

Permet I’identification des bacilles Gram négatif dont les Entérobactéries en mettant
en évidence la fermentation du Mannitol et la mobilité de la souche. Une colonie suspecte
a été prélevée a partir du milieu selectif et a été ensemencée par piqlre centrale.
Apres incubation pendant 24 heures a 37°C, le test est positif pour :

- La fermentation du Mannitol s’il y a virage du rouge vers le jaune,
- La mobilité de la souche, si le milieu devient trouble en partant de la pigdre centrale
vers la paroi du tube.

2.2.2.2. Etude du métabolisme protéique
o Urée-Indole (Urée-Tryptophane)

Permet la mise en évidence de 3 enzymes : 'uréase, la tryptophane désaminase (TDA),
la tryptophanase (hydrolyse le tryptophane en indole). L’ensemencement a été réalisé a partir
d’une culture sur milieu solide, puis incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures. Le test est positif
pour la présence de 1’uréase si la couleur vire du brun-orange vers le rose. Aprés cette lecture,
on sépare le milieu en deux de maniere égale, afin de realiser les deux tests suivants :
dans un des deux tubes, ajouter 1 a 2 gouttes du reactif de chlorure de fer III.
Le test est positif pour la tryptophane désaminase (TDA) s’il y a formation d’un précipité
ou une coloration marron foncé. Dans le tube restant, ajouter 1 a 2 gouttes du réactif
de Kovacs. Le test est positif pour la tryptophanase (production d’indole) s’il y a formation

d’un halo rouge.
. Catalase

Permet la mise en évidence de I’enzyme catalase qui sert a neutraliser les effets

bactéricides du peroxyde d’hydrogene. La catalase accélere la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne (H,02) en eau et oxygene (2H,0, _C3@18se | 211,0 + 0y).

A l'aide d'une pipette Pasteur, une colonie isolée d’une culture pure a été prélevée (18 a 24
heures d’incubation) et déposée sur une lame de microscope. Une goutte de peroxyde
d'hydrogene (H202) & 3% a été ajoutée sur la colonie. Le test est positif pour la catalase

s’il y a formation rapide de bulles.
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2.2.3. Détermination de la résistance aux antibiotiques (antibiogramme)

C’est un examen qui permet d’étudier le parametre sensibilité/résistance des germes
aux antibiotiques et par conséquent de cibler le traitement antibiotique efficace sur le germe

et est évalué sur chaque souche a I’aide d’un panel d’antibiotiques représentatif.

La méthode utilisée dans notre étude est celle de la diffusion sur gélose spécifique
Mueller-Hinton de Kirby-Bauer comme préconisée par le CA-SFM (Comité de
I'Antibiogramme-Société Francaise de Microbiologie). Chaque souche a été testée avec le
méme panel d’antibiotique. Des colonies de chaque souche prélevées sur boite Hektoen
(ensemencée la veille) ont été déchargées dans 5 ml d'eau physiologique. La suspension
bactérienne obtenue est homogénéisée par agitation puis étalée sur boite de Muller-Hinton a
’aide d’écouvillon stérile, ensuite les disques d’antibiotiques ont été déposés sur la surface en

utilisant un distributeur a disques. Les boites ont été cultivees a 37°C pendant 24h.

La lecture de I’antibiogramme a été faite sur chaque boite en mesurant les diamétres
des zones d’inhibition et I’interprétation a été faite par la comparaison des résultats
avec les valeurs des diametres contenues dans la table de lecture: valeurs critiques
des diameétres des zones d’inhibition et des CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)
pour les Entérobacteries (Annexe 01) (CA-SFM, 2016).

Tableau 03. Liste des antibiotiques testés et les familles d’antibiotiques correspondantes.

Concentration des

Antibiotique disques Famille
d’antibiotiques
Amoxicilline (amx) 25 g
Amoxicilline-Ac clavulanique (amc) 20 ug /10 ug
Ticarcilline (tic) 75 g
Béta lactamine
Piperacilline (pip) 100 pg
Cefazoline (cfz) 30 ug
Cefoxitine (fox) 30 ug
Cefotaxime (ctx) 30 pug
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Imipenem (ipm) 10 pug
Gentamycine (gen) 10 pug

Aminoside
Amikacine (amk) 30 pg
Ac nalidixique (nal) 30 pg

Quinolone
Ciprofloxacine (cip) 5pg

_ _ Sulfamide
Sulfamethoxazole-Trimethoprim (sxt) 23,75/1,25 pg +
Diaminopyrimidine

Colistine (cst) 10 pg Polymyxine
Chloramphenicol (chl) 30 pg Phénicole
Nitrofurantoine (nit) 300 pg Nitrofurane

2.2.4. Méthodes de conservation

E. coli et la plupart des especes a Gram négatif peuvent étre gardees de plusieurs fagons
suivant la période de conservation. Pour de longues périodes, la plus simple est d’ensemencer
la souche en « gélose profonde », dans un tube contenant un milieu gelosé : avec une anse
on introduit des bactéries a I’intérieur de la gélose, puis on scelle le tube.

Les isolats d’E. coli ainsi détectés et testés ont été conservés dans des tubes contenant
un milieu de conservation (Dimed) pour la réalisation d’un souchier et en vue d’une étude

moléculaire.

2.3. Etude moléculaire

L’¢étude moléculaire qui a suivi la caractérisation phénotypique des souches d’E. coli
a eté realisée au niveau du laboratoire de recherche M2iSH, INSERM/Université d’ Auvergne
1071, UCS INRA 2018 Clermont-Ferrand, France.

Une analyse phylogénétique a été réalisée afin de mieux caractériser les souches en fonction
de la classe phylogénétique a laquelle ils appartiennent. Par la suite, nous avons effectué
un criblage par PCR de 9 génes des souches EXPEC. Des souches de références ont été
sélectionnées comme témoins positifs (Annexe) et choisies en fonction de leurs appartenances
a un pathovar et a un groupe phylogénétique bien précis pour permettre la détermination

du profil génétique.
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2.3.1. Extraction de PADN

L'extraction d'/ADN a été réalisée par lyse thermique. Les bactéries ont été prélevées
du milieu de conservation et ont été mises en culture dans des tubes Falcon de 15 ml
avec 10 ml de bouillon LB « Lysogeny Broth » incubés a 37°C pendant 24 h. Afin d’obtenir
les lysats bactériens, la totalit¢é du volume du bouillon de culture obtenu comme décrit
précédemment a été centrifugée a 4800 rpm pendant 10 min suite a cela le culot a été repris
avec 1 ml d’eau distillée dans des tubes Eppendorf de 2 ml. Le contenu a été porté
a ébullition dans un ThermoStat plus Eppendorf a 95°C pendant 15 min, apres centrifugation
(10 000 rpm, 5 min, 4°C) le surnageant a été récupéré dans des tubes Eppendorf de 2 ml

et a été conservé a - 20°C jusqu'a analyse.
2.3.2. Analyse phylogénétique

Classer et déterminer le groupe phylogénétique des souches d'Escherichia coli permet
de donner des informations sur leurs pouvoirs pathogeénes et déterminer la relation entre
phylogroupe et génes de virulence etudiés. Le classement phylogénétique des souches
étudiees a ete realisé par PCR Multiplex décrite par Clermont et al. (2013). Cing génes sont
impliqués dans la détermination du groupe ; chuA, yjaA, TspE4.C2, arpA, trpA et permet de
classer les E. coli en 8 groupes : A, B1, B2, C, D, E, F et E. clades. L’analyse phylogénétique

a éete réalisée en trois étapes :

- PCR Quadruplex ; permet de classer les groupes B1, B2, F, A/C, D/E et E. clades.

- PCR Duplex (spécifique du groupe E) ; permet d’identifier les souches du groupe D
des souches du groupe E.

- PCR Simplex (spécifique du groupe C) ; permet d’identifier les souches du groupe A

des souches du groupe C.

Le réactif utilisé est le QIAGEN® Multiplex PCR Kit pour la réaction PCR Quadruplex
ainsi que la PCR Duplex spécifique du groupe E. La PCR Simplex du groupe C a été réalisée
avec la Tag Promega®. Les amorces utilisées dans cette étude (génes cibles, nom des amorces,
séquences oligo-nucléotidiques, taille des produits amplifiés et les références) sont présentées

dans le tableau 03.
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Tableau 04. Caractéristiques des amorces utilisées pour la détermination du phylogroupe.

Taille
de la Mix
PCR Geéne Amorce Séquence (5°—3’) région ()
amplifiee H
(pb)
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC 5
chuA 288
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 5
_ yjaA.lb CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 5
yJaA : 211
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG 5
Quadruplex
TspE4C2.1b | CACTATTCGTAAGGTCATCC 5
TspE4.C2 152
TSpE4C2.2b | AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 5
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC 12
arpA 400
ArpAL.r TCTCCCCATACCGTACGCTA 12
arpA 301
(Duplex) k ArpAgpE.r | GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 5
Controle trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC 3
trpA 489
Interne trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 3
imol trpA 219
(Simplex) trpAgpC.2 | TCTGCGCCGGTCACGCCC 5

Tableau 05. Composition du milieu réactionnel de PCR Quadruplex et la PCR Duplex.

Réactif Vol/tube (ul)
ADN 2
2X QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 6,25
5x Q-Solution 1,25
Mix amorces 1,25
H-0 bi-distillée 1,75
Total 12,5
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Tableau 06. Composition du milieu réactionnel de PCR Simplex.

Réactif Vol/tube (pl)
ADN 5
Taqg polymérase 0,25
Tampon 10
Amorce F 5
Amorce R 5
DNTP 1
H2O bi-distillée 23,75
Total 50

Tableau 07. Programme du thermocycleur pour I’amplification des génes de phylogroupage.

Dénaturation ) . L . . Elongation | Nombre
o Dénaturation | Hybridation Elongation .
initiale finale de cycles
Quadruplex | 95°C/5min 95°C/30sec | 56°C/30sec | 72°C/120sec | 72°C/10min 30
Duplex 95 °C/5 min 95°C/30sec | 60°C/30sec | 72°C/120sec | 72°C/10min 35
Simplex 95 °C /5 min 95°C/30sec | 62°C/30sec | 72°C/60sec | 72°C/10min 35

L’amplification a été révélée aux UV apres 30min a 30V dans une cuve électrophorétique
et dans un gel d’agarose a 2% contenant 5 pl de Clear Sight DNA Strain. Le marqueur
de poids moléculaire utilisé est le SF (100 pb - 1000 pb).

2.3.3. Criblage des facteurs de virulence

Dans le but de limiter le nombre de génes d’intérét a étudier, le criblage par PCR
des isolats d’E. coli pour les genes de virulence a été realisé sur 9 génes codants des facteurs
de virulence différents. Ces géenes ont été choisis en fonction de leurs pouvoirs pathogenes
et de leurs appartenances a un pathovar. Ainsi, chaque facteur de virulence est généralement
lié¢ a ’un des 8 pathovars étudiés qui se caractérisent par la présence d’un ou deux facteurs
de virulence ; pap et hlyA (UPEC), afa (DAEC afa/dr), ST1 (ETEC), invE (EIEC), stx1 et stx2
(EHEC/STEC), eaeA (EHEC, EPEC) et astA (EAEC).
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Notre recherche vise a cribler ces facteurs en comparaison avec les souches

de références citées précédemment (Annexe 02).

Les amorces utilisées (genes cibles, nom des amorces, séquences oligo-nucléotidiques,

taille des produits amplifiés) sont présentées dans le tableau 07.

Tableau 08. Caractéristiques des amorces utilisées pour la détermination du profil

de génétique de virulence.

Facteur de TaiIIe_ Témoins
. Geéne Séquence amorce (5°—3) de la région e
virulence s positifs
amplifiée (pb)
pili associated F : GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
with pap 328
pyelonephritis R : ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA -UTI 89
-CFT 073
F: AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT -536 Tour
Hémolysin hlyA 1177
R : ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
F: GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
afimbrial adhesins | afa/dr 792 C1845
R: CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
EAEC heat-stable F: ATGCCATCAACACAGTATAT
enterotoxinl astA 110 E17-2
(EAST-1) R : GCGAGTGACGGCTTTGTAGT
F: GATAAATCGCCATTCGTTGACTA
Shigatoxine 1 stx1 180
R : AGAACGCCCACTGAGATCATC
EDL 933
F : GGCACTGTCTGAAACTGCTCCT
Shigatoxine 2 stx2 254
R : TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
o F : CAGGTGAAACTGTTGCCGATC _EDL 933
Intimine eaeA 204 E2348/69
R : CCACCTGCAGCAACAAGAGG )
Ui srlE F:TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG
terotoxi ST1 160 H10407
enterotoxin R : GGCAGGATTACAACAAAGTTCACA
F: ATATCTCTATTTCCAATCGCGT
Reguemr el | o 382 E1286010
el R : GATGGCGAGAAATTATATCCCG

L’amplification génique a ¢été effectuée dans un milieu réactionnel (tableau 08)

contenant : de Pextrait d’ADN,

les amorces (Eurogentec®) et le master mix constitué

d’une Tag ADN polymeérase, 5x de tampon PCR (0,4M Tris-HCI, 0,1M (NH4)2SO4, 0,1% w/v
Tween-20), 2,5 mM MgCl;, 200 uM de chaque dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
Bue dye (equivalent migratoire a 3,5 - 4,5 kb de fragment d’ADN), Yellowdye (équivalent
migratoire a 35 - 45 kb de fragment d’ADN) (5x FIREPol® Master Mix, SolisBioDyne®).
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Tableau 09. Composition du milieu réactionnel de PCR pour la détermination du profil
de génétique de virulence.

Réactif Vol/tube (ul)
ADN 2
Master Mix 4
H20O bi-distillée 13
Amorces (F et R) 0,5
Total 20

Les programmes PCR utilisés pour chaque géne étudié ont été déterminés en fonction

de la taille de la région amplifiée et de la Tm des amorces utilisées (tableau 09).

Tableau 10. Programme du thermocycleur pour I’amplification des genes de virulence

prospectés.
Dér;re:'ic::;?;ion Dénaturation | Hybridation | Elongation Elc;?r?;';ion dNeOSSIZ

Pap 95 °C/5 min 95 °C/ 30 sec 56°C/30sec | 72°C/120sec | 72°C/10min 30
hlyA 95 °C /5 min 95 °C/ 30 sec 60°C/30sec | 72°C/120sec | 72°C/10min 35
afa/dr | 95°C/5min 95 °C /30 sec 62°C/30sec | 72°C/60sec | 72 °C/10min 35
astA 94 °C /5 min 94 °C /60 sec 55 °C /60 sec 72 °C /60 sec 72 °C /5 min 35
stx1 95 °C /5 min 95 °C /30 sec 58 °C /30 sec 72°C/60sec | 72°C/10min 30
stx2 95 °C /5 min 95 °C /30 sec 58 °C /30 sec 72°C/60sec | 72°C/10min 30
eaeA 95 °C /5 min 95 °C /30 sec 56 °C /30 sec 72°C/60sec | 72°C/10min 30
ST 96 °C /5 min 94 °C/ 30 sec 53 °C/30sec 72°C/60sec | 72°C/7 min 30
InvE 96 °C /5 min 94 °C/ 30 sec 55 °C /30 sec 72°C/60sec | 72°C/7 min 30
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La migration des génes amplifiés s’est faite en ajoutant 5 pl de Clear Sight DNA Strain
(Euromedex®) (alternative non cancérigéne au BET) pour 100 ml de gel d’agarose a 2%
pour ’amplifiant des genes de moins de 1000 pb et & 1% pour celui de plus de 1000 pb.
10 ul de chaque amplifiant a été déposé sur le gel et a subi une électrophoréese en tampon TBE
1X (Euromedex®) pendant 25 min a 30 V (Mupid®One). Les fragments d’ADN amplifiés
ont été révélés aux UV.

La concordance du poids moléculaire des fragments amplifiés avec celui des fragments
attendus a été vérifiée grace a des marqueurs de taille de 100 pb - 1000 pb du Smart Ladder
SF (Eurogentec®) et de 200 pb - 1 kb du Smart Ladder SL (Eurogentec®).

3. Etude statistique

L'analyse statistique descriptive a été réalisée a laide de SPSS® V21.
Toutes les données: sexe, &ge, génes de virulence et les phylogroupes ont été analysés
et les associations significatives entre les différentes données ont été réalisees a l'aide
du test Chi-Square, et le lest exact de Fisher. La significativité statistique a été fixée
ap<0,05.
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1.  Prélévements obtenus
1.1. Source du prélévement biologique

Cent soixante-quinze souches d’Escherichia coli ont été prélevées au sein du laboratoire
de Bactériologie du CHU Benbadis de Constantine (Algérie). Ces souches ont été isolées
de patients hospitalisés et ambulatoires d’age et de sexe différents provenant de différents
services. Ces services peuvent avoir deux types d’abréviations. La distribution

des préléevements par service est répartie comme suit :

Traitements Ambulatoires (TA) : 47, Infectieux (Inf)(Ctx) : 23, Chirurgie (Chr)(FA-HA) :
20, Médecine Interne (MI)(FB-HB) : 11, Gastro-Entérologie (G-E) : 10, Hémodialyse (Hmd) :
10, Réanimation (Rea) : 8, Réanimation des Urgences Chirurgicales (RUC) : 6, Gynécologie
(Gyn)(Go) : 5, Urgences Chirurgicales (UrCh)(Soa) : 4, Urologie (Uro) : 4, Centre des Brilés
(CBr) : 3, Urgences Médicales (UrMd)(Um) : 3, Pédiatrie (Ped) : 3, Pneumologie (Pnm) :
3, Orthopedie (Ort)(Oa): 3, Cardiologie (Card): 3, Centre des Prélévements (CP):
2, Neurologie (Neu): 2, Hématologie (Hmt): 1, Dermatologie (Der): 1, Ophtalmologie
(Oph) : 1, Protection sanitaire (PS) : 1, Médecine Légale (ML) : 1 (figure 13).

Hmt, 1 Oph,
Neu, 2 Der, 1 1 PS, 1

ML, 1

Figure 13. Nombres de prélévements obtenus par service.

46



Résultats

1.2. Nature du prélévement biologique

Les isolats proviennent de divers prélévements biologiques et sont a majorité
d’origine urinaire et & moindre degré d’origine purulente (pus) comme suit : urines (97),

pus (34), sang (18), ponction péritonéale (16), ponction pleurale (10).

6% Nature des prelévements (%0)

i Urines

M Pus

i Sang

M Liquide péritonéal
u Liquide pleural

Figure 14. Répartition des souches d’E. coli isolées selon la nature biologique du prélévement.

2. Parameétres cliniques
2.1. Age du patient

Les prélevements obtenus ont été classés en catégorie de groupes d’age, du fait qu’ils
proviennent des services de pédiatrie et d’autres services recevant des adultes, jeunes adultes
et seniors ainsi que l’ambulatoire avec toutes les tranches d’age. Les résultats sont les
suivants : 0-2 ans (18,28%), 2-10 ans (7,43%), 11-20 ans (6,28%), 21-30 ans (8,57%),
31-40 ans (6,86%), 41-50 ans (12%), 51-60 ans (10,86%), 61-70 ans (8%), 71-80 ans
(16%) et 81-90 ans (5,71%).

20% -
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Figure 15. Histogramme représentant la répartition des patients par tranche d’age.
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2.2. Sexe du patient

Sur un total de 175 souches, 106 proviennent de patients de sexe féminin et 69 de sexe

masculin.

M Homme
M Femme

Figure 16. Répartition des souches d’E. coli isolées en fonction du sexe des patients.
3. Analyse bactériologique

Les prélevements ont été répartis en deux groupes ; le premier représente les urines

et le second englobe tous les autres prélevements.

3.1. ldentification des E. coli

Une premiére identification macroscopique permet de cibler les souches E. coli
sur milieu Hektoen, généralement les colonies d’E. coli sont moyennes, régulieres a bordure
nette, plates laissant apparaitre en leurs centres une coloration plus foncée d’ou le terme
« centre ombiliqué », de 2 a 3 mm de diameétre, de couleur saumon. Certaines colonies

peuvent étre humides et brillantes alors que d’autres sont séches et mates.

Figure 17. Aspect des colonies d’E. coli sur milieu Hektoen.
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3.2. Caractérisation biochimique

L’appartenance a l’espéce E. coli a été confirmée par des tests biochimiques
qui englobent le métabolisme glucidique et protéique de la bactérie. Les résultats attendus

et obtenus sont indiqués dans le tableau 11.

Tableau 11. Réactions attendues des différents milieux utilisés pour I’identification
biochimique d’Escherichia coli.

Présence d’acides organiques +
Production d’AMC -
Présence de la B-galactosidase i

Utilisation du Citrate =

Fermentation du Glucose +
Utilisation du N
Lactose + Saccharose
Production du H2S +
Fermentation du Mannitol +
Mobilité de la souche +
Présence d’Uréase -
Production d’Indole +
Production de la catalase +

Néanmoins il existe quelques rares souches qui ne répondent pas au profil du tableau
ci-dessus, mais qui sont identifiées et référencées comme étant bel et bien des souches E. coli
si I’étude macroscopique des colonies ainsi que les autres critéres biochimiques sont validés.

Parmi les criteres qui peuvent varier ; la mobilité.
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4, Escherichia coli issues d’infections urinaires
4.1. Paramétres cliniques
4.1.1. Age du patient

L'4ge moyen était de 55.84 ans ; 51,6 ans pour les femmes et 60,08 ans pour
les hommes. Sur le total des 97 souches, 22.68% (n = 22) provenaient de nourrissons
de moins de 2 ans. Les résultats des autres tranches d’age sont les suivants : 2-10 ans (4,12%),
11-20 ans (4,12%), 21-30 ans (6,19%), 31-40 ans (7,22%), 41-50 ans (9,28%), 51-60 ans
(12,37%), 61-70 ans (9,28%), 71-80 ans(17,53%) et 81-90 ans (7,22%),

4.1.2. Sexe du patient

Sur les 97 souches, 64,95% (n = 63) provenaient de femmes et 35,05% (n = 34)

d'hommes atteints d'infection urinaire.

i Homme
M Femme

Figure 18. Répartition des souches d’E. coli isolées d’infections urinaires en fonction
du sexe des patients.

12 -

= 1%

= 10

S g+

(7]

8 6

%’_ 4 - = Male

> 2 m Female
0

S S S OSSOSO

SER AN AN SN SRS RPN T
MRNERUEROERROEROIR IR
Groupes d'age (an)

Figure 19. Distribution des groupes d’age et du sexe des patients atteints d’infections urinaires.

50



Résultats

4.2. Examen cytobactériologique

Parmi un total de 352 échantillons d'urine provenant de patients présentant
des symptdomes urologiques d'infection wurinaire (urgence urinaire, incontinence
par impériosité, dysurie, vessie douloureuse, douleur au flanc, douleur dorsale et pour les
enfants de moins de 2 ans : fievre, diarrhée, vomissements, ictére léger et autres symptomes
non-spécifiques), 97 échantillons ont été considérés positifs a une infection urinaire par
E. coli et identifiées par examen cytobactériologique puis confirmées par tests biochimiques.

- Aspect de D’urine : habituellement jaune plus ou moins foncée et est transparente.
Lors d’infections, 1’urine peut étre trouble, claire, purulente ou hémorragique.

- Examen microscopique : dans une urine saine, il y a essentiellement des globules
rouges (hématies), des globules blancs (leucocytes), des cellules épithéliales
et peut y avoir des germes. La détection sous microscope de ces éléments ne signifie
pas forcément une infection.

- Dénombrement: on parle d’une infection wurinaire lorsque la leucocyturie

est supérieure a >10*/ml et la bactériurie dépasse le seuil de >10%ml pour E. coli.

4.3. Détermination de la résistance aux antibiotiques (antibiogramme)

Tous les isolats d'E. coli ont été soumis au méme test de sensibilité aux antibiotiques
et dans les mémes conditions.

Les résultats de D’antibiorésistance ont révélé une résistance plus élevée pour
I'amoxicilline et la ticarcilline a égalité (85,6%) suivies par la pipéracilline (83,5%),
I'amoxicilline-clavulanate (69,1%), triméthoprime-sulfaméthoxazole (45,4%). Les résistances

les plus faibles étaient de 2,1% pour lI'imipénem et de 1% pour la colistine (tableau 12).

100% - q |'| i N
80% -
fl
00% - _ M Resistant
40% - ‘ M Intermédiaire
20% - ' | wSensible
R S i

Figure 20. Histogramme des profils de résistance aux antibiotiques des isolats d'E. coli
provenant de patients atteints d'infection urinaire.
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Dans cette étude, 72,2% (n = 70) des isolats étaient considérés comme des souches
multirésistantes (MDR). Dix isolats étaient sensibles a tous les antibiotiques étudiés. Des

isolats résistants a tous les antibiotiques étudiés n‘ont pas éte observés.

Tableau 12. Profils de résistance aux antibiotiques des isolats d'E. coli provenant de patients
atteints d'infection urinaire.

Antibiotiques Résistants | Intermédiaires Sensibles
No % No % No %

Amoxicilline (amx) 83 | 85,6 0 14 14,4
Amoxicilline-Ac clavulanique (amc) 67 | 69,1 1 1 29 29,9
Ticarcilline (tic) 83 | 85,6 0 14 14,4
Piperacilline (pip) 81 | 835 0 16 16,5
Cefazoline (cfz) 35 | 361 0 62 63,9
Cefoxitine (fox) 5 5,2 1 1 91 93,8
Cefotaxime (ctx) 25 | 25,8 1 1 71 73,2
Imipenem (ipm) 2 2,1 0 95 97,9
Gentamycine (gen) 28 | 28,9 0 69 71,1
Amikacine (amk) 8 8,2 5 5,2 84 86,6
Ac nalidixique (nal) 36 | 37,1 0 61 62,9
Ciprofloxacine (cip) 27 | 27,8 0 70 72,2
Sulfamethoxazole-Trimethoprim (sxt) 44 | 454 0 53 54,6
Colistine (cst) 2 2,1 0 95 97,9
Chloramphenicol (chl) 11 | 11,3 3 3,1 83 85,6
Nitrofurantoine (nit) 8 8,2 4 4,1 85 87,6
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4.4. Etude moléculaire
4.4.1. Profil phylogénétique

Le groupe phylogénétique prédominant dans notre étude était B2 (45,36%) suivi de D
(12,37%), B1 (11,34%), E (9,28%), C (8,25%), F (3,09%) et A (1,03%). Il a été observé

que pour 9,28% des isolats, le phylogroupage donnait des résultats inconnus (inclassables).

Distribution des groupes phylogénétiques
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B2
mC
WD
ME
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Figure 21. Répartition des groupes phylogénétiques des souches E. coli issues d’infections
urinaires.
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Figure 22. Profils des phylogroupes sur électrophorése sur gel d'agarose des souches 1 a 12
étudiées. (M; 1kb smart ladder, 1-12; résultats de la PCR). Génes du phylogroupe ; arpA
(400pb), chuA (288 pb), yjaA (211 pb), TspE4C2 (152 pb).
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4.4.2. Prévalence des génes de virulence

Dans nos échantillons étudiés, 84,54% des isolats possédaient au moins un des genes
de virulence prospectés, tandis que 15,46% ne présentaient aucun de ces geénes.
Le gene astA a été détecté avec la prévalence la plus élevée (47,42%), suivi de hlyA (41,24%),
la fréquence la plus faible était celle du gene invE avec 4,12%. Les génes stxl, stx2,

eaeA et ST1 étaient négatifs pour toutes les souches étudiées (tableau 13).

Tableau 13. Prévalence des génes de virulence des E. coli issues d’infections urinaires.

Total des souches (n=97)
Geénes
No %
astA 46 47,42
hlyA 40 4124
pap 35 36,08
afa 24 24,74
invE 4 412
stx1 0 0
Stx2 0 0
eaeA 0 0
ST1 0 0
H pap
® hlyA
50% -
M afa
40% - o astA
30% - M stx1
20% - i Stx2
kd eacA
10% -
MST1
0,
0% L invE

Figure 23. Histogramme représentant la prévalence des genes de virulence
des E. coli issues d’infections urinaires.
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4.4.3. Prévalence des génes de virulence chez les patients ambulatoires et hospitalisés

Le nombre de souches UPEC isolées était plus élevé chez les patients hospitalisés
63,92% (n=62) que chez les patients ambulatoires 36,08% (n=35). Les résultats ont révélé une
association significative entre E. coli provenant de patients hospitalisés ayant des infections

urinaires et les génes pap et hlyA (p-0,041 et p-0,019 respectivement) (tableau 14).

Tableau 14. Prévalence des genes de virulence de E. coli issues d’infections urinaires
chez les patients hospitalisés et ambulatoires.

Souches de Souches de
N patients patients 5 )
Gene hospitalisés | ambulatoires X | pvalue
(n=62) (n=35)
Présent 27 19
astA 1,03 | 0,309
Absent 35 16
Présent 31 9
hilyA 545 | 0,019
Absent 31 23
Présent 27 8
pap 415 | 0,041
Absent 35 27
Présent 15 9
afa 0,03 | 0,867
Absent 47 26
Présent 3 1
invE 0,22 | 0,637
Absent 59 34

4.4.4. Profil phénotypique des génes de virulence

Parmi 97 souches, le profil le plus fréquemment détecté était astA* dans 13 souches
suivi des associations a deux genes pap*hlyA* détectées dans 12 souches et hlyATastA*
sur 11 souches, pap™astA™ et afa*astA* ont été trouvés dans 5 souches. L’association
de trois genes pap*hlyA*astA*™ a été trouvée dans 6 souches et hlyA*afa*astA* dans 2.

Une seule a montré la présence de 5 genes pap hlyA*afa™astA*invE™ (tableau 15).
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Tableau 15. Profil phénotypique des genes de virulence des E. coli

issues d’infections urinaires.

No. de souches

Profils des genes de virulence | No. de génes (n=97)
No %

Absence de gene 0 15 15,5
pap” 1 7 7,2

hlyA* 1 3 31

afa* 1 10 10,3

astA™ 1 13 13,4

papThlyA™ 2 12 12,4
pap*afa® 2 2 2,1
pap*astA* 2 5 5,2
hlyA*afa® 2 1 1

hlyA*astA* 2 11 11,3
afa*astA* 2 5 5,2
paphlyATastA* 3 6 6,2
hlyA*afa*astA™ 3 2 2,1
hlyA*astA* invE* 3 1 1
paphlyA*tafa™astA* 4 1 1
hlyA* afa*astA*invE* 4 1 1
pap*hlyA*afa*invE+ 4 1 1
pap*hlyATafa™astAinvE™* 5 1 1

4.4.5. Distribution des génes de virulence en fonction du groupe phylogénétique

Dans le phylogroupe B2, la prévalence des genes de virulence était significativement

plus élevée, avec une fréquence de 95,5% au sein des souches possédant au moins un géene

de virulence (p-0,006) (tableau 16). Le méme phylogroupe a montré une association

significative avec les trois génes de virulence pap, hlyA et invE (p-0,002, p-0,001 et p-0,025

respectivement) (tableau 17).

De plus, il y avait une association significative, présentée dans le tableau B, entre les génes
Bl et pap, hlyA (p-0,049 et p-0,021 respectivement) ; E et le gene afa (p-0,024),

ainsi que les souches inclassables avec le géne astA (p-0,008).
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Tableau 16. Répartition des groupes phylogénétiques avec au moins un géne de virulence.

Souches avec au moins | Souches sans géne de
Groupe . : : )
hvlogénétiaue un gene de virulence virulence X p-value
Phylog g No % No %
A 1 100 0 0 0.18 0.667
Bl 5 455 6 54.5 1450 | 0.0001
B2 42 95.5 2 4.5 7.34 0.006
C 6 75 2 25 0.61 0.436
D 8 66.7 4 33.3 3.34 0.067
E 8 88.9 1 11.1 0.14 0.704
F 3 100 0 0 0.57 0.451
Inconnu 9 100 0 0 1.81 0.177

4.4.6.

d’infections urinaires

Quatre souches hybrides EXPEC/INPEC ont été détectées dans

Détection d’hybride EXPEC/INPEC obtenus a partir de patients atteints

les urines,

toutes portaient le gene invE. L’ensemble de ces souches étaient associées au gene hlyA,

leurs associations avec des marqueurs de virulence EXPEC typiques leur conférent le statut

d'hybrides. L'origine phylogénétique de ces hybrides est la méme, elles appartiennent

au phylogroupe B2 (tableau 18).

Tableau 18. Souches hybrides EXPEC/INPEC obtenues a partir de patients atteints

d’infections urinaires

Hybride INPEC ExXPEC EXPEC/InPEC
EXPEC/INPEC | phylogroupe | marqueurs | marqueurs marqueurs
Identifiant invE pap | hlyA | afa astA
42 B2 + + + + +
75 B2 + - + + +
138 B2 + - + - +
151 B2 + + + + -
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Tableau 17. Association entre les genes de virulence et les groupes phylogénétiques.

Geéne de virulence

Phylogroupe astA hlyA pap afa invE

Présent | Absent| X2 | P-value | Présent| Absent| X2 | P-value | Présent| Absent| X2 | P-value | Présent | Absent| X2 | P-value | Présent | Absent| X? | P-value
Présent 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1

A 1,12 0,289 0,71 | 0,399 0,57| 0,450 0,33| 0,564 0,04| 0,834
Absent 45 51 40 56 35 61 24 72 4 92
Présent 5 6 1 10 0 11 1 10 0 11

B1 0,02| 0,889 529 | 0,021 3,86| 0,049 1,63| 0,201 0,53| 0,465
Absent 41 45 39 a7 23 63 23 63 4 82
Présent 20 24 26 18 23 21 11 33 4 40

B2 0,13| 0,723 10,59 0,001 9,15| 0,002 0,00| 0,957 5,03| 0,025
Absent 26 27 14 39 12 41 13 40 0 53
Présent 4 4 1 7 1 7 1 7 0 8

C 0,02| 0,878 2,97 | 0,084 2,10| 0,147 0,70| 0,363 0,38 | 0,540
Absent 42 47 39 50 34 55 23 66 4 85
Présent 3 9 4 8 2 10 4 8 0 12

D 2,76 | 0,096 0,35 | 0,552 2,24 0,134 0,54| 0,461 0,59 | 0,442
Absent 43 42 36 49 33 52 20 65 4 81
Présent 3 6 3 6 4 5 5 4 0 9

E 0,79| 0,374 0,23 0,631 0,30| 0,583 5,06| 0,024 0,43| 0,513
Absent 43 45 37 52 31 57 19 69 4 84
Présent 2 1 0 3 2 1 0 3 0 3

F 0,46| 0,497 2,17 | 0,140 1,26| 0,262 1,02 0,313 0,13| 0,715
Absent 44 50 40 54 33 61 24 70 4 90
Présent 8 1 5 4 3 6 2 7 0 9

Inclassable 6,84| 0,008 0,84 0,359 0,03| 0,856 0,03| 0,854 0,43| 0,513
Absent 38 50 35 53 32 56 22 66 4 84
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5. Escherichia coli issues de diverses infections extra-intestinales

Dans notre étude, la collecte successive d'E. coli a partir de différentes infections extra-
intestinales a aboutis & une proportion plus élevée de souches issues du pus par rapport aux

autres prélevements.

5.1. Parametres cliniques
5.1.1. Age du patient

Sur la totalité des 78 souches issues de diverses infections, les résultats des tranches
d’age sont les suivants : 0-2 ans (12,82%), 2-10 ans (11,54%), 11-20 ans (8,97%), 21-30 ans
(11,54%), 31-40 ans (6,41%), 41-50 ans (15,38%), 51-60 ans (8,97%), 61-70 ans (6,41%),
71-80 ans (14,10%) et 81-90 ans (3,85%) (figure 24).
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Figure 24. Histogramme représentant la répartition des patients atteints de différentes
infections par tranche d’age.

5.1.2. Sexe du patient

Sur les 78 souches, 55,13% (n = 43) provenaient de femmes et 44,87% (n = 35)

d'hommes.

M Homme
M Femme

Figure 25. Réparation des souches d’E. coli isolées de différentes infections en fonction
du sexe des patients.
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5.2. Détermination de la résistance aux antibiotiques (antibiogramme)

L’antibiogramme a montré que la résistance la plus élevée était a I’amoxicilline (74,4%)
suivie de pres par la ticarcilline et la piperaciline, les deux a 73,1%, et amoxicilline-ac
clavulanique a 62,8%. Les résultats ont révélé aussi une sensibilité totale a la colistine,

I’imipénem a 96,2% suivie de I’amikacine et la nitrofurantoine a 92,3% (tableau 19).

Tableau 19. Profils de résistance aux antibiotiques des isolats d'E. coli provenant de patients
atteints de différentes infections.

58 74,4 0 20 25,6
49 62,8 1 1,3 28 359
57 78,0 0 21 26,9
S7 73,1 0 21 26,9
43 55,1 0 35 44,9
6 7,7 0 72 92,3
27 34,6 0 o1 65,4
3 3,8 0 75 96,2
16 20,5 0 62 79,5
3 3,8 3 3,8 72 92,3
36 46,2 1 13 41 52,6
25 32,1 8 10,3 45 57,7
40 ail,3 0 38 48,7
0 0 0 78 100
12 15,4 0 66 84,6
4 51 2 2,6 72 92,3
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Figure 26. Histogramme des profils de résistance aux antibiotiques des isolats

d'E. coli provenant de patients atteints de differentes infections.

5.3. Etude moléculaire

5.3.1. Profil phylogénétique

Le groupe phylogénétique prédominant dans notre étude était B2 (28,21%) suivi de B1
(19,23%), E (12,82%), F (8,97%), C (8,97%), A (6,41%), D (6,41%) et le E. clades (2,56%).

Il a été observé que pour 6,41% des isolats, le phylogroupage donnait des résultats inconnus.

Distribution des groupes phylogénétiques

—
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M B2
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Figure 27. Répartition des groupes phylogénétiques des souches E. coli issues
de différentes infections extra-intestinales.
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5.3.2. Prévalence des génes de virulence

Dans notre échantillon d’étude, 58,97% des isolats avaient au moins un des genes
de virulence prospectés, tandis que 41,03% ne présentaient aucune présence de ces genes.
Le gene pap a été détecté avec la prévalence la plus élevée (30,77%), suivi de I'astA
(29,49%). La fréquence la plus faible était celle du gene eaeA avec 6,41%. Les genes stx1,

stx2 et ST1 étaient négatifs pour toutes les souches étudiées (tableau 20).

Tableau 20. Prévalence des génes de virulence des E. coli issues de différentes infections
extra-intestinales.

M pap
350 - H hlyA
30% - i afa
2504 - M astA
20% - M Stx1
15% - I Stx2
10% - i eaeA
5% - MST1
0% uinvE

Figure 28. Histogramme représentant la prévalence des génes de virulence des E. coli
issues de différentes infections extra-intestinales.
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5.3.3. Prévalence des génes de virulence chez les patients ambulatoires et hospitalisés

Le nombre de souches E. coli isolées de différentes infections était nettement plus élevé
chez les patients hospitalisés 84,62% (n=66) que chez les patients ambulatoires 15,38%
(n=12). Les résultats n’ont révélé qu’une association significative entre E. coli provenant

de patients ambulatoires et le géne eaeA (p-0,023) (tableau 21).

Tableau 21. Prévalence des genes de virulence de E. coli issues de différentes infections
extra-intestinales chez les patients hospitalisés et ambulatoires.

Souches de Souches de
\ patients patients 9 _
Gene hospitalisés | ambulatoires X* | prvalue
(n=66) (n=12)

Présent 20 4

pap 0,04 | 0,539
Absent 46 8
Présent 9 2

hlyA 0,08 | 0,536
Absent 57 10
Présent 6 0

afa 1,18 | 0,353
Absent 60 12
Présent 18 5

astA 1,01 | 0,248
Absent 48 7
Présent 2 3

eacA 8,17 | 0,023
Absent 64 9
présent 4 2

invE 1,61 | 0,228
Absent 62 10

5.3.4. Profil phénotypique des génes de virulence

Parmi les 78 souches étudiées, le profil le plus fréquemment détecté était astA™
dans 10 souches. L’association a deux géenes la plus représentée était pap*hly™ retrouvée
dans 9 souches, suivies de I’association astA"pap* dans 5 souches. Trois profils d'associations
a trois génes pap*astA*invE", hlyATastATinvE* et astA'eaeATinvE" ont été trouvés
dans une souche chacun. Le plus grand nombre d'associations de genes était de quatre
pap*hlyA*astATinvE™, retrouvé une seule souche issue du sang (tableau 22).
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De plus, les résultats ont révélé deux associations significatives, représentées
dans le tableau 23, entre le gene afa et le pus (p-0,005) et entre le géne invE et le sang
(p-0,023).

Tableau 22. Profils phénotypiques des génes de virulence des E. coli issues de différentes
infections extra-intestinales.

17 pus, 4 sang,
o, ) 31 39,74
4 liquide péritonéal, 6 fluide pleural
4 pus, 2 sang, 3 liquide péritonéal,
P J ) d P 10 12,82
1 fluide pleural
3 pus, 2 sang,
. p_ ) ° 7 8,97
2 liquide péritonéal
2 pus, 3 sang,
) p. ) : 6 7,69
1 liquide péritonéal
3 pus, 2 sang,
- -p ) . 9 11,53
2 liquide péritoneéal, 2 fluide pleural
1 pus, 3 liquide péritonéal, 1 fluide
P . P 5 6,41
pleural
1 pus, 1 liquide péritonéal 2 2,56
1 pus, 1 sang 2 2,56
1 pus, 1 sang 2 2,56
1 sang 1 1,28
1 pus 1 1,28
1 sang 1 1,28
1 sang 1 1,28
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Tableau 23. Association entre les génes de virulence et les divers prélévements cliniques.

4
1,48 0,166 0,07 0,501 3,49 0,061 0,46 0,366
26 28 12 42 8 46 6 48
4 7 3 8 2 9 2 9
0,27 0,427 0,13 0,491 0,04 0,599 0,33 0,429
30 37 15 52 14 53 8 59
6 0 3 3 1 5 0 6
8,41 0,005 2,65 0,131 0,06 0,642 0,96 0,426
28 44 15 57 15 57 10 62
7 16 7 16 6 17 2 21
2,30 0,102 0,99 0,238 0,62 0,308 0,50 0,384
27 28 11 44 10 45 8 47
2 3 2 3 1 4 1 4
0,03 0,622 0,86 0,325 0,00 0,729 0,25 0,506
32 41 16 57 15 58 9 64
2 4 4 2 0 6 0 6
0,28 0,467 6,96 0,023 1,68 0,239 0,96 0,426
32 40 14 58 16 56 10 62

5.3.5. Distribution des génes de virulence dans les groupes phylogénétiques

Dans le tableau 24, les résultats obtenus révélent une association significative entre le phylogroupe B2 et les genes pap et hlyA
(p-0,005 et p-0,001 respectivement), ainsi qu’entre le phylogroupe E et le gene afa (p-0.025). Les données ont également montré une relation

significative entre le groupe inconnu et trois génes de virulence astA, eaeA et invE (p-0,024, p-0,001 et p-0,002 respectivement).
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Tableau 24. Association entre les genes de virulence et les groupes phylogénétiques de souches d’E. coli issues de diverses infections
extra-intestinales.

-- ! 0,29 , 0,5093 0 > 088 0457 0 045 0,662 g ’ 028 , 0,463 0 > 037 , 0711 0 > 045 , 0,662
Bl = | > | u e [ e | e | 2| 2 [ 5 | = N ° | 7 [
-- ‘ H 0,15 , 0481 2 13 001 , 0,645 0 10 1,55 | 0,264 ’ 1 0,80 , 0,287 ! 1 0,00 , 0,667 ! e 003 , 0675
Bl >~ | < e | = ] ¢ |y P o | e | 4 | e R s | e
-- 12 10 813 . 0,005 8 1 12,54 | 0,001 2 20 0,08 0,546 ! 18 1,88 0,135 0 2 2,10 . 0,180 2 20 008 , 0546
Bl 2|« | 8| s ] 4 | o | s ] s | s R 4 | o=
-- ! o 098 0,301 0 ! 1,26 , 0,329 0 ! 064 0557 2 > 0,00 , 0,662 0 ! 053 , 0616 0 ! 064 , 0557
Bl = | = | | | o ] e s [T & | s ] s | e R s | e R
- ! ¢ 029 0509 0 > 088 0457 ! ! 1,14 0337 ! ! 023 , 0536 0 > 037 , 0711 0 > 045 , 0,662
Bl = | > | v e P s e [T 2 | e [ BEE BEEE 22|00
- 2 8 0,62 0,348 0 10 1,88 , 0,197 ’ 8,04 0,025 ! o 061 , 0,330 0 10 079 , 0,493 0 10 096 , 0426
Bl 2| < | | ] e | s | s | e [ BN B
-- ! ® 098 0,301 ! ® 0,00 , 0,670 0 064 0557 2 > 0,00 , 0,662 0 ! 053 , 0616 0 ! 064 , 0557
Bl = | = | o | s PR e | e [T 2 | s [ 5 | NI ¢ | ¢ I
-- 0 2 091 , 0476 0 2 034 0736 0 0,17 = 0851 ! ! 042 0505 ! ! 650 0,124 0 ? 017 , 0,851
Bl > | =2 | | s ] e | e P 2 | s [ s 4 RN
-= 2 ’ 021 . 0,490 0 > 088 0457 0 045 0,662 ! ! 6,56 , 0,024 3 2 25,57 , 0,001 ’ 20,59 , 0,002
22 51 | ‘ | 11 62 | | | 6 67 ‘ | 19 54 | ‘ 2 71 | | 3 70 ‘ ‘ ‘
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5.3.6.Détection d’hybride EXPEC/INPEC obtenus a partir de patients atteints

de diverses infections extra-intestinales

La prospection de souches hybrides dans les prélevements de diverses infections
extra-intestinales a E. coli en a révélée dix. Cing d'entre elles portaient le géne invE,
quatre souches portaient le gene eaeA et une seule souche comprenait a la fois invE et eaeA.
Sur I’ensemble de ces souches, huit étaient associées au géne astA. De plus, cing hybrides
ont été détectés dans les échantillons de sang, quatre dans le pus et un seul dans le liquide
péritonéal.

L'origine phylogénétique de ces hybrides differe, cing d'entre eux appartiennent au groupe

inconnu (inclassable), deux au B1, deux au B2 et un au E. clades (tableau 25).

Tableau 25. Souches hybrides EXPEC/INPEC obtenues a partir de patients atteints de diverses
infections extra-intestinales.

Pus Inclassable
Pus Bl - + - + - +
Liquide péritonéal | Inclassable + - + - - -
Sang Inclassable + + - - - +
Pus Bl + - + - - -
Pus E. clades + - - - - n
Sang Inclassable - + + - - +
Sang B2 - + + + - I
Sang B2 - + - - - +
Sang Inclassable + - - - - +
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Discussion

1. E. coli issues d’infections urinaires

Escherichia coli peut provoquer un large éventail de maladies humaines qui s'étendent
du tractus gastro-intestinal aux sites extra-intestinaux. Ces derniéres (EXPEC) désignent
des souches d'E. coli capables de provoquer des infections telles que bactériémie,
meningite, infections des voies urinaires, pneumonie et autres infections des tissus mous
(Poolman et Wacker, 2016 ; Manges et al., 2019). Leur pouvoir pathogéne associé a une
résistance accrue aux antibiotiques ont fait un Vvéritable probleme de santé publique
(Tamadonfar et al., 2019 ; Da-Silva et al., 2020). De plus, I'émergence de nouveaux hybrides
inquiéte les personnels de santé qui se sentent de plus en plus démunis.

Elle est également considérée comme I’agent étiologique prédominant des infections urinaires
(Bower et al., 2005 ; Jahandeh et al., 2015). Une bonne compréhension de la relation étroite
entre les bactéries et la maladie peut aider a prévenir et a pallier a ce probleme.
De nombreuses études a travers le monde ont été conduites sur ce sujet. Nous avons cherché
a nous pencher sur le sujet. Dans cette section, nous discutons et comparons nos résultats

avec d'autres études similaires.

Dans notre étude, la fréquence des infections des voies urinaires chez les patientes
était supérieure a celle des hommes (figure 18). Nos resultats sont en accord avec d'autres
études précédemment rapportées dans ce domaine (Wang et al., 2014 ; Dadi et al., 2020), qui
indiquent une incidence d’environ quatre fois plus élevée chez les femmes que chez les
hommes. Cette différence s'explique principalement par la longueur plus courte de l'urétre et
une distance plus courte entre l'anus et l'ouverture urétrale chez la femme. Cependant, les
infections urinaires sont plus graves chez les hommes, car souvent associées a une prostatite
(Subashchandrabose et al., 2015). De plus, il a été suggéré que le risque accru d'infection
urinaire chez les femmes enceintes est di notamment a des changements physiologiques
(Ramos et al., 2012 ; Johnson et al., 2021).

Environ 50% des femmes ont eu au moins une infection urinaire au cours de leur vie
(Aydin et al., 2015). Prés de 25% des personnes ayant eu une infection urinaire contracteront
au moins une autre récidive dans les 6 mois suivant l'infection initiale, méme apres
un traitement avec des antibiotiques appropriés. Ceci peut s'expliquer par l'augmentation
plus importante des E. coli résistantes aux antibiotiques et par le réservoir intracellulaire
quiescent (Lewis et al., 2016). Les conditions d'hygiéne et le niveau socio-économiques

peuvent contribuer a lI'amplification du nombre de cas.
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Nos résultats ont montré que 22,7% des nourrissons de moins de 2 ans avaient
une infection urinaire. Confirmant que les nouveau-nés et les nourrissons sont plus
susceptibles d'étre touchés. Cette vulnérabilité est due a un développement incomplet de leur
systeme immunitaire (Chang et al., 2006 ; Montini et al., 2011).

Il a été rapporté que l'incidence des infections urinaires diminue a I'dge adulte,
mais augmente chez les personnes agées, ce qui est cohérent avec nos résultats (Figure 19).
Plusieurs facteurs de risque contribuent au développement des infections urinaires
chez les personnes agées, cela est notamment lié aux modifications du systéme
immunitaire et a un nombre croissant de comorbiditées (Rowe et al., 2013;

Gonzales-Rodriguez et al., 2020).

Nos résultats montrent une corrélation significative entre E. coli provenant de patients
hospitalisés avec des infections urinaires et les genes pap et hlyA (p-0,041 et p-0,019
respectivement) (tableau 14). Ces genes pourraient étre considérés comme biomarqueurs
potentiels. La fréquence élevee des patients hospitalisés par rapport aux patients ambulatoires
observée dans notre population est en accord avec des éetudes menées en Tunisie
(Tarchouna et al., 2013) et en Allemagne (Toval et al., 2014). L'un des facteurs de risque
des infections urinaires est l'utilisation prolongée du cathéter et représente jusqu'a 80%
des infections nosocomiales (Parker et al., 2017), en grande partie en raison de la capacité
des bactéries a établir un biofilm sur le cathéter qui résiste aux mécanismes de la défense

de I'n6te et aux antibiotiques (Rowe et al., 2013).

Les résultats du test de sensibilité aux antimicrobiens présentés dans cette étude (tableau
12) montrent que 72,2% des isolats étaient considérés comme MDR avec une résistance
élevée a l'amoxicilline 85,6%, ce qui est comparable a une étude menée en lrak,
93,62% (Ibrahim et al., 2020), suivie par la pipéracilline 83,5%, tres similaire a I'étude menée
en Chine, 76,8% (Wang et al., 2014), mais supeérieure a l'étude menée en Roumanie,
19,18% (Cristea et al., 2019). Dans notre étude, le taux de résistance a I'amoxicilline-acide
clavulanique était de 69,1%, ce qui est inférieur aux études menées en lIrak, 96,45%
(lorahim et al., 2020) et en Egypte, 86,7% (EI-Mahdy et al., 2021), mais supérieur aux études
menées en Ethiopie, 29% (Dadi et al., 2020), en Thailande, 36,5% (Tewawong et al., 2020)
et en Turquie, 27,8% (Duzgun et al., 2019).
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La faible fréquence de résistance a I’imipénem (2,1%) trouvée dans cette étude
était presque similaire dans d'autres études menées en Chine, avec un taux de 1%
(Wang et al., 2014), Roumanie 0,12% (Cristea et al., 2019), Irak 2,84% (Ibrahim et al., 2020),
Ethiopie 0% (Dadi et al., 2020), Thailande 1,4% (Tewawong et al., 2020) et Turquie 3,2%
(Duzgiln et al., 2019). Cela confirme le fait que la résistance aux antibiotiques augmente
dans les traitements des infections urinaires. Les variations des pourcentages selon les régions
et les pays peuvent étre liées a la spécificité de chacune a la consommation accrue
ou pas d'antibiotiques.

Dans notre étude, le phylogroupe prédominant est B2 (45,36%) suivi de D (12,37%)
(figure 21). L'analyse moléculaire des souches d'E. coli isolées des infections urinaires
a révélé qu’elles sont phylogénétiquement distincte des souches commensales ; ces souches
appartiennent fréquemment en grande partie au phylogroupe B2 et en second lieu
au phylogroupe D. Ces phylogroupes ont acquis de nombreux determinants pathogéniques
au fil du temps (Picard et al., 1999). Ces résultats sont en accord avec des études
menées en Pologne B2 : 38,1%, D : 35,3% (Kot et al., 2016), Iran B2 : 55%, D : 21%
(Rezatofighi et al., 2021), Mongolie B2 : 33,8%, D : 28,4% (Munkhdelger et al., 2017),
Norvege B2: 45%, D: 39% (Grude et al., 2007), Danemark B2: 67%, D: 13%
(Ejrnaes et al., 2011), Corée du Sud B2 : 79,31%, D : 15,51% (Lee et al., 2016) et I’Ethiopie
B2: 30%, D : 27,5% (Dadi et al., 2020). Dans dautres études dans la littérature,
le phylogroupe dominant était A (Grude et al, 2007; Khairy et al., 2019;
EI-Mahdy et al., 2021) et dans dautres le phylogroupe D (Robino et al., 2014;
Themphachanal et al., 2015 ; Gao et al., 2017 ; Sheikh et al., 2019).

Un autre résultat intéressant trouvé en menant cette étude est la fréquence élevée
du gene astA 47,42% avec 13 souches portant uniquement ce marqueur de virulence (tableau
15). En comparaison avec les études menées au Mexique qui ont trouve, 33,5%
(Paniagua-Contreras et al., 2017), I'lran, 21,14% (Momtaz et al., 2013) et I'Allemagne
avec 8,7% (Toval et al., 2014). Souvent associés a la diarrhée chez les enfants, les génes astA
sont généralement liés a E. coli entéroaggrégatif et semblent étre I'un des génes DEC les plus
fréquemment exprimés dans I'UPEC. Par conséquent, ils ont le potentiel de provoquer
des infections des voies urinaires et sont parfois associés a des genes de marqueurs
de virulence UPEC classiques (Boll et al., 2013 ; Herzog et al., 2013), confirmant
les résultats obtenus dans notre étude montrant une fréquence élevée d'association des genes

hlyA*astA*, suivie par l'association pap*astA®.
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Concernant les facteurs de virulence uropathogénes, nos résultats montrent que 41,24%
des E. coli isolés portaient le géne hlyA ce qui est comparable aux études menées au Pakistan,
37% (Bashir et al., 2012), en Norvége, 39% (Grude et al., 2007), en Ethiopie, 51,5%
(Dadi et al., 2020) et Iran, 50,41% (Momtaz et al., 2013). En fait, environ 40 a 50%
des isolats d'E. coli provenant de patients atteints d'ITU codent pour la toxine a-hémolysine,
ce qui conduit a la lyse cellulaire en formant des pores dans les cellules hotes
(Nagamatsu et al., 2015). Cependant, de nombreuses autres études telles que celles menées
en Mongolie, 8,1% (Munkhdelger et al., 2017), Roumanie, 12,45% (Cristea et al., 2019),
Tunisie, 19% (Tarchouna et al., 2013), Chine, 11,6% (Wang et al., 2014), Iran, 15,6%,
(Pourzare et al., 2017), Turquie, 3,3% (Diizgiin et al., 2019), Egypte, 0,9% (Khairy et al.,
2019), Pologne, 18,5% (Kot et al., 2016), Russie, 26% (Grude et al., 2007), Roumanie, 18%
(Usein et al., 2001), Mexique, 15,4% (Paniagua-Contreras et al., 2017), Turquie, 1,3%
(Y1lmaz et al., 2020) et Iran, 1,4% (Rezatofighi et al., 2021) ont montré des taux plus faibles.
Les pili associés a la pyélonéphrite sont notamment connus pour leur réle permettant aux
UPEC de se lier aux cellules hotes. A ce stade, nos résultats sont en accord avec des études
menées en Corée du Sud, 39,6% (Lee et al., 2016), en Roumanie, 36% (Usein et al., 2001),
au Brésil, 32% (Santo et al., 2006), en Ethiopie, 29,5% (Dadi et al., 2020), en Pologne, 38,7%
(Kot et al., 2016) et Tunisie, 41% (Tarchouna et al., 2013) ; mais inférieur a lI'étude menée
en Thailande, 79,3% (Tewawong et al., 2020). De plus, nos résultats montrent une fréquence
plus élevée d'association de génes pap*hlyA* et il y avait une association significative entre
la présence des genes pap et hlyA avec deux phylogroupes Bl (p-0,049,
p-0,021 respectivement) et B2 (p-0,002, p-0,001 respectivement). Ce qui confirme
que les deux génes sont génétiquement liés et regroupés avec d'autres facteurs de virulence
sur des régions de PAI, qui ont probablement été acquis par transfert horizontal de genes
(Oelschlaeger et al., 2002 ; Desvaux et al., 2020).

Les Afa, un groupe d'adhésines appartenant a la famille Dr, est exprimée a la fois par les
pathogenes intestinaux DAEC et les souches UPEC. Des études épidémiologiques montrent
que les isolats d'E. coli exprimant des adhésines Afa/Dr sont impliqués dans la cystite
chez l'enfant avec 25 a 50% (Servin et al., 2014). Fait intéressant, dans nos résultats,
afa n'a été trouvé que dans une seule souche isolée d’enfants. De plus, le géne afa a été
détecté dans 24,74% de nos isolats d'E. coli ce qui est en adéquation avec les études menées
en lIrak, 28,07% (lbrahim et al., 2020), Tunisie 20% (Tarchouna et al., 2013), Roumanie
38,24% (Cristea et al., 2019) et Turquie 16,6% (Duzgun et al., 2019) ; mais supérieur aux
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études menées en Pologne 4,6% (Kot et al., 2016), en Thailande 7,7% (Tewawong et al.,
2020), en Corée du Sud 8,6% (Lee et al., 2016) et en Iran 8,13% (Momtaz et al., 2013).

Nous montrons a travers ce résultat que l'incidence des infections urinaires causées par
les INPEC est assez faible. A notre connaissance, une seule étude menée par Yilmaz et al.,
2020 a obtenu des résultats presque similaires. L'absence de ces génes pourrait étre due
a l'inactivation ou a la délétion de séquences genétiques lors de l'intégration de plasmides
ou de génomes de phages dans un génome bactérien, ce qui peut conduire a une PCR

négative.

Parmi les souches d'E. coli étudiées, 15,46% ne portent aucun des génes de virulence
prospectés. Ce qui ne signifie pas qu’elles sont commensales. En outre, elles peuvent étre
porteuses d'autres genes non prospectés dans notre étude, et qui pourrait leur conférer le statut

de pathogeénes.

Les résultats de la relation entre les phylogroupes et les génes de virulence ont révelé
que 95,45% des souches du groupe B2 possedent au moins un des genes de virulence testés
(p-0,006) et il y avait une association significative entre le phylogroupe B2 et trois génes
de virulence : pap, hlyA et invE (p-0,002, p-0,001, p-0,025 respectivement) (tableau 16, 17) ;
ce qui atteste de la forte virulence de ce groupe phylogénétique. Nos résultats montrent que
plus de 9% des souches d'E. coli ont un phylogroupe inconnu en utilisant la nouvelle méthode
quadruplex de phylogroupage de Clermont et al., 2013. Toutes codent pour au moins un
marqueur de virulence étudié. De plus, il y avait une association significative entre ces
souches et le géne astA (p-0,008). Contrairement a nos résultats, Clermont et al., 2013 ont
constaté que seulement 1% des souches d'E. coli étudiées par cette méthode n’appartenaient
pas a l'un des groupes phylogénétiques. En accord avec cela, une étude menée
par Tewawong et al., 2020 a montré que 1,4% de souches d'E. coli étaient inclassable.
En revanche, deux autres études menées en lran; par Iranpour et al., 2015
et Boroumand et al., 2021 ont démontré que 27,1% et 20,2%, respectivement, des E. coli
isolés chez des patients atteints d'infection urinaire restaient non classés. Cela indique
que dautres phylogroupes pourraient étre découverts a l'avenir et que le ratio de souches
inconnues difféere en fonction de leur répartition géographique et des caractéristiques
de la population. En effet une nouvelle étude conduite par Clermont et al., 2019 a permis

I’identification d’un nouveau phylogroupe nommé « G ».
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Nous avons également prospecté dans cette étude de nouvelles souches hybrides.
Nous avons identifié quatre hybrides EXPEC/INPEC. En utilisant des genes typiques codant
pour la virulence comme marqueurs diagnostiques des différents pathotypes InPEC (tableau
18). Seul le géne invE a été détecté, ce qui confirme l'importance de ce phénomeéne récent.
Ce qui est similaire a une étude récente menée en 2022 par Nascimento et al, des souches
issues de patients atteints d'infections urinaires ont révélé la présence de 3 hybrides, deux
souches portant les génes eae et escA et l'autre le géne aggR (Nascimento et al., 2022).
De plus, Lara et al., 2017 ont identifié 3 souches hybrides, deux d'infections urinaires et une
souche de bactériémie. De méme, Kessler et al., 2015 ont découvert un isolat hybride
provenant d’un patient souffrant de diarrhée et de bactériémie et conduisant a un
dysfonctionnement multiviscéral. Les souches hybrides EXPEC/INPEC sont plus virulentes,
car elles ont la capacité de coloniser différents sites et ont ainsi le pouvoir de provoquer des
infections intra et extra-intestinales (Gomes et al., 2016). Malgré cette capacité, ces souches
restent peu fréquentes et ne provoquent pas directement de diarrhée (Santos et al., 2020).

2.  Comparaison avec diverses infections EXPEC

Dans notre étude, I’écart entre le sexe féminin et masculin des préléevements issus
de differentes infections est moins élevé comparé aux infections urinaires (figure 25), de
méme pour 1’age des patients (figure 24), ce qui est en adéquation avec les études menées en
Inde (Hiremath et al., 2020). Les résultats obtenus peuvent s’expliquer par le fait que 1’étre
humain est sujet a différentes infections au cours de sa vie quel que soit le sexe ou I’age par
contre les recherches ont démontré la corrélation entre les ITUs et le sexe et I’age des patients
(Alperin et al., 2019 ; Sakamoto et al., 2019) .

Les résultats du test de sensibilité aux antibiotiques des E. coli issus de différentes
infections (tableau 19) ont révélé des taux de résistance et de sensibilité quasi identiques a ce
des ITUs. L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a montré des résistances importantes des
souches d’E. coli a la majorité des antibiotiques testés. Ces résistances seraient due a leur
I’utilisation anarchique et abusive, consequence de prescriptions le plus souvent empiriques

du personnel médical (Prére et al., 2004).

Le phylogroupe prédominant pour les prélevements est B2 (figure 27). Ces résultats
sont en accord avec d’autres études (Micenkova et al., 2016 ; El-Baz et al., 2022), ainsi
qu’avec les prélévements issus d’ITUs. La prévalence du phylogroupe B2 de nos souches peut

s’expliquer du fait que tous les prélévements sont d’origine extra-intestinale.
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En effet, selon la littérature, le phylogroupe B2 est souvent lié aux EXPEC et représente
la plus large diversité parmi tous les phylogroupes d'E. coli, suggérant qu'il ait le statut
de sous-espéce, comprenant des sous-groupes corrélés avec un pool génétique flexible
ayant diverses combinaisons de FVs (Tourret et al., 2016 ; Clermont et al., 2019 ;
Desvaux et al., 2020).

Le deuxieme phylogroupe détecté était B1. Ce phylogroupe est généralement associé
a des souches commensales d'E. coli. Cependant, des études récentes ont démontré
que de plus en plus de souches EXPEC appartiennent au phylogroupe B1 (Lara et al., 2017 ;
Olesen et al., 2012 ; Nascimento et al., 2022).

Nos résultats ont montré que le géne de virulence pap a éte detecté avec la fréquence
la plus élevée (figure 28). Souvent associé aux infections urinaires, il est généralement
retrouvé avec des fréquences beaucoup plus basses dans les autres préléevements biologiques
(Le Bouguenec et al., 1992 ; Pass et al., 2000). Autre resultat intéressant, la présence du gene
eaeA dans 5 prélevements issus de différentes infections EXPEC, ainsi qu’une association

significative avec les patients ambulatoires.

Similaires aux résultats obtenus pour les ITUs, les génes de virulence pap et hlyA
montrent une association significative avec le phylogroupe B2 (tableau 24). Confirmant la
relation des 2 génes entre eux et celle avec le phylogroupe B2 mentionnée précédemment. De
plus, les résultats obtenus dans les 2 souchiers ont révélés une corrélation significative entre le
gene astA et les souches ayant un phylogroupe inconnu, ce qui conforte I’hypothése qu’il y est

d’autres phylogroupes a découvrir plus ou moins virulents.

La prospection des hybrides révele la présence de 10 souches dans les prélevements
de différentes infections extra-intestinales portant les deux génes invE et eaeA (tableau 25),
contrairement aux hybrides issus d’ITUs avec la seule présence du géne invE. Cingq d’entre

eux sont inclassables phylogénétiquement, confirmant la virulence de ces souches.

Dans notre étude, les résultats obtenus nous laissent perplexe sur le taux d'hybrides

qui semble élevé compte tenu du nombre limité de génes prospecteés.
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Conclusion et perspectives

La variété des souches d'E. coli est étonnante, englobant les commensaux naturels
du tractus gastro-intestinal ainsi que les pathogenes intestinaux et extra-intestinaux pouvant

entrainer diverses maladies et manifestations cliniques.

Nos résultats ont montré que les genes astA, hlyA et pap étaient les marqueurs
de virulence les plus prédominants parmi les E. coli isolés de patients atteints d'infections
urinaires, ainsi que pour les isolats issus de différentes infections extra-intestinales.
Les résultats obtenus ont révélé une absence totale des genes stxl, stx2 et ST1 sur toutes
les souches étudiées. Le groupe phylogénétique le plus prédominant était B2 avec une
prévalence élevée des déterminants de la virulence correspondants. Notre étude a également
montré un taux plus élevé de souches phylogénétiquement inclassables qu’habituellement

mentionné dans d'autres rapports.

L’analyse statistique des résultats obtenus a revelé plusieurs associations significatives
entre des genes de virulence avec des groupes phylogénétiques, de méme qu’avec des patients
hospitalisés présentant des ITUs, ainsi, qu’entre des génes de virulence et le type

de prélevement biologique dans le cas des souches issues de differentes infections.

Nos resultats apportent des éléments de preuves concernant l'émergence
et la propagation de nouvelles souches hybrides susceptibles d'étre a l'origine a la fois
d'infections intestinales et extra-intestinales. Les données obtenues dans cette étude illustrent
un taux beaucoup plus ¢élevé de ces souches en comparaison avec d’autres études réalisées
a travers le monde. Le nombre de ces souches hybrides était plus élevé au sein des

prélevements de diverses infections en comparaison aux souches issues d’infections urinaires.

A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude sur ce sujet qui a été réalisée
en Algérie. L'étude de nouveaux marqueurs de virulence pour les souches d’E. coli
apparait comme la suite logique des recherches a entreprendre. Cela dans le but de dresser
un profil génétique complet regroupant un nombre important de facteurs de virulence. Aussi,
une meilleure détermination phylogénétique des souches d’E. coli, qui en somme semble
ne pas avoir encore révélé tous ses mystéres en raison de la découverte de nouveaux
phylogroupes, semble pertinente. Escherichia coli, commensal et pathogéne a la fois,
fait aujourd’hui office d’un spécimen d’¢étude trés intéressant de par sa fréquence

et son imputation dans la survenue d’infections intra et extra-intestinales trés variées.
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Il est important d’orienter et d’élargir cette prospection a diverses régions du pays,
couvrant des patients de différents ages et différentes situations socio-économiques.
Cela permettra de fournir une meilleure compréhension de la prévalence et de la distribution
géographique du modele de géne de virulence des EXPEC et de leurs groupes

phylogénétiques, ainsi que de leur association.

Une meilleure caractérisation des souches UPEC et EXPEC, ainsi que l'identification
et le dépistage des facteurs de virulence permettront d'améliorer le diagnostic des souches
EXPEC et apporteront des solutions thérapeutiques alternatives et ciblées contre différentes
infections extra-intestinales pour pallier a la croissance accrue de la résistance
aux antibiotiques renforcée par l'antibiothérapie systémique qui est a ce jour le seul moyen
pour venir a bout de ces infections. Parmi ces solutions en cours d’études, la mise au point
d’un vaccin préventif. Pour ce faire, la collecte des divers resultats des études realisées
de par le monde sur cette thématique de recherche semble cruciale afin d’élaborer un panel

de facteurs de virulence assez représentatif et universel.

L’émergence de souches hybrides, conséquence de la plasticitt du genome
de cette bactérie, entraine une modification constante de son matériel génétique.
A notre humble avis, il nous semble urgent & I’heure actuelle d’orienter les efforts
de recherches sur ce phénomene qui ne cesse de s’accroitre. En paralléle, il nous semble
également important de revoir et d'améliorer le concept de marqueurs de virulence spécifiques
a un pathotype. Dans ce contexte, il nous parait inévitable que de nouveaux hybrides,
de plus en plus virulents et agressifs, émergeront dans un futur pas si lointain...

a nous de s’y préparer.
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Annexe 01. Tableaux des concentrations critiques pour I’interprétation des cmi et des diamétres des zones d’inhibition des Enterobacteriaceae
(CA-SFM, 2016).

- Meéthode par diffusion en milieu gélosé

- Milieu de culture : gélose Mueller-Hinton

- Inoculum : 0,5 McFarland

- Incubation : atmosphere normale, 35+2°C, 20+4H

- Contrdle de qualité : Escherichia coli ATCC 25922

Concentrations Charge Diamétres Notes
Pénicillines critiques (mg/L) du critiques Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)
S< R> disque (mm) Lettres pour les commentaires portant sur les diameétres critiques d’inhibition
(ug) Sz R<

Les Enterobacteriaceae productrices de BLSE sont souvent catégorisées «sensibles» aux pénicillines associées aux inhibiteurs de B-lactamases de classe A (acide clavulanique, tazobactam). Si 'utilisation
d’une de ces associations est retenue par le clinicien pour traiter une infection due a une entérobactérie productrice de BLSE , il y a lieu de mesurer la CMI de 1’ association retenue si I’infection a traiter
est autre qu’une infection du tractus urinaire ou un urosepsis.

Catégoriser «intermédiaire» 1’isolat clinique catégorisé «sensible» a la pipéracilline alors qu’il est catégorisé «résistant» ou «intermédiaire» a la ticarcilline (EUCAST expert rules v. 2.0, regle 9.3
de grade C). Les B-lactamases hydrolysant la ticarcilline hydrolysent également la pipéracilline, mais la résistance peut étre moins évidente si ’expression de la B-lactamase est faible
(principalement observée chez Klebsiella spp. et E. coli). Cette regle ne s’applique pas aux associations pénicillines-inhibiteurs de p-lactamases.

Pour Proteus mirabilis, catégoriser «intermédiaire» un isolat clinique apparaissant «sensible» a la ticarcilline et/ou «sensible» a la pipéracilline alors qu’il est catégorisé

«résistant» aux aminopénicillines (ampicilline, amoxicilline) et sensible ou intermédiaire a I’amoxicilline-acide clavulanique. Cette régle ne

s’applique pas au Proteus mirabilis producteurs de céphalosporinse plasmidique.

1/A. Les souches sauvages d’entérobactéries du groupe | (E. coli, P. mirabilis,

Ampicilline 8! 8 10 1418 14® | Salmonella spp., Shigella spp.) sont sensibles a ’amoxicilline.

B. Ignorer la pousse fine dans la zone d’inhibition.
Ampicilline-sulbactam QL2 ]2 10-10 1428 14® | 2. Pour évaluer la sensibilité, la concentration en sulbactam est fixée a 4 mg/L.
Amoxicilline 8 8 20 19 19
Amoxicilline-acide clavulanigque QL3 Qs 20-10 19AB 19® | 3. Pour évaluer la sensibilité, la concentration d’acide clavulanique est fixée a 2 mg/L.
Amomu_llme—ac@e 3918 30 20-10 1678 16°
clavulanique(cystites)
Pipéracilline 8 16 30 20 17
Pipéracilline-tazobactam Q4 16* 30-6 20 17 4. Pour évaluer la sensibilité, la concentration du tazobactam est fixée a 4 mg/L.
Ticarcilline 8 16 75 23 23
Ticarcilline-acide clavulanique s 16° 75-10 23 23
Meécillinam (cystites) 8 8 10 e 15¢ | C. Ignorer les colonies situées dans la zone d’inhibition pour les isolats de 1’espece E. coli.»
Témocilline 8 8 30 20 20 Il est recommandé d’utiliser une posologie minimale de 2g x 2/jour.
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Concentrations Charge Diameétres Notes
Céphalosporines critiques (mg/L) du critiques Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques
S< R> disque (mm) (CMI)Lettres pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d’inhibition
(1) S2  R<
Céfaclor = . - -
Céfadroxil (cystites) 16 16 30 12 12
Céfalexine (cystites) 16 16 30 14 14
Céfazoline - - - -
Céfépime 1 4 30 24 21
Céfixime (cystites) 1 1 5 17 17
fci,fs'g'tg'ac'de G ENUEIEUE 1 1 5/10 17 17 1. Pour la mesure de la CMI, la concentration de 1’acide clavulanique est de 2 mg/L.
Céfotaxime 1 2 5 20 17
Céfoxitine 8 16 30 19 15
2. Le seuil épidémiologique (ECOFF) de la céfoxitine (isolat sauvage < 8 mg/L) a
e -~ une haute sensibilitt mais une faible spécificité pour la detection des
Ceifoditlie (et s A A 40 & & Enterobacteriaceae produisant une céphalospop;inase (AmppC), car l'activité de cet
antibiotique est aussi affectée par les altérations de perméabilité.
Cefpodoxime (cystites) 1 1 10 21 21
Ceftaroline 0,5 0,5 5 23 23
Ceftobiprole 0,25 0,25 5 23 23
Ceftotolozane-tazobactam 1 1 30-10 23 o3 | Les concentrations critiques sont établies a partir du Ceftolozane.
Pour évaluer la sensibilité, la concentration du tazobactam est fixée a 4 mg/L.
Ceftazidime 1 4 10 22 19
Ceftibuten (cystites) 1 1 30 23 23
Ceftriaxone 1 2 30 23 20
Céfuroxime iv gs 8 30 18 18 3 Les concentra’{ions critiqyes sor_1t en I_ien avec une posologie de 1,5 g 3 fois par
jour pour les especes E. coli, P. mirabilis et Klebsiella spp. seulement.
Céfuroxime oral (cystites) 8 8 30 18 18
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Concentrations Charge Diameétres Notes
Carbapénémes critiques (mg/L) du critiques Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques
S< R> disque (mm) (CMI)Lettres pour les commentaires portant sur les diamétres critiques
(1)) S2 R< d’inhibition
Les concentrations critiques des carbapénémes ont été définies de sorte que les isolats cliniques producteurs de mécanismes de résistance importants sur le plan cliniqueincluant la
majorité des carbapénemases chez les Enterobacteriaceae sont catégorisés «intermédiaires» ou «résistants» a ces molécules. Toutefois, certains isolats d’entérobactéries
producteurs de carbapénémases (EPC) sont catégorisés «sensibles» aux carbapénémes et doivent étre rapportés comme tels ; la présence d’une carbapénémase n’interfére pas sur
la catégorisation de ces EPC. La détection des carbapénémases est cependant recommandée sur le plan épidémiologique pour surveiller et controler leur diffusion.
Il faut donc considérer comme SUSPECTE d’EPC toute souche de SENSIBILITE DIMINUEE (I/R) a au moins 1'une des carbapénémes. La détection des EPC par de simples tests
phénotypiques n’est pas aisée car le niveau de résistance aux carbapénémes est variable et peut parfois étre a la limite du seuil de sensibilité. L’ertapénéme est le carbapéneme
qui possede la meilleure sensibilité pour la détection des EPC. Ainsi, toute souche possédant une diminution de sensibilité a I’ertapénéme [CMI > 0,5 mg/L ou une diametre
d’inhibition (disque 10 pg/ml) < 28 mm (CASFM-2013) ou < 25 mm (CASFM 2015)] par test de diffusion en gélose peut étre soumise a 1’algorithme de screening des souches
productrices de carbapénémase (annexe 2).
Les souches suspectes d’EPC selon cet algorithme doivent étre soumises a un test de confirmation de production de carbapénémase.
Parmi les tests de confirmation, le Hodge test (CASFM-2013) n’est plus recommandé car difficile & standardiser : présence de faux-positifs et de faux-négatifs. Parmi les autres
tests de confirmations, actuellement disponibles certains, parmi lesquels des tests enzymatiques, peuvent présenter des problemes de sensibilité (non détection des OXA-48-like qui
sont les carbapenémases les plus fréquentes en France).

Doripénéme 1 2 10 24 21

Ertapénéme 0,5 1 10 25A 29A A.' Determlne_r la (_ZMI de I,ertapeneme en cas de résistance a I'ertapéneme selon la
méthode de diffusion en gélose.

Imipénéme* 5 8 10 29 16 1. Un bas niveau _de résistance est commun aux espéces Morganella spp., Proteus
spp. et Providencia spp.

Méropéneme 2 8 10 22 16
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Concentrations Charge Diameétres Notes
Fluoroquinolones critiques (mg/L) du critiques Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)Lettres

S< R> disque (mm) pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d’inhibition
(1) S2  R<
La résistance aux fluoroquinolones est croisée entre les différentes molécules mais son niveau d’expression peut varier pour chaque molécule. Les isolats d’Enterobacteriaceae catégorisés
«sensibles» a la norfloxacine sont catégorisés «sensibles» aux autres fluoroquinolones. Pour les isolats cliniques catégorisés «intermédiaires» ou «résistants» a la norfloxacine, des
différences d’activité intrinséque des autres fluoroquinolones impliquent un test et une réponse indépendante pour les autres fluoroquinolones.

1. Des échecs thérapeutiques ont été rapportés en cas de résistance causée par I’acquisition
d’une seule mutation dans le géne gyrA.

Ciprofloxacine! Si n’importe quel isolat clinique de la famille des Enterobactericeae est catégorisé résistant
(y compris Salmonella d’infection 0,5 1 5 22 19 a la ciprofloxacine, il doit 1’étre vis-a-vis de toutes les fluoroguinolones (EUCAST expert
entérique) rules v. 2.0). Ces résistances requierent I’acquisition d’au moins deuxmutations dans les genes

gyrAou gyrA plus parC. Exceptionnellement, la production

de I’enzyme AAC(6”)-Ib-cr affecterait la ciprofloxacine sans altérer la Iévofloxacine.

2. Si la CMI de la ciprofloxacine est > 0,06 mg/L pour un isolat de Salmonellaspp.,

Iisolat doit étre rapporté comme étant résistant a toutes les fluoroquinolones (EUCAST

expert rules v. 2.0, régle 13.6). Des données cliniques montrent une faible efficacité de la

ciprofloxacine sur les infections systémiques causées par les isolats de Salmonella spp.

Ciprofloxacine? (Salmonella spp.) préseptant.un pas niveau de résis_tan_ce aux quoroquianone_s (CM™MI > 0,06,3 ,m,g/L). Les

(infection systémique) ' 0,06 0,06 _A _A données disponibles concernent principalement S. Typhi mais des cas ont été également
rapportés avec d’autres sérotypes de Salmonella.

A. La méthode de diffusion ne permet pas la détection des bas niveaux de résistance de

Salmonella a la ciprofloxacine. Si la salmonelle est sensible a 1’acide nalidixique, ’activité

de la ciprofloxacine est évaluée par la mesure de la CMI ou I’utilisation du disque de

péfloxacine (voir note B).

B. Si le diameétre autour du disque de péfloxacine est > 24 mm, la souche de

Péfloxacine (Salmonella spp.)

o - - 5 248 248 A PR o . )

(dépistage) Salmonella peut étre catégorisée sensible a la ciprofloxacine.

Lévofloxacine 1 2 5 22 19

Moxifloxacine 0.5 1 5 20 17

Acide nalidixique (dépistage)? 5 5 20 19 1 3. I’_es _so’uche,s_de Salmonella spp._résistantes a l'acide nalidixique doivent étre

catégorisées résistantes aux fluoroquinolones.
Norfloxacine 0.5 1 10 22 19
Ofloxacine 0.5 1 5 22 19
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Concentrations Charge Diameétres Notes
Aminosides critiques (mg/L) du critiques Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)
S< R> disque (mm) Lettres pour les commentaires portant sur les diameétres critiques d’inhibition
(1) S2  R<

Si I’isolat clinique est catégorisé «intermédiaire» ou «résistant» a la tobramycine et la nétilmicine, alors qu’il est catégorisé «sensible» a la gentamicine et a I’amikacine
catégoriser I’isolat clinique «intermédiaire» a I’amikacine (EUCAST expert rule v. 2.0, regle 12.7). En effet, la résistance a I’amikacine n’est pas toujours détectable in vitro malgré
la production de I’enzyme AAC(6°)-1, qui est connue pour modifier I’amikacine.
Si I’isolat clinique est catégorisé «intermédiaire» a la gentamicine et «sensible» aux autres aminosides, catégoriser ’isolat «résistant» a la gentamicine (EUCAST expert rule v.
2.0, régle 12.8). L’expression de I’enzyme AAC(3)-1 peut étre faible, et des isolats bactériens pourraient donc avoir une sensibilité diminuée a la gentamicine.
Si I’isolat clinique est catégorisé «intermédiaire» a la nétilmicine alors qu’il est catégorisé «intermédiaire» ou «résistant» a la gentamicine et la tobramycine, catégoriser 1’isolat
«résistanty a la nétilmicine (EUCAST expert rule v. 2.0, régle 12.10). L’expression de I’enzyme AAC(3”)-1I ou AAC(3*’)-1V peut étre faible, et des isolats bactériens pourraient
donc avoir une sensibilité diminuée a la nétilmicine.
Si I’isolat clinique est catégorisé «intermédiaire» a la tobramycine alors qu’il est catégorisé «résistant» a la gentamicine et «sensible» a I’amikacine, catégoriser 1’isolat
«résistant» a la tobramycine (EUCAST expert rule v. 2.0, régle 12.9). L’expression de I’enzyme ANT(2"”) peut étre faible, et des isolats bactériens pourraient donc avoir une
sensibilité diminuée a la tobramycine.
Chez Providencia spp., aprés vérification de I’identification, interpréter en «résistant» les résultats «sensibles» ou «intermédiaires» a la gentamicine, la tobramycine et 1g
nétilmicine (résistance naturelle par production d’une AAC (2°)-I).
Chez Serratia marcescens, aprés vérification de 1’identification, interpréter en «résistant» les résultats «sensibles» ou «intermédiaires» a la tobramycine, a 1’amikacine et a la
netilmicine (résistance naturelle par production d’une AAC (6°)-1c.
Les phénotypes suivants : gentamicine «résistant», tobramycine «sensible», nétilmicine «résistant» et amikacine «sensible», ou gentamicine «sensible», tobramycine
«résistant», nétilmicine «résistant» et amikacine «sensible», ou gentamicine «sensible», tobramycine «sensible», nétilmicine «résistant», et amikacine «résistant» ou gentamicine
«sensibley, tobramycine «résistanty, nétilmicine «sensible» et amikacine «résistanty demeurent improbables. Vérifier I’identification et I’antibiogramme, ainsique I’ interprétation.

Amikacine 8 16 30 16 13
Gentamicine 2 4 10 17 14
Netilmicine 2 4 10 15 12
Tobramycine 2 4 10 17 14
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Concentrations Diameétres Notes
Tétracyclines critiques (mg/L) critiques Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)Lettres

S< R> (mm) pour les commentaires portant sur les diamétres critiques d’inhibition

1. La tigécycline a une activité diminuée vis-a-vis de Morganella spp., Proteus spp.et
Providencia spp.

A. Les diamétres critiques sont validés pour E. coli seulement. Pour les autres
Enterobacteriaceae, il y a lieu de déterminer la CMI.

2. Pour mesurer la CMI de la tigécycline par la méthode de microdillution, le milieudoit
étre préparé le jour de 1’utilisation.

Tigécyclinet 2 22 15 18~ 15~

Concentrations Diametres Notes
Autres antibiotiques critiques (mg/L) critiques Chiffres arabes pour les commentaires portant sur les concentrations critiques (CMI)Lettres

S< R> (mm) pour les commentaires portant sur les diametres critiques d’inhibition
S> R <

Chloramphénicol 8! 8! 30 17 17 1. Interprétation valable pour le thiamphénicol

2. Interprétation valable pour la polymyxine B.

A. Les diametres d’inhibition ne permettent pas de détecter toutes les résistancesacquises
Colistine 2z 2z Note” Note” | ce qui impose de déterminer la CMI en cas d’utilisation thérapeutique. Déterminer la CMI
par dilution en milieu liquide (la micro-dilution est la méthode deréférence). Les autres
méthodes ne sont pas performantes pour cet antibiotique.

B. La résistance acquise a la fosfomycine est homogéne. La présence de coloniesdans la

I 1Y e 429 00 1 Le zone d'inhibition ne doit pas étre prise en compte.

Fosfomycine orale (cystite) 64° 128° 200 16° 13® | 3. Interprétation valable pour I'association fosfomycine-trométamol.
Nitrofurantoine (cystite) 64 64 100 11 11

Triméthoprime (cystite) 2 4 5 18 15

4. Le ratio triméthoprime-sulfaméthoxazole est 1:19. Les concentrations critiques sont
fondeées sur les concentrations critiques du triméthoprime.

Triméthoprime- 24 44 1,25- 16 13 5. Interprétation valable pour les autres associations triméthoprime-sulfamide. La charge
sulfaméthoxazole*® 23,75 des disques n’étant pas adaptée, les souches isolées d’infections urinaires et catégorisées
«sensibles» au triméthoprime doivent étre catégorisées «sensibles» a

I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole (cotrimoxazole).
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Annexe 02. Souches E. coli de références utilisées.

Souche Sérogroupe Pathovars ph)clzl‘(:;gr?i(ique
UTI 89 018 K1 H7 UPEC B2
CFT 073 06 K2 H1 UPEC B2
536 Tour 06 K15 H31 UPEC B2
C1845 075 NM DAEC B2
E17-2 O3 H2 EAggEC A
EDL 933 0157 H7 EHEC E
E2348/69 0127 H6 EPEC B2
H10407 078 H11 K80 ETEC A
E1286010 0143 NM EIEC E

99




Production scientifique
Article :

Meziani, D. Y., Barnich, N., Boucheham, A., Rezgoune, M. L., Benlabed, K., Rodrigues, M.,
& Satta, D. (2022). Identification of virulence markers and phylogenetic groups association,
and Antimicrobial Susceptibility of uropathogenic Escherichia coli isolates. Infectious
Disorders Drug Targets. DOI: 10.2174/1871526522666220908161529.

100



Send Orders for Reprints to reprints@benthamscience.net

Infectious Disorders - Drug Targets, 2023, 23, ¢080922208695
REVIEW ARTICLE

Identification of Virulence Markers and Phylogenetic Groups’ Associa-
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Abstract: Background: Urinary tract infections represent a world public health problem, which is
caused mainly by Uropathogenic Escherichia coli. Although they are originally found in the intestinal
microbiota in the majority of the cases, urinary tract infections can also be caused by intra-intestinal
pathogenic E. coli.

Objective: The main objective of our research is to identify the virulence factors generally associated
with different pathotypes across phylogenetic groups.

ARTICLE HISTORY . . . . . . . . o
Methods: E. coli were isolated from patients with urinary tract infections. Antimicrobial susceptibility

tests, virulence genes and phylogroups were prospected. The data analysis were performed using the
chi-square and Fisher exact test.
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Accepted:July 21,2022 Results: In total, 72.2% of isolates showed multidrug resistant. We have also depicted an important
association between E. coli from inpatients with UTIs and pap and hlyA genes (p-0.041 and p-0.019
respectively). The predominant phylogenetic group in our isolates is B2 (45.4%) followed by D
(12.4%). Our results showed that 9.3% of isolates have an unknown phylogroup which shows a signif-
icant association with ast4 gene (p-0.008). We have as well found a significant association between B2
and three virulence genes namely pap, hlyA and invE (p-0.002, p-0.001, p-0.025 respectively); B1 and

pap, hiyA genes (p-0.049 and p-0.021 respectively); E and afa gene (p-0.024).

Conclusion: Certain virulence factors have been shown to be potential targets for drug design and
therapeutic pathways in order to deal with the antimicrobial resistance problem enhanced by antibiotic
therapy.
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1. INTRODUCTION (EXPEC) [2]. InPEC bacteria include 7 pathotypes that are
recognized by specific virulence factors, such as enterotoxi-
genic E. coli (ETEC), enteropathogenic, E. coli (EPEC),
enterohemorrhagic  (Shiga toxin-producing) E. coli
(EHEC/STEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), entero-
invasive E. coli (EIEC), diffusely-adherent E. coli (DAEC)
and adherent invasive E. coli (AIEC) [3].

Among the EXPEC, uropathogenic E. coli strains

Escherichia coli is the most common bacterium in hu-
man and in other gastrointestinal tract animals. It is known
as one of the first bacterium to colonize human newborns
and is a lifelong colonizer of adults. Often, E. coli maintains
a beneficial symbiotic relationship with its host [1]. Howev-
er, there exist E. coli strains that have acquired virulence
abilities towards their hosts by the acquisition or loss of

mobile genetic elements. This is performed by the process
of horizontal gene transfer (HGT), which becomes the cru-
cial cause of bloody diarrhea for intestinal pathogenic E.
coli (InPEC) or diarrheagenic E. coli (DEC), as well as in-
fections in various organs for extra-intestinal E. coli

*Address correspondence to this author at Molecular and Cellular Biology
Laboratory, Faculty of natural and life sciences, Fréres Mentouri Constan-
tinel University, 325 Ain El Bey Road, 25000, Constantine, Algeria;
E-mail: dahbia-yasmina.meziani@student.umc.edu.dz

2212-3989/23 $65.00+.00

(UPEC) are most commonly associated to human diseases
and are the main cause of urinary tract infections (UTIs),
with 80% of cases including cystitis and pyelonephritis [4].
In most cases, the origin of UPEC is the patient's own intes-
tinal microbiota, indicating fecal-perineal-urethral transmis-
sion to the bladder. When UPEC colonize the bladder, they
cause cystitis (lower UTI). Otherwise, if they reach the kid-
neys, they cause pyelonephritis (upper UTT) [5]. The urine is
the most important barrier against colonization of the uri-
nary tract by UPEC strains. Many factors of virulence in-
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cluding adhesins, toxins, capsule, serum resistance and iron
uptake systems contribute to the development of the infec-
tious process of these strains [6]. These genes are frequently
located on large pieces of DNA called ‘pathogenicity is-
lands’ (PAls) and form unstable regions of the genome of
UPECs [1]. During recent years, complex hybrid pathotypes
have emerged, either within the InPEC pathotypes (for ex-
ample, EHEC and EAEC) or between InPEC and ExPEC
pathotypes (for example, EHEC and ExPEC) rendering the
barrier between pathotypes slim [2].

To understand the distribution of the E. coli population,
phylogenetic characterization is an important tool for classi-
fying strains and allowing a better understanding of how
pathogenic strains acquired virulence genes [7]. The in-
crease in antimicrobial resistance and the high recurrence
rate make UTIs a public health problem, which demand the
discovery of new therapeutic approaches, among them the
specific targeting of virulence pathways. Certain virulence
factors have been shown to be potential targets for drug de-
sign and therapeutic intervention.

In this study, we investigated the genetic profile related
to virulence genes in UPEC isolated from Algerian patients
with UTIs. Highlighting the involvement of virulence fac-
tors related to UPEC pathotype, including the pap and hlyA
genes and others normally linked to InPEC pathotypes
which are: afa (DAEC afa/dr), ST! (ETEC), invE (EIEC),
stxl, stx2 (EHEC/STEC), eaed (EHEC, EPEC) and ast4
(EAEC). Our objective is to determine if UPEC expresses
only virulence markers typical to pathotype or if other
markers generally related to InPEC pathotypes are ex-
pressed as much. Thus, better understanding the distribution
of virulence factors in order to target those that could be part
of the panel of a possible vaccine. Subsequently, identifying
the phylogenetic group could lead to a better determination
of the pathogenicity of the strains as well as understanding
the relationship between phylogroups and pathotype.

2. MATERIALS AND METHODS

This study was carried out in the laboratory M2iSH,
UMR 1071 INSERM, INRA USC 2018, University Cler-
mont Auvergne, France. Otherwise, E. coli strains were ob-
tained from ambulatory and hospital urine samples from
patients with clinical symptoms of UTI in the laboratory of
Bacteriology at the University Hospital Center Ben Badis
Constantine, Algeria.

Patients from different age groups and sex were included
in this study. An informed consent was signed by the partic-
ipants in this study, which has been approved by the ethics
committee of the Faculty of Science of Nature and Life.

In order to characterize E. coli strains, samples were
primarily inoculated in pre-enrichment media, then streaked
on Hektoen medium and incubated for 24 h at 37 °C for
morphological and cultural identification. Standard conven-
tional biochemical tests for the identification of the isolates
were performed on colonies from primary cultures. The E.
coli isolates detected and tested were stored in-vitro contain-
ing a preservation medium (Dimed).

The antimicrobial susceptibility testing of the isolates
was performed in-vitro by Kirby-Bauer disc diffusion meth-
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od. It was performed on Mueller-Hinton (Pasteur institute in
Algiers) and interpreted according to the recommendations
of CLSI [8]. Detection of colistin sensitivity was performed
by the determination of the MIC with broth microdilution
(BMD) according to the ISO standard 20776-1 [9]. The fol-
lowing antimicrobial agents were used with their respective
concentration: amoxicillin (AMX) (25 pg), amoxicillin-
clavulanate (AMC) (20/10 pg), ticarcillin (TIC) (75 ng),
piperacillin (PIP) (100 pg), cefazolin (CFZ) (30 pg), cefox-
itin (FOX) (30 pg), cefotaxime (CTX) (30 pg), ceftazidime
(CAZ) (50 pg), imipenem (IPM) (10 pg), fosfomycine
(FOS) (50 pg), gentamicin (GEN) (10 pg), amikacin (AMK)
(30 pg), nalidixic acid (NAL) (30 pg), ciprofloxacin (CIP)
(5 pg), trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT) (1.25/23.75
ng), chloramphenicol (CHL) (30 pg), nitrofurantoin (NIT)
(300 pg). These antibiotics were also tested on the reference
strain E. coli ATCC 25922 Microbiology Laboratory of The
University Hospital Center Ben Badis Constantine for prop-
er interpretation of results.

DNA extraction was performed using a heat shock
method. E. coli strains were grown in 10 ml of Luria broth
at 37 °C for 24 h, and the entire volume of the culture broth
obtained was centrifuged. The pellet was taken up with 1 ml
of distilled water, then incubated at 95 °C for 15 min and
centrifuged; the supernatant was recovered and stored at -20
°C as a template DNA stock. The detection of 9 virulence
genes was inspected using PCR analysis in our strains, and
amplification of bacterial DNA was performed using a total
mixture volume of 20 pl; Each reaction mixture contained: 2
ul of the supernatant, 0.5 pl of each primer (Eurogentec®)
and 4 pl of 5x FIREPol® Master Mix (Solis BioDyne") con-
taining Taq polymerase, buffer (0,4 M Tris-HCl, 0,1 M
(NH4),S0y4, 0,1% w/v Tween-20), 2,5 mM MgCl,, 200 uM
of each dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Blue dye and
Yellow dye. Primer sequences, predicted sizes of amplified
products and annealing temperatures (AT) used in this study
are listed in Table 1.

The classification of our isolated E. coli in different phy-
logroups was performed using the method described by
Clermont et al. [10]. This method is based on the genotyp-
ing of the genes: arpA, chud, yjad, TspE4.C2 and trpA, the
obtained results will allow us to affiliate the E. coli strains
to seven phylogroups (A, Bl, B2, C, D, E and F). Primer
sequences and sizes of PCR products used in the extended
quadruplex phylo-typing method are listed in Table 2.

The descriptive statistical analysis was performed using
SPSS V21. All data: Patient’s sex, age, virulence genes and
phylogroups were analyzed using the Chi-Square test, and
Fisher exact test. a p-value < 0.05 was considered statisti-
cally significant.

3. RESULTS

Among a total of 352 urine samples from patients with
urological symptoms of UTI (urinary urgency, urgency in-
continence, dysuria, painful bladder, flank pain, back pain
and for children less than 2 years: fever, diarrhea, vomiting,
mild jaundice and other non-specific symptoms), 97 sam-
ples were considered positive for UTI because only E. coli
were cultured at a concentration > 10° CFU/ml and was
identified by biochemical tests. From these strains, 64.9%
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Table 1. Characteristics of PCR assays.

PCR Product
Virulence Factor Gene Primer Sequence (5°—3°) ¢ (b:)) ue AT (°C)
Pili associated with pap(F) : GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
pap 328 56

pyelonephritis pap(R) : ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

hly(F) : AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
Hemolysin hiyA 1177 60
hly(R) : ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA

afa(F) : GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
Afimbrial adhesins afa 750 62
afa(R) : CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG

EAEC heat-stable astA(F) : ATGCCATCAACACAGTATAT
ast4 110 55

enterotoxinl (EAST-1) astA(R) : GCGAGTGACGGCTTTGTAGT

stx1(F) : ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC
Shiga toxin 1 stxl 180 58
stx1(R) : AGAACGCCCACTGAGATCATC

stx2(F) : GGCACTGTCTGAAACTGCTCC
Shiga toxin 2 stx2 255 58
stx2(R) : TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

eacA(F) : GACCCGGCACAAGCATAAGC
Intimin eaeAd 384 56
eacA(R) : CCACCTGCAGCAACAAGAGG

ST(F) : TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG
Heat-stable enterotoxin ST1 160 53
ST(R) : GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG

invE(F) : ATATCTCTATTTCCAATCGCGT
s invE 382 55
sion invE(R) : GATGGCGAGAAATTATATCCCG

Regulator for cell inva-

Table 2. Primer sequences and sizes of PCR products used in the extended quadruplex phylo-typing method.

PCR Reaction Target Primer ID Primer Sequence (5°—3’) PCR Product (bp)
chuA.lb ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuAd 288
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjaA.lb CAAACGTGAAGTGTCAGGAG
yjad 211
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
Quadruplex
TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC
TspE4.C2 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 400
ArpAlr TCTCCCCATACCGTACGCTA
ArpAgpE.f GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC
Group E arpA 301
ArpAgpE.r GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG
trpAgpC.1 AGTTTTATGCCCAGTGCGAG
Group C trpA 219
trpAgpC.2 TCTGCGCCGGTCACGCCC
trpBA.f CGGCGATAAAGACATCTTCAC
Internal control trpA 489
trpBA.r GCAACGCGGCCTGGCGGAAG
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Table 3. Antimicrobial susceptibility patterns of E. coli isolates.

Antimicrobial Agents Resistance Intermediate Susceptible
No % No % No %
Amoxicillin 83 85.6 0 14 14.4
Amoxicillin-clavulanate 67 69.1 1 1 29 29.9
Ticarcillin 83 85.6 0 14 14.4
Piperacillin 81 83.5 0 16 16.5
Cefazolin 35 36.1 0 62 63.9
Cefoxitin 5 52 1 1 91 93.8
Cefotaxime 25 25.8 1 1 71 73.2
ceftazidime 21 21.6 1 1 75 77.3
Imipenem 2 2.1 0 95 97.9
Fosfomycine 10 10.3 1 1 86 88.7
Gentamicin 33 34 0 64 66
Amikacin 12 12.4 5 5.1 80 82.5
Nalidixic acid 39 40.2 0 58 59.8
Ciprofloxacin 30 30.9 0 67 69.1
Trimethoprim-sulfamethoxazole 45 46.4 0 52 53.6
Chloramphenicol 14 14.4 3 3.1 80 82.5
Nitrofurantoin 15 15.5 4 4.1 78 80.4
Colistin 2 2.1 0 95 97.9

(n=63) were from females and 35.1% (n=34) from males
with UTIL. The mean age was 55.8 years; 51.6 years for fe-
males and 60.1 years for males. On all strains, 22.7% (n=22)
were from infants under 2 years of age. All isolates of E.
coli were subjected to the same antimicrobial susceptibility
test. Under the same conditions, the profiles obtained show
that the highest resistance was to amoxicillin and ticarcillin
(85.6%) followed by piperacillin (83.5%), Amoxicillin-
clavulanate  (69.1%),  Trimethoprim-sulfamethoxazole
(46.4%). The lowest resistances were 2.1% for imipenem
and colistin (Table 3). In this study, 72.2% (n=70) of iso-
lates were considered multidrug resistant (MDR).

Ten isolates were susceptible to all studied antibiotics
studied. Isolates resistant to all studied antibiotics were not
observed.

In our studied samples, 84.5% of isolates had at least one
of the prospected virulence genes, while, 15.5% did not
show any presence of these genes. The ast4 gene was de-
tected with the highest prevalence (47.4%), followed by
hlyA (41.2%), pap (36.1%), afa (24.7%) and the lowest fre-
quency was of invE gene with 4.1%. The genes stx/, stx2,
eaeA and ST1 were negative for all strains studied (Fig. 1).

The most common profile detected were ast4+ in 13
strains followed by two-genes associations pap+hlyA+ de-
tected in 12 strains and hlyAd+astA+ on 11 strains,
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paptastA+ and afa-+astA+ were found in 5 strains. Three-
genes associations pap+hlyA+ast4A+ were found in 6 strains
and hlyA+afa+astA+ in 2. Only one showed the presence of
5 genes pap~+hlyA-+afa+astA+invE+ (Table 4).

The number of UPEC strains isolated was higher in hos-
pitalized patients 63.9% (n=62) than in outpatients 36.1%
(n=35). In Table 5, there was a significant association be-
tween E. coli from inpatients with UTIs and pap and hlyA
genes (p-0.041 and p-0.019 respectively).

Phylogenetic grouping was determined by the following
genes; arpA (400 bp), chud (288 bp), yjad (211 bp) and
TspE4C2 (152 bp) (Fig. 2). The predominant phylogenetic
group in our study was B2 (45.4%) followed by D (12.4%)),
B1 (11.3%), E (9.3%), C (8.3%), F (3.1%) and A (1%). It
was observed that for 9.3% of isolates and phylogrouping
gave unknown results. In phylogroup B2, the prevalence of
virulence genes was significantly higher, with a frequency
of 95.5% within strains that had at least one virulence gene
(p-0.006) (Table 6). The same phylogroup showed a signifi-
cant association with three virulence genes namely pap,
hlyA and invE (p-0.002, p-0.001, p-0.025 respectively) (Ta-
ble 7).

Furthermore, there was a significant association, pre-
sented in Table 7, between B1 and pap, hlyA genes (p-0.049
and p-0.021 respectively); E and afa gene (p-0.024).
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Fig. (1). Prevalence of virulence genes. (4 higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article).

Table 4.

Phenotypic profile of virulence genes.

No. of Strains

Virulence Genes Profile No. of Genes (n=97)
No %
Absence of gene 0 15 15.5
pap” 1 7 7.2
hivd” 1 3 3.1
ofa* 1 10 10.3
astA” 1 13 13.4
pap hiyA™ 2 12 12.4
pap afa’ 2 2 2.1
pap astA” 2 5 52
hiyA afa” 2 1 1
hiyA astA”* 2 11 11.3
afa"astA” 2 5 52
pap hlyA*astA” 3 6 6.2
hiyA*afa*astA” 3 2 2.1
hiyA astA” invE® 3 1 1
pap hlyA™ afa*astA” 4 1 1
hiyA afa” astA"invE" 4 1 1
pap hlyA" afa’invE+ 4 1 1
pap hiyA* afa” astA"invE* 5 1 1
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Table 5. Prevalence of the virulence genes in ambulatory and hospitalized patients.
Strains from Inpatients Strains from Outpatients
Gene X? p-value
(n=62) (n=35)
Present 27 19
astA 1.03 0.309
Absent 35 16
Present 31 9
hiyA 5.45 0.019
Absent 31 23
Present 27 8
pap 4.15 0.041
Absent 35 27
Present 15 9
afa 0.03 0.867
Absent 47 26
Present 3 1
invE 0.22 0.637
Absent 59 34
1kb smart
ladder
(base pair)
400pb arp A
288pb chu A
211pb yja A
152pb bl B 75pE4C2

Fig. (2). Phylogroup classification on agarose gel electrophoresis of strains 1 to 12 studied. (Lane M, 1kb smart ladder, lane 1-12, amplified
PCR product). Phylogroup genes arpA (400pb), chuAd (288pb), yjad (211pb), TspE4C2 (152pb). (A4 higher resolution / colour version of this
figure is available in the electronic copy of the article).

Table 6. Distribution of phylogenetic groups with at least one virulence gene.
Strains with at Least One Virulence Gene Strains without Virulence Gene
Phylogenetic Groups X? p-value
No % No %
A 1 100 0 0 0.18 0.667
Bl 5 45.5 6 54.5 14.50 0.0001
B2 42 95.5 2 4.5 7.34 0.006
C 6 75 2 25 0.61 0.436
D 8 66.7 4 333 3.34 0.067
E 8 88.9 1 11.1 0.14 0.704
F 3 100 0 0 0.57 0.451
Unknown 9 100 0 0 1.81 0.177
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Table 7. Association between virulence genes and phylogenetic groups.

Virulence Genes
stA hiyA invE
Phylogroups s r PR ofa "
2| P- 2 | P- 2| P- 2| P- 2| P-
Present Absent| X Present Absent| X Present Absent| X Present| Absent| X Present| Absent| X
value value value value value
Present 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1
A 1.1210.289 0.71 10.399 0.57/0.450 0.33/0.564 0.04/0.834
Absent| 45 51 40 56 35 61 24 72 4 92
Present| 5 6 1 10 0 11 1 10 0 11
Bl 0.02]0.889 5.29 10.021 3.8610.049 1.63]0.201 0.5310.465
Absent| 41 45 39 47 23 63 23 63 4 82
Present| 20 24 26 18 23 21 11 33 4 40
B2 0.1310.723 10.59|0.001 9.15/0.002 0.000.957 5.0310.025
Absent| 26 27 14 39 12 41 13 40 0 53
Present 4 4 1 7 1 7 1 7 0 8
C 0.0210.878 2.97 10.084 2.10/0.147 0.7010.363 0.38/0.540
Absent| 42 47 39 50 34 55 23 66 4 85
Present| 3 9 4 8 2 10 4 8 0 12
D 2.7610.096 0.35 10.552 2.2410.134 0.5410.461 0.5910.442
Absent| 43 42 36 49 33 52 20 65 4 81
Present 3 6 3 6 4 5 5 4 0 9
E 0.79/0.374 0.23 10.631 0.30/0.583 5.06/0.024 0.4310.513
Absent| 43 45 37 52 31 57 19 69 4 84
Present 2 1 0 3 2 1 0 3 0 3
F 0.46|0.497 2.17 10.140 1.2610.262 1.0210.313 0.1310.715
Absent| 44 50 40 54 33 61 24 70 4 90
Present 8 1 5 4 3 6 2 7 0 9
[Unknowr 6.8410.008 0.84 10.359 0.03/0.856 0.03]0.854 0.4310.513
Absent| 38 50 35 53 32 56 22 66 4 84

4. DISCUSSION

In this section, we discuss and compare our results with
similar studies in the literature. We found that the frequency
of urinary tract infections among female patients is higher
than the frequency found in male. Our findings are in
agreement with other previously reported studies in this
field [11-15], which state an incidence around four-times
higher in females compared to male patients. This difference
is mainly explained by the shorter length of urethra and a
shorter distance between anus and urethral opening in fe-
males [5].

Our results showed that 22.7% of infants less than 2
years old had UTI, confirming that neonates and infants are
more suggested to be affected. This vulnerability is due to
an incomplete development of their immune system [16,
17].

Table 3 shows a significant correlation between E. coli
from inpatients with UTIs and pap and hlyA genes (p-0.041
and p-0.019 respectively), which could be considered poten-
tial biomarkers. The high frequency of hospitalized patients
compared to outpatients observed in our population is in
agreement with studies conducted in Tunisia [6] and Ger-
many [18]. One of the risk factors for UTIs is prolonged
catheter usage, which accounts for up to 80% of nosocomial
infections [19], largely because of the ability of bacteria to

establish a biofilm on the catheter that resists clearance of
host defense and antibiotics [20].

The variations in the percentages across regions and
countries vary according to their specificities related to their
habits of increased consumption of antibiotics. Accordingly,
the results of the antimicrobial susceptibility test shown in
this study depict that 72.2% of isolates were considered
MDR with high resistance to amoxicillin 85.6%, which is
comparable to a study conducted in Iraq, 93.62% [21]. Fol-
lowed by piperacillin 83.5%, very similar to the study con-
ducted in China, 76.8% [11], but higher than the study con-
ducted in Romania, 19.18% [13]. In our study, the rate of
resistance to Amoxicillin-clavulanate was 69.1%, which is
lower than studies conducted in Iraq, 96.45% [21] and
Egypt, 86.7% [22]. But higher than studies conducted in
Ethiopia, 29% [15], Thailand, 36.5% [12] and Turkey,
27.8% [14]. The low frequency of resistance to imipenem
(2.1%) found in this study was almost similar in others stud-
ies conducted in China, with 1% rate [11], Romania 0.12%
[13], Iraq 2.84% [21], Ethiopia 0% [15], Thailand 1.4%
[12], and Turkey 3.2% [14]. This confirms the fact that an-
timicrobial resistance is increasing in UTIs treatments.

Another interesting result found by conducting this study
is the high frequency of ast4 gene 47.42% with 13 strains
having only this virulence marker, compared to studies con-
ducted in Mexico which found, 33.5% [23], Iran, 21.14%
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[24] and Germany with 8.7% [18]. Often associated with
diarrhea in children, the ast4 genes are usually linked to
Enteroaggregative E. coli and appear to be one of the most
frequently expressed DEC genes in UPEC. Therefore, they
have the potential to cause urinary tract infections and are
sometimes associated with genes of classical UPEC viru-
lence markers [25, 26]. Approving the results obtained in
our study shows a high frequency of gene association
hly astA”, followed by association pap ‘astA".

Regarding uropathogenic virulence factors, our results
show that 41.24% of isolated E. coli carried hlyA gene
which is comparable to studies conducted in Pakistan, 37%
[27], Norway, 39% [28], Ethiopia, 51.5% [15] and Iran,
50.41% [24]. In fact, approximately 40-50% of E. coli iso-
lates from patients with a UTI encode toxin a-hemolysin,
which leads to cell lysis by forming pores in the host cells
[29]. However, many other studies showed lower rates con-
ducted in Mongolia, 8.1% [30], Romania, 12.45% [13], Tu-
nisia, 19% [6], China, 11.6% [11], Iran, 15.6%, [31], Tur-
key, 3.3% [14], Egypt, 0.9% [32], Poland, 18.5% [33], Rus-
sia, 26% [28], Romania, 18% [34], Mexico, 15.4% [23],
Turkey, 1.3% [35] and Iran, 1.4% [36].

Pili associated with pyelonephritis are known especially
for their role to allow UPECs binding with the host cells and
tissues. At this point, our results are in agreement with stud-
ies conducted in South Korea, 39.6% [37], Romania, 36%
[34], Brazil, 32% [38], Ethiopia, 29.5% [15], Poland, 38.7%
[33] and Tunisia, 41% [6]; but lower than study conducted
in Thailand, 79.3% [12]. Moreover, our results show a high-
er frequency of gene association pap hiyA" and there was a
significant association between the presence of pap and
hly4 genes with two phylogroups B1 (p-0.049, p-0.021 re-
spectively) and B2 (p-0.002, p-0.001 respectively) that con-
firms that both genes are often genetically linked and
grouped with others virulence factors on regions of PAIs,
which have probably been acquired by horizontal gene
transfer [1].

Afa, a group of adhesins belonging to Dr. Family are
expressed by both intestinal pathogens DAEC and UPEC
strains. Epidemiological studies show that E. coli isolates
expressing Afa/Dr adhesins are involved in cystitis in chil-
dren with 25% to 50% [39]. Interestingly, in our results, afa
was found in only one strain among all children isolated.
Furthermore, the afa gene was detected in 24.74% from our
E. coli isolates which is in adequacy with studies conducted
in Iraq, 28.07% [21], Tunisia 20% [6], Romania 38.24%
[13] and Turkey 16.6% [14]; but higher than studies con-
ducted in Poland 4.6% [33], Thailand 7.7% [12], South Ko-
rea 8.6% [37] and Iran 8.13% [24].

The low frequency of invE and total absence of genes
coding for shiga toxin 1 and 2, intimin and ST1 toxin, is not
due to failure of our process. We affirm that the controls of
genes were PCR-positive for each gene sought. We show
across this result that the incidence of UTIs caused by
InPECs is quite low. To our knowledge, only one study
conducted by Yilmaz et al. [35] has obtained almost similar
results. The absence of these genes could be due to the inac-
tivation or deletion of genetic sequences when integrating
plasmids or phage genomes into a bacterial genome, which
could lead to a negative PCR.

28

€080922208695

Meziani et al.

Among the E. coli strains studied, 15.46% don’t have
virulence genes, which does not mean that they are com-
mensal. Since, they may carry other genes that are not pro-
spected in our study, which could give them the character of
the pathogen.

In our study, we find that the prevalent phylogroup is B2
(45.36%) followed by D (12.37%). Molecular analysis of E.
coli strains isolated from UTIs is phylogenetically distinct
from commensal strains; these strains frequently belong
largely to B2 phylogroup and in second place to D phy-
logroup. These phylogroups have acquired numerous patho-
genic determinants over time [40]. These results are in
agreement with studies conducted in Poland B2: 38.1%, D:
35.3% [33], Iran B2: 55%, D: 21% [36], Mongolia B2:
33.8%, D: 28.4% [30], Norway B2: 45%, D: 39% [28],
Danmark B2: 67%, D: 13% [41], South Korea B2: 79.31%,
D: 15.51% [37] and Ethiopia B2: 30%, D: 27.5% [15]. In
further studies in the literature, the dominant phylogroup
was A [22, 28, 32] and in others, it was D [42-45].

We now discuss the relationship between phylogroups
and virulence genes. Then, we found, in our study that
95.45% of the strains of group B2 have at least one of the
virulence genes tested (p-0.006) and there was a significant
association between phylogroup B2 and three virulence
genes namely pap, hly4 and invE (p-0.002, p-0.001, p-0.025
respectively); which attests the strong virulence of this phy-
logenetic group.

Our results show that more than 9% of E. coli strains
have an unknown phylogroup using the new Clermont phy-
lotyping method. Furthermore, there was a significant asso-
ciation between these strains and ast4 gene (p-0.008). Un-
like our findings, Clermont et al. found that only 1% of E.
coli strains studied by the new quadruplex method could not
be classified in one of the phylogenetic groups [10]. In
agreement with that, a study conducted by Tewawong et al.
[12] showed that 1.4% E. coli strains were unassignable.
Whereas other studies conducted in Iran; by Iranpour et al.
[46] and Boroumand et al. [47] demonstrated that 27.1%
and 20.2%, respectively of E. coli isolated from patients
with urinary tract infection remained unclassified. This indi-
cates that other phylogroups could be discovered in the fu-
ture and the ratio of unknown strains differs according to
their geographical distribution and population features.

CONCLUSION

Our findings showed that the most predominant viru-
lence markers among the isolated E. coli from our patients
with UTIs are ast4, followed by hlyA, pap, afa, invE, re-
spectively. A total absence of eaed, stxI, stx2, and STI
genes within studied strains has been observed. There was a
significant association between E. coli from inpatients with
UTlIs and pap and hilyA genes. The most common phyloge-
netic group was B2 with a high prevalence of the virulence
determinants. Other important associations have been de-
picted between B2 and pap, hly4 and invE genes; Bl and
pap, hiyA genes; E and afa genes. Our study outperforms
the standard rate of phylogenetically unclassifiable strains
mentioned in other reports as well as shows a significant
association with ast4 gene. The emergence of hybrid patho-
types leads us to prospect other virulence markers that were
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not being considered yet, so a complete genetic profile is
realized.

A Dbetter characterization of UPEC strains, identifying
and screening for virulence factors will improve the diagno-
sis of UPEC strains and provide alternative therapeutic solu-
tions against UTIs in order to cope with the antimicrobial
resistance enhanced by antibiotic therapy.

LIST OF ABBREVIATIONS

afa = Afimbrial Adhesins

AIEC = Adherent Invasive E. coli

ast4 = EAEC Heat-Stable Enterotoxinl (EAST-1)
AT = Annealing Temperatures

bp = Base Pair

CFU = Colony Forming Unit

CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute
DAEC = Diffusely-Adherent E. coli

DEC = Diarrheagenic E. coli

DNA = Deoxyribonucleic Acid

dNTPs = Deoxynucleoside Triphosphates
eaeA = Intimin

EAEC =  Enteroaggregative E. coli

E.coli =  Escherichia coli

EHEC = Enterohemorrhagic E. coli

EIEC = Enteroinvasive E. coli

EPEC =  Enteropathogenic, E. coli

ETEC =  Enterotoxigenic E. coli

ExPEC = Extra-Intestinal E. coli

HGT = Horizontal Gene Transfer

hlyA = Hemolysin

invE = Regulator for Cell Invasion
InPEC = Intestinal Pathogenic E. coli

Kb = Kilo Base

MDR =  Multidrug Resistant

PAIs = Pathogenicity Islands

pap = Pili Associated with Pyelonephritis
PCR = Polymerase Chain Reaction

ST1 =  Heat-Stable Enterotoxin

STEC = Shiga Toxin-producing E. coli
Stx1 = Shiga Toxin 1

Stx2 = Shiga Toxin 2

UPEC = Uropathogenic E. coli

UTI = Urinary Tract Infection
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Study of the pathogenicity genes of Escherichia coli strains

Thesis for obtaining the degree of Doctorate 3rd cycle LMD in Molecular Genetics

Escherichia coli (E. coli) is the predominant species of the human gastrointestinal tract. It includes
commensals as well as intestinal (INPEC) and extra-intestinal (EXPEC) pathogenic strains. EXPEC is a global
public health problem. They have the characteristic of being versatile bacteria and are the cause of the vast
majority of urinary tract infections, one of the main causes of bacteremia in adults and the second cause of
neonatal meningitis. The worrying upsurge in antibiotic resistance among ExPEC strains, treatment failure,
hospitalization, mortality, and rising health care.

In this study, we identified the phylogenetic group of each strain and prospected the genetic profile
linked to the virulence genes within two EXPEC groups: the first being the UPEC isolated from Algerian
patients suffering from urinary tract infections. The second, that of EXPEC from Algerian patients with
various extra-intestinal infections. The main objective of our research is to identify the virulence factors
generally associated with different pathotypes linked to EXPEC and others normally linked to InPEC
pathotypes. This selection will also make it possible to highlight any hybrid strains (EXPEC/INPEC).

Our results showed that astA, hlyA and pap genes were the most predominant virulence markers
among the two groups. The results obtained revealed a total absence of the stx1, stx2 and ST1 genes on all
the strains studied. The most commonly encountered phylogenetic group was B2. Our study also reported a
higher of phylogenetically unclassifiable strains. The results also revealed diverse significant associations
between studied genes and the different phylogroups as well as between E. coli from hospitalized patients
with UTIs and the pap and hlyA genes (p-0.041 and p-0.019 respectively). The results obtained also revealed
the presence of 14 hybrid strains.

A better characterization of the EXPEC strains by the identification of the phylogenetic group and the
determination of the pathogenicity of the strains will make it possible to improve their diagnoses and will
provide targeted alternative therapeutic solutions. This is to try to address the increased growth of antibiotic

resistance reinforced by systemic antibiotic therapy.
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Escherichia coli (E. coli) est 1’espéce prédominante du tractus gastro-intestinal humain.
Elle comprend des commensaux ainsi que des souches pathogénes intestinales (INPEC) et extra-
intestinales (ExXPEC). Les EXPEC représentent un probléme mondial de santé publique.
Elles possédent la caractéristique d’étre des bactéries polyvalentes et sont a l'origine de la grande
majorité des infections des voies urinaires, I'une des principales causes de bactériémie chez I'adulte
et la deuxiéeme cause de méningite néonatale. La recrudescence inquiétante de la résistance
aux antibiotiques parmi les souches EXPEC, I'échec du traitement, I’hospitalisation, la mortalité,

ainsi que des codts croissants pour les soins de santé.

Dans cette étude, nous avons identifié le groupe phylogénétique de chaque souche et prospecté
le profil génétique lié aux génes de virulence au sein de deux groupes EXPEC : le premier étant
les UPEC isolés de patients algériens atteints d'infections urinaires. le second, celui d’EXPEC issues
de patients algériens atteints de diverses infections extra-intestinales. L'objectif principal de notre
recherche est d'identifier les facteurs de virulence généralement associés a différents pathotypes liés
aux ExXPEC et dautres normalement liés aux pathotypes InNPEC. Cette sélection permettra également

de mettre en évidence d’éventuelles souches hybrides (ExPEC/InPEC).

Nos resultats ont montré que les genes astA, hlyA et pap étaient les marqueurs de virulence
les plus prédominants parmi les deux groupes. Les résultats obtenus ont révélé une absence
totale des genes stx1, stx2 et ST1 sur toutes les souches étudiées. Le phylogroupe le plus couramment
rencontré eétait B2. Notre étude a également rapporté un taux plus élevé de souches
phylogénétiqguement inclassables. Les résultats ont aussi révélés plusieurs associations significatives
entre les genes étudiés et les différents phylogroupes ainsi qu’entre les E. coli provenant de patients
hospitalisés avec des infections urinaires et les genes pap et hlyA (p-0,041 et p-0,019 respectivement).

Les résultats obtenus ont révélé aussi la présence de 14 souches hybrides.

Une meilleure caractérisation des souches EXPEC par l'identification du groupe phylogénétique
et la détermination de la pathogénicité des souches permettront d'améliorer leurs diagnostics
et apporteront des solutions thérapeutiques alternatives ciblées. Cela afin d’essayer de remédier

a la croissance accrue de la résistance aux antibiotiques renforcée par l'antibiothérapie systémique.
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