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1. Introduction

La malnutrition est une perturbation de la croissance et du développement normal de I"enfant
due & des apports insuffisants en nutriments, soit en quantité soit en qualit¢ dans son
alimentation (y compris I'allaitement) (1). Selon I'OMS/UNICEF/Groupe de la Banque
mondiale, le nombre de décés d’enfants de moins de 5 ans est passé de 12,7 millions par an en
1990 4 5.9 millions en 2015 et prés de la moiti¢ des décés des enfants de moins de 5 ans sont
liés & la sous-nutrition (2). Le continent asiatique seul, regorge les deux tiers des 150 millions
d’enfants malnutris dans le monde (3). Plus de la moitié de la population mondiale est
atteinte par une forme ou une autre de malnutrition. Elle met en jeu les capacités physiques et
cognitives des individus, retarde entiérement le développement des sociétés et contribue 2 la
persistance de la pauvreté (4). Elle est une menace récurrente pour les femmes, les familles et
les sociétés toutes entires car elle laisse, chez des millions de survivants, des séquelles
durables sous forme d’infirmité, de handicap intellectuel, de vulnérabilité chronique aux

maladies et constitue une violation insigne des droits de I'enfant ().

En Afrique de I’Ouest, le sahel est I'une des régions qui enregistrent les taux les plus éleves
de la malnutrition dans le monde (6). Elle est endémique et constitue une des préoccupations
majeures de santé publigue (6).

Au Mali en 2013, la malnutrition est la cause majeure de mortalité infanto-juvénile
extrémement élevée avec 110 enfants de moins de 5 ans qui meurent chaque jour de causes
lides & celle-ci, soit 5 enfants chaque heure (7). Au Mali, I'enquéte MICS 2010 a rapporté une
prévalence nationale de 9% de Mainutrition Aigiie Globale (MAG) et 2% de Malnutrition
Aigile Sévere (MAS), le retard de croissance et I'insuffisance pondérale & 28% et 19%

respectivement (8).

La malnutrition est un probléme mondial dans lequel d’autres facteurs que la pénurte
alimentaire jouent un rdle. en particulier les infections. L’eau d’alimentation, et plus
généralement I’eau dite « domestique » qui inclut en particulier 1’eau nécessaire a I'hygiene et
aux pratiques sanitaires, est souvent a 'origine des pathologies, en raison de sa mauvaise
qualité (des bactéries, virus, parasites mais aussi des agents chimiques quelle véhicule) et de
sa carence en éléments minéraux (9). Les causes de la malnutrition sont multiples, parmi
lesquelles la diarrhée, qui peut étre considérée comme cause et conséquence de la

malnutrition. Car eile empéche les enfants de rattraper un retard de croissance et la
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malnutrition, -¢lle, augmente la durée et la fréquence diarrhéiques, entretenant ainsi un cercle
vicieux. L’infection a un effet négatif sur 1'état nutritionnel en réduisant Iappétit (prise
alimentaire) et ’absorption intestinale, en augmentant le catabolisme et la séquestration des
micronutriments nécessaires a la synthése des tissus et & la croissance. Par ailleurs, la
malnutrition prédispose & I’infection du fait de ses effets négatifs sur les habituelles barricres
de protection constituées par la peau et les muqueuses contre les agents pathogénes d’une
part, et sur la diminution des défenses immunitaires d’autre part (9). Selon une étude
Canadienne, les types d’infection d’origines hydriques les plus fréquents sont : Botulisme,
Trichinose. Brucellose, Escherichia coli, Hepatite A et autres (10). C’est pour cette raison
que nous nous intéressons & la contamination bactériologique de ['eau de boisson, plus
particuli¢rement la contamination lie a Escherichia coli (colibacille) dont les souches

pathogénes sont responsables de pathologies comme la diarrhée.

Dans |"intestin cette bactérie intervient en participant entre autres a la synthése de vitamines.
Cependant, certaines souches particuliéres d’E. coli possédent un pouveir pathogéne
important. Ainsi, la maladie de Hamburger est causée par une souche d’E. coli, le sérotype
0157 :H7, qui a aussi été le principal microorganisme pathogéne responsable de I épidémie
de Walkerton (Ontario) en 2000 (11). L’espéce E. coli est une bactérie qui vit en
commensalisme dans 1’intestin des humains et des animaux a sang chaud. Par exemple, il est
retrouvé environ 108 UFC par gramme de E. coli dans les matiéres fécales humaines {11). La
présence d’Escherichia coli dans |'eau de boisson pourrait étre liée a la pratique hygiénique

observée lors du transport et le conditionnement de ces eaux.

Les diarrhées étant 1'une des causes principales de la malnutrition et qui peuvent étre
causées a travers la consommation d’eau de boisson contaminée par la présence des souches
pathogénes d’E. coli. Dans notre travail, nous avons étudié la relation entre la malnutrition et
les souches pathogénes d’E. coli isolées dans I'eau de boisson par des méthodes

microbiologiques et moléculaires, réalisées 4 Dioro.

Beaucoup d’études ont été réalisées sur I"identification des souches pathogénes d'E. coli

telles que dans les selles, dans les eaux de riviéres, mais peu ont concerné ['eau de boisson.

La mise au point des techniques microbiologiques de culture des bactéries ciblant les souches
d’E. coli rend leur dépistage facile sur le terrain en dehors de laboratoire équipé. En plus, des
marqueurs moléculaires sont disponibles pour détecter les différentes souches pathogéniques

dans les eaux aussi bien que dans les selles.
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2. Objectifs

2.1. Objectif général
Evaluer le niveau de risque lié a la présence d’Escherichia coli thermo-tolérant dans

I’eau de boisson dans un contexte de malnutrition a Dioro.

2.2. Objectifs spécifiques
v Détecter et quantifier Escherichia coli dans 1’eau de boisson a Dioro de Novembre

2015 a Mai 2016.

v Déterminer le niveau de risque lié 3 la présence d’Escherichia coli dans I'eau de

boisson a Dioro de Novembre 2015 4 Mai 2016.

v Identifier les souches pathogénes d'Escherichia coli (intra-intestinales) responsables

des diarrhées par la PCR de Novembre 2015 2 Mai 2016.
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Relation entre la malnutrition et le portage d'Escherichia coli LBMA
3. Généralités
3.1. Malnutrition

3.1.1. Définition

Selon I'OMS la malnutrition est un "état pathologique résultant de la carence ou de 1‘excés,
relatif ou absolu, d'un ou plusieurs nutriments essentiels, que cet €iat se manifeste
cliniquement ou ne soit décelable que par des analyses biochimiques, anthropométriques ou
physiologiques” (OMS, 1982). Cette définition distingue donc plusicurs aspects de la
malnutrition et plusieurs types de diagnostic (12).

Selon I'UNICEF, le terme «malnutrition» englobe la malnutrition généralisée dont les
manifestations sont un retard de croissance, un déficit pondéral et I’émaciation, et les carences
en micronutriments (le fer, la vitamine A, liode, le zinc et ['acide folique) (3). La
malnutrition ne dépend pas seulement de la satisfaction de I’appétit car un enfant présentant la

malnutrition peut suffisamment manger pour calmer sa faim tout en continuant de présenter la
malnutrition, d’ou la différence entre la malnutrition et la faim (3). Chaque année, la
malnutrition est associée au décés d’un enfant de moins de 5 ans sur 3 dans le monde (13).

Les enfants affaiblis par la faim ont beaucoup plus de mal que les autres a résister au

paludisme, & la pneumonie, & la diarrhee, a la rougeole, et décédent beaucoup plus facilement

(13).
3.1.2. Différentes formes de la malnutrition

La malnutrition revét trois formes différentes (UNICEF), qui vont de la sous-alimentation en

passant par les carences alimentaires et s¢ terminent par la suralimentation (3).
La sous-alimentation : ¢’est quand il y’a insuffisance des besoins de la ration alimentaire en
permanence pour couvrir les besoins énergétiques alimentaires.

Les carences alimentaires : ¢’est la privation totale ou particlle des nutriments essentiels

et/ou associée 4 la mauvaise assimilation de la nourriture consommee.

La suralimentation : c¢’est la consommation excessive de la ration alimentaire en

permanence suffisante, et par suite d’un excés de calories pendant une période prolongée.
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3.1.3. Classification de la malnutrition
» Malnutrition aigué ou émaciation

La malnutrition aigué ou émaciation (wasting) refléte la situation nutritionnelle d’un
enfant a un moment donné et est due a un apport alimentaire insuffisant ou & des problémes
d’absorption. 1l en résulte soit un indice poids pour taille inférieure a la moyenne, soit la
présence d’cedémes nutritionnels bilatéraux, soit les deux. Il existe deux différents degrés de
malnutrition aigué: la malnutrition aigué modérée peut dégéncrer en malnutrition aigué sévere

et la malnutrition aigué sévére est liée a un risque de mortalité trés élevé si elle n’est pas

traitée immeédiatement (14).

Les aspects-cliniques de la malnutrition aigué

e Marasme

Le marasme est caractérisé par un état d'amaigrissement extréme, une fonte musculaire
massive, un faciés de vieillard. L'enfant de vue a perdu du poids de fagon évidente et a ses
cotes et son zygomatique visible ainsi que ses articulations trés apparentes. Il ne lui reste
pratiquement.plus de graisse sous-cutanée. La peau fine et atrophique, avec de nombreux plis,
semble trop grande pour lui (15). 11 s’agit d’une forme de malnutrition sévére qui menace la

vie de I'enfant a bréve échéance et demande une attention médicale urgente (3).

s Kwashiorkor

L’enfant présente des cedémes, sa peau st seche et squameuse, ses cheveux se décolorent
et tombent (3), perte de poids qui peut étre masqué par I'cedéme, manque d’appétit, enfant
nerveux, qui pleure tout le temps, diarrhée (1). L'hépatomégalie et les lésions cutanees telles
que dermatoses sont également caractéristiques de ce syndrome clinique. Sur le plan
psychologique, l'enfant est apathique quand il n'est pas stimulé mais devient vite irritable dés
qu'on essaic de le manijpuler. Cette forme est une maladie aigué apparaissant de fagon brutale,
s'installant en quelques jours (15).

s Kwashiorkor-marasmique (forme mixte)

L’enfant présente a la fois les caractéristiques cliniques du kwashiorkor et du marasme

mais & des degrés variables. C’est une forme clinique qui est rarement rencontrée (16).
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> Malnutrition chronique ou retard de croissance (17)

La malnutrition chronique se détecte lorsque 'on évalue le rapport Taille / Age et se
caractérise par des enfants rabougris (trop petits pour leurs ages). La prévalence est
importante entre 24 et 36 mois. La malnutrition chronique se développe lentement, en lien
avec une situation de pauvreté structurelle, notamment quand I'alimentation n’est pas
équilibrée. Si un enfant est atteint de malnutrition chronique pendant une période prolongée, il
souffrira rapidement d’un retard de croissance, en comparaison & un autre enfant de son age.
Ses défenses immunitaires seraient trés affaiblies et, de ce fait, il serait davantage confronté
aux risques de maladies telles que diarrhées, paludisme. Selon 1'Unicef 55 millions d’enfants

sont atteints par cette forme de malnutrition dans le monde.

> Malnutrition globale ou insuffisance pondérale
ia malnutrition globale ou insuffisance pondérale est mesurée par I’indice
poids/ige et se caractérise par un faible poids chez !'enfant par rapport a son age. Cependant,
cela peut aussi refléter une maladie récente (diarrhée) (14). Selon I'Unicef France, un enfant
de moins de cinq ans sur 4, soit 129 millions d’enfants dans le monde en développement,

souffre d’insuffisance pondérale (poids trés faible) (13).

3.1.4. Mesures et indices anthropométriques (14)
> Mesure
Les mesures anthropométriques sont utilisées pour évaluer [”état nutritionnel des individus
et des groupes de population mais aussi comme critéres d’éligibilité¢ pour les programmes
d’aide alimentaire. Les mesures anthropométriques communes sont la taille, le poids et le
périmétre brachial. Les données nécessaires sont :
v Poids en kilogrammes & I"aide d’une balance
v' Taille & I'aide d’une toise
Taille en centimétres (prise en position debout) si I’enfant a 24 mois ou plus
Taille en centimétres (prise en position couchée) si I’enfant a moins de 24mois.
v’ Périmétre brachial :
Le périmétre brachial est utilisé pour évaluer 1'état nutritionnel des enfants agés de 6 a 59
mois et des adultes (femmes enceintes et allaitant), en mesurant le tour du bras (le bras
gauche) a mi-hauteur entre I"épaule et le coude a I’aide d’un metre ruban ou d’une bandelette

colorée (bande de Shakir).
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» Indices anthropométriques

» Rapport poids/dge

L’indice poids/age exprime le poids d’un enfant en fonction de son age. Cet indice indique
un régime alimentaire inadapté (temporaire ou habituel). Il est utilisé pour la mise en évidence
d’une malnutrition globale (insuffisance pondérale).

* Rapport taille/dge

L’indice taille/dge exprime la taille d’un enfant en fonction de son dge. Une petite taille
par rapport & 1’age indique donc que le régime alimentaire habituel n’est pas adéquat. 1l est
utilisé pour la mise en évidence d’un retard de croissance ou malnutrition chronique.

¢ Rapport poids/taille

1l exprime le poids d’un enfant en fonction de sa taille. Cet indice évoque une baisse

récente de I’apport alimentaire et met en évidence la maigreur ou malnutrition aigug.

3.1.5. Les causes de la malnutrition
Comprendre les causes de la malnutrition permet non seulement de bien apprécier la
profondeur et I’ampleur du probleme mais aussi facilite la prise en charge et la lutte conire

cette pathologie.
% Causes immédiates

Ces causes sont principalement l'inadéquation de la ration alimentaire et la maladie. Leur

interaction tend & créer un cercle vicieux car l'enfant présentant fa malnutrition résiste moins

bien a la maladie, il tombe malade et de ce fait I’état de la malnutrition s agrave (5).

Les enfants fragilisés sur le plan nutritionnel sont les premiers affectés par exemple la
malnutrition et le déficit en vitamine A sont des facteurs favorisants la survenue(s) d’'une
rougeole. La rougeole est une maladie extrémement contagieuse et dont les complications
peuvent étre mortelles, qui 2 son tour va générer des cas de malnutrition chez les enfants
atteints (3).

v Infections bactériennes

Presque tous les enfants gravement atteints par la malnutrition présentent des infections
bactériennes a leur arrivée a I'hdpital. Beaucoup de ces enfants présentent plusieurs infections
dues a des microorganismes différents. Les infections des voies respiratoires inférieures sont
particuliérement courantes. S’il faut rechercher attentivement les signes d’infection lors de
Iévaluation de 1’état de V'enfant, ces signes sont souvent difficiles a déceler. Contrairement

aux enfants ne présentant pas la malnutrition réagissent aux infections par de la fiévre et des
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inflammations, les enfants atteints de malnutrition peuvent présenter des infections graves et

étre simplement apathiques ou somnolents (18).

v Infections 3 VIH et SIDA

Dans certains pays, jusqu’a la moitié des enfants gravement atteints de malnutrition ont le
SIDA. Le traitement de la malnutrition chez les enfants infectés par le VIH ou vivant avec le
SIDA est le méme que chez les enfants qui sont séronégatifs (1 8).
v Infections parasitaires
La diarrhée est également I'un des nombreux signes d’une infection intestinale parasitaire.
Les parasites les plus fréquemment en cause sont : Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,
Cryptosporidium. Cependant I’expression clinique de ces parasitoses va dépendre
essentiellement de 1¢état des défenses immunitaires de I’hte. Lorsqu’elles sont diminuées, les
| diarrhées sont fréquentes et sévéres. La malnutrition est une des premiéres causes des déficits
immunitaires dans les pays en développement. Les diarrhées dues & des parasites sont donc
fréquentes et graves chez les enfants mal nourris, alors que les enfants bien nourris restent des
porteurs sains de parasites. La guérison de la diarrhée ne s’obtient qu’aprés traitement de la )
malnutrition et de la déficience immunitaire de I’enfant (9). )
Le bindme malnutrition-paludisme génére un cercle vicieux qui a un énorme impact sur la
morbidité et la mortalité des groupes de population les plus vulnérables. Les enfants
présentant la malnutrition ont des défenses immunitaires trés affaiblies et leurs corps ont du
mal a combattre des maladies comme le paludisme, la diarrhée et les infections respiratoires.

Par ailleurs, les enfants qui souffrent de ces maladies sont aussi davantage susceptibles de

présenter la malnutrition (19).

» Causes sous-jacentes

Ces causes se classent en trois groupes aboutissant aux causes immédiates et sont

principalement : l'insécurité alimentaire des ménages, l'insuffisance des services de santé et .

d'assainissement et la mauvaise qualité des soins apportés aux enfants et aux femmes (5). La -

malnutrition peut étre la conséquence d’anomalies congénitales non reconnues, de maladies )
‘ enzymatiques, d’affections malignes, de réactions d’hypersensibilité immédiate ou d’autres

atteintes des organes principaux. L’examen d’un enfant qui ne répond pas au traitement doit

:nclure la recherche d’une éventuelle maladie sous-jacente grave (18).
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» Causes fondamentales
[l s’agit des causes liées aux facteurs politiques, juridiques, culturelles, des conséquences

de la pauvreté, du sous-développement et évidemment la mangue de ressources naturelles.

3.1.6. Complications de la malnutrition
Les complications de la malnutrition constituent en effet les principales causes de mortalit¢

dans les services de récupération nutritionnelle, car elles peuvent entrainer le décés de I’enfant

(20).

Ces complications sont :
» Ladiarrhée
{.es maladies diarrhéiques constituent encore aujourd’hui un probléme majeur de santé

publique dans les pays en développement avec 400 millions de cas par jour dans le monde et
20 % de décés d’enfants de 0 a 4 ans sont liés & la diarrhée dans certains pays (21). Mais la
déshydratation et la dénutrition sont des complications redoutables et constituent souvent des
motifs d’hospitalisation (22).

» Les infections

L absence de réponse au traitement est souvent imputable a des infections non reconnues,
les plus fréquentes étant les suivantes: pneumonie, infection urinaire, otite moyenne ¢t
tuberculose, ou encore paludisme, dengue, hépatite virale B ou infection 4 VIH (18). Chaque
fois que les barriéres immunitaires sont franchies, divers processus biochimiques,
métaboliques et hormonaux produisent un effet délétére sur I'état nutritionnel en moditiant
I’équilibre entre apports et besoins. L’anorexie provoque une diminution des ingesta et la
malabsorption réduit encore la quantit¢ de nutriments absorbés. Parallélement, les besoins
sont augmentés suite a la synthese accrue de protéines spécifiques (inflammatoires,
immunoglobulines etc.) et & I’hyperthermie qui augmente le métabolisme basal. Cette baisse
des apports et I’augmentation des besoins entrainent une balance azotée négative suivie d’un
déficit de la plupart des nutriments. Lorsque I'€tat nutritionnel initial est satisfaisant et les
réserves corporelles suffisantes, I’organisme a la possibilité de réparer ses propres tissus et
donne ainsi le temps au systéme immunitaire d*éliminer I’agent infectieux. Par contre, si
I'organisme se trouve déja dans un ¢état de malnutrition avec des réserves corporelles
insuffisantes doublé d’un état d‘immunodéficience acquise secondaire 4 la malnutrition,
I'agent infectieux surmonte plus facilement les différents mécanismes de défense de I’hdte et
peut générer une infection grave et durable. C’est le danger représenté par la moindre

infection opportuniste chez I’individu malnourri. L‘organisme entre alors dans une scrie de
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cercles vicieux, qui constitue une véritable spirale morbide et explique le taux élevé de

mortalité liée au complexe “malnutrition-infection™ (23).

» Autres complications (20)
- Vomissement s¢vere ;
- Pneumonie ;
- L hypoglycémie ;
- Lésions cutanées ouvertes ;
- Hypothermie < 35,5°C (rectal) ou <35°C (axillaire) ;
- Fiévre > 39°C (rectal) ou >38,5°C (axillaire) ;
- Paleur extréme (anémie sévere) ;
- Faible, apathique ou inconscient ;
- Convulsions ;

- Carence clinique en vitamine A.

3.1.7. Conséquences de la malnutrition
Hausse de la mortalité infantile et maternelle : chaque année la malnutrition contribue
directement ou indirectement au décés d’environ 6 millions d’enfants, les enfants

hypotrophiques et ceux qui présentent une insuffisance pondérale grave courent entre deux et

huit fois plus de risque de mourir dans ’année suivante que les enfants de poids normal (3).

L’anémie ferriprive est a 'origine de 20% des cas de mortalité maternelle en Asie et en

Afrique, car elle abaisse la résistance 4 la maladie et aceroit le risque d’hémorragie lors de

I’accouchement (3).

Chaque année dans le monde en développement, sur prés de 12 millions de décés qui
surviennent parmi les enfants de moins de c¢inq ans, la malnutrition est responsable
directement ou indirectement de 55% de ces décés, principalement de causes évitables (5).
La carence en vitamine A, qui touche quelques 100 millions d'enfants dans le monde, est une
cause de cécité. Mais on s'apergoit de plus en plus aussi que, méme modérée, cette carence a
une action négative sur le systéme immunitaire, diminuant ainsi, la résistance 4 la diarrhée
(qui emporte 2,2 millions d'enfants chaque année) et & la rougeole (qui emporte prés d'un
million par an) (5).

Selon 'UNICEF, les carences en minéraux et vitamines cofitent a certains pays plus de
5% de leur produit national brut du fait des pertes de productivité mais aussi de capacités et de

vies. Selon les estimations de I'UNICEF, 226 millions d'enfants présentent des retards de
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croissance et selon les résultats d’une étude menée au Guatemala par rapport aux gens de
taille normale, la durée de la scolarité était en moyenne inférieure de 1,8 année pour les
hommes ayant une insuffisance staturale importante, et d'une année pour les femmes. Selon
certains calculs, quatre types de malnutrition, qui d'ailleurs se recoupent (émaciation, retard
de croissance, carence en iode, carence en fer et en vitamine A) ont fait perdre au monde pres
de 46 millions d'années de vie corrigées du facteur invalidité en 1990 (5).

Les effets les plus dévastateurs de la malnutrition se produisent avant la naissance (lorsque
le feetus ne peut pas se développer correctement) et pendant les premiéres années de la vie
d'un enfant, lorsque son développement physique et mental est freiné (24). Les femmes en
état de malnutrition, de poids insuffisant, ont un risque €élevé d'avoir des bébés trop petits.
Chez les femmes en age de procréer, les taux d'insuffisance pondérale sont de 60% en Asie du

Sud, de 45% en Asie du Sud-est et de 20% en Afrique subsaharienne (5).

3.1.8. Diarrhées et malnutrition

La maladie est un des déterminants immédiats de !'¢tat nutritionnel. Les mauvaises

. o . . . . . e : .
pratiques d’hygiéne alimentaire augmentent le risque d’infections d’origine alimentaire
comme la diarrhée qui a son tour détériore I’état nutritionnel entrainant un affaiblissernent du
systéme immunitaire. Les infections d’origine alimentaire se répandent plus rapidement avec
des conséquences graves chez les personnes mal-nourris. Il se crée un cercle vicieux

malnutrition-maladie avec un risque élevé de déces (25). Dans les pays en voie de

développement, les diarrhées bactériennes restent un grave probléme de santé publique (21)

et une cause importante de morbidité et de mortalité infantiles dans les pays du tiers monde

(22).
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3.2. Escherichia coli

3.2.1. Historique
Escherichia coli (E. coli) a été découvert en 1885 par le pédiatre allemand Theodor
Escherich dans des selles de nourrissons (26). D’abord appelée Bacterium coli commune par
Eschrich, elle a été rebaptisée Escherichia coli en 1919 sur proposition, et en 1958
officiellement, Escherichia coli, sur recommandation du sous-comité Enferobacreriaceae du

comité de nomenclature de I'Association Internationale des Sociétés de Microbiologic (27). .

3.2.2. Taxonomie et définition -

» Caractéres généraux

La classification exhaustive d’Escherichia coli se décline selon :
Domaine Bactéria
Embranchement des protéobactéries
Classe des Gamma protéo bactéries
Ordre des Entérobacteriales
Famille des Entérobactériaceae
Genre Escherichia
Espece coli (28).

Pendant longtemps, le genre Escherichia n’a renfermé que I'espéce Escherichia coli (E. coli).
a laquelle sont venues s ajouter les especes £. blattae (1973). E. hermanii (1982). E. vulneris
(1982). E. fergusonii (1985) et certaines Species Incertae Sedis. De plus., selon les critéres
modernes de taxonomie bactérienne, les genres Shigella et Escherichia sont identiques 27).

* Escherichia coli

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a
coloration de Gram négatif, non sporulés, anaérobies facultatifs et qui ne possedent pas
d’oxydase (29). Sa température de croissance varie entre 25°C et 44,5°C (30). En raison de
sa croissance & la température de 44,5°C, £ coli fait partie du groupe des coliformes
thermotolérants aussi appelés « coliformes fécaux », qui est lui-méme inclus dans le groupe
des coliformes (11). Il est le seul membre du groupe des coliformes totaux que 1’on trouve
exclusivement dans les intestins des mammiféres. Sa présence dans ['eau indique une
contamination récente par des matiéres fécales, et peut indiquer la présence possible de

pathogénes responsables de maladies, comme des bactéries, des virus et des parasites (31).
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Dés 1947, les bases du schéma d’identification par sérotypie des souches pathogénes
dE. coli ont été définies par Kauffman. Ainsi trois antigénes de surface sont décrites et pris
en compte. Ce sont: les antigénes somatiques « O », de nature lipopolysaccharidique (180
antigénes différents sont actuellement répertorics), les antigénes capsulaire « K», de nature

polysaccharidique (80 antigénes sont recensés), les antigénes flagellaires « H », de nature

protéique (70 antigénes différents sont répertoriés ) (27).

> Les différents pathovars d’Escherichia coli :

La bactérie E. coli & partir de la notion de « pathotype » et selon le vétérinaire danois Carl
Oluf Jensen (1864-1934), est en fait constitué de groupe hétérogéne composée de souches
provoquant des pathologies et de souches tout a fait inoffensives (27). Les souches
Escherichia coli sont retrouvées dans le tractus gastro-intestinal de nombreux animaux a sang
chaud, dont I’homme ou elles jouent communément le role de bactérie commensale.
Cependant, I’acquisition et la combinaison de facteurs de virulence chez les souches E. coli
peuvent entrainer des modifications de leur comportement, pouvant occasionner, diverses
infections telles que des infections intestinales ou extra-intestinales (32).
Les souches d’E. coli 4 V'origine de maladies intestinales ont en commun de se muitiplier dans
Iintestin de leurs hétes. Ce premier groupe de pathogenes est subdivisé en 6 pathotypes
majeurs selon le type de maladie engendrée et les facteurs de virulence associ€s :
- les ETEC (E. coli Entérotoxinogénes), |
- les EHEC (E. coli Entérohémorragiques),
- les EPEC (E. coli entéropathogénes),
- les DAEC (E. coli entéro-adhérant a adhésion diffuse),
- les EaggEC (E. coli entéroaggrégatives ) ¢t
- les EIEC (E. coli entéroinvasives).
Le deuxiéme groupe d’E. coli & I’origine de maladies extra- intestinales (EXPEC) a acquis la
capacité de déjouer les défenses immunitaires de I’hote, et a se propager dans |’organisme.
Elles peuvent induire chez leurs hétes des infections du tractus urinaire (1TU) : UPEC, .

« Urinary Pathogenic E. coli » ; des méningites néonatales : NMEC, « Neonatal Meningitis

E. coli » ; ou des septicémies (32).

3.2.3. Habitat et réservoirs
C’est une hdte commun de la microflore commensale intestinale de 'Homme et des

animaux & sang chaud, E. coli s’établit dans le tractus digestif dés les premiéres heures aprés
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la naissance et sa niche écologique est la surface liminale de I’intestin et plus précisément du

colon. Escherichia coli constitue alors tout au long de la vie Fespéce bactérienne dominante
de la microflore anacrobie facultative de I'intestin (26). Il représente 80 % de la flore
intestinale aérobie. Nous le retrouvons en trés grand nombre dans les matieres fécales. De la,

il se répand dans la nature : sol, eaux. Sa présence dans I'environnement signe toujours une

contamination fécale (33).

3.2.4. Antigénes et serotypage

[es bases du schéma d’identification par sérotypie ont été définies par Kautmann, ¢’est-a-dire

une combinaison de certains antigénes de surface que I'on peut mettre en évidence (27).

» Antigénes somatiques O
L’antigéne somatique O, définit le sérogroupe. Il en existe plus de 150. Les antigénes
somatiques sont composés de lipopolysaccharides (I.PS) présents sur la paroi bactérienne.
Certaines molécules de LPS (ou antigéne O) protégent la bactérie de I’action Iytique du

complément, de la fixation des anticorps ou encore de la phagocytose (26).

» Antigénes flagellaires H
L’antigéne flagellaire H est de nature protéique et entre en jeu dans la structure du flagelle

permettant ainsi la mobilité de la bactérie. La diversité des antigénes H est due aux différents

types de flagelline et il en existe plus de 56 (26).

> Antigénes de surface K (32)
Encore appelés antigénes capsulaires ou d’enveloppe ou encore antigéneVi chez
Salmonella, sont des polyosides acides qui ont €t¢ initialement subdivisés en trois types a
savoir: les antigénes A, B, et L. Ils masquent ’AgO, empéchant ainsi le sérotypage lorsqu’ils

sont présents.

- L ’antigéne L : thermolabile, est le plus fréquent. Le chauffage 4 100°C pendant une demi-
heure le détruit et démasque l'antigéne O le rendant accessible aux techniques de
sérogroupage.

- L’antigéne A: est plus rare et correspond véritablement & un antigéne capsulaire. Le
chauffage 4 100°C ne suffit pas a le détruire. Seul un autoclavage a 121°C durant une heure

permet de démasquer I’antigéne somatique.
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- L’antigéne B: posséde une thermolabilité intermédiaire entre les antigénes L et A. Un
chauffage 4 100°C permet le sérogroupage mais ne supprime pas totalement ’antigéne B. Un
chauffage plus prolongé peut permettre de le détruire totalement.
3.2.5. Classification en pathotype des E. coli responsable de troubles
intestinaux
Les souches d'E. coli commensales sont non pathogénes (sauf en cas d'infection
opportuniste). Toutefois, il existe des souches d'E. coli pathogénes qui possédent de facteurs

de virulence spécifiques qui sont reparti en 6 groupes ou « pathovars » selon le type
d'infection (34) :

% Escherichia coli entérotoxinogénes

Les ETEC sont a I’origine d’épisodes de diarrhée aqueusc, modérée & sévére, peu fébriles,
associés 4 des nausées et & des crampes abdominales. Dans les pays en voie de

développement, les ETEC sont la cause majeure de cas de diarrhées aqueuses aigués chez les

enfants de moins de 5 ans et de « diarrhée du voyageur » ou « turista » (29).

% Escherichia coli entéroinvasives

Les EIEC et les Shigelles sont souvent classés dans le méme groupe de pathovar et possedent
une stratégie d’infection similaire. Les EIEC sont responsables de syndrome dysentérique
caractérisé par une forte fiévre, des crampes abdominales et des nausées, accompagnées d’une

diarrhée aqueuse évoluant rapidement vers une dysenterie (diarrhée contenant du sang et du

mucus) (29).

e,

5 Escherichia coli entéroaggrégatives :

Les EaggEC sont & Iorigine d’une diarrhée aqueuse et mucoide a la fois aigué et persistante
chez les jeunes enfants (35). Elles sont considérées comme des pathogénes émergents, les
EAEC sont la deuxiéme cause de diarrhée des voyageurs apres ETEC dans les pays

développés et en voie de développement (29). Les EAggEC sattachent aux cellules de
culture tissulaire en s’y agrégeant de maniére caractéristique. Des toxines thermostables

entéroagrégatives codées par un plasmide (EAST1) peuvent contribuer aux symptomes
diarrhéiques (35).

» Escherichia coli entéropathogénes

Les EPEC provoquent une diarrthée aqueuse profuse et parfois hémorragique, en particulier

chez les nourrissons dans les pays en développement (35). Par contre, dans les pays
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industrialisés, I’incidence des infections dues aux EPEC a fortement diminu¢. Mais des cas
sporadiques sont encore recensés dans les communautés d’enfants (29). Les EPEC adhérent &
Iépithélium intestinal en perturbant la fonction cellulaire. La pathologie est associée a la
production de lésions effaantes et attachantes similaires a celles des EHEC. Les EPEC ne

produisent pas de Stx contrairement aux STEC (35).

3 Escherichia coli enterchémorragiques

Ce sont des bactéries pathogénes et zoonotiques qui se retrouvent dans I’eau et parfois dans
les aliments (29). Les EHEC constituent un sous-ensemble des STEC généralement associé a
une diarrhée hémorragique et un SHU. Les EHEC et les EPEC provoquent des modifications
dans les cellules épithéliales intestinales appelées Iésions effagantes et attachantes. Les
STEC/EHEC sont véhiculés de fagon asymptomatique par des animaux sains tels que les

bovins, les moutons, les chévres et les animaux sauvages (35).

>  Escherichia coli entéro-adhérant a adhésion diffuse

Ces souches avec les EPEC, forment maintenant un groupe a part du fait de leur phénotype
d’adhésion particulier qui n’implique pas d’agregats microbiens (36). Les DAEC sont un
groupe hétérogéne qui produit une adhérence diffuse sur celtules Héla et Hep-2. Les isolats de
DAEC en colonisant I’intestin gréle engendrent des cas de diarrhée chez les enfants entre 5 et

18 mois d’age. Par ailleurs, ils peuvent coloniser le tractus urinaire et étre a l'origine

d"infections urinaires récurrentes chez 1'adulte (29).

3.2.6. Pouvoirs pathogénes et plasticité génomique des E. coli

» Pouvoir pathogéne
Les facteurs de virulence
La définition des facteurs de virulence et la compréhension des mécanismes impliqués dans le
pouvoir pathogene des souches d’Escherichia coli sont des préalables indispensables &
I"évaluation du risque pour la santé publique li¢ a I’existence de ces pathogenes.
Ainsi, la combinaison des facteurs de virulence impliqués dans le pouvoir pathogéne des

souches restent encore 4 déterminer.
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¢ Les facteurs de virulence potentiels (28)
- Une capsule qui s’oppose a la phagocytose.
- Des protéines de la membrane externe et le LPS donnant aux bactéries la capacité
d’échapper & [’activité bactéricide du sérum de I’hdte en s’opposant a la fixation du
complément.
- Des systémes de captation du fer : Les sidérophores notamment codé par I'ilot de
pathogénicité fournissant aux bactéries le fer indispensable a leur multiplication, au détriment
de la transferrine.
- Des toxines
L’endotoxine qui est commune aux entérobactéries
Les entérotoxines ST (thermostables) et LT (thermolabiles) : ce sont des toxines cytotoxiques
qui agissent sur le contrdle entérocytaire de la sécrétion hydro-électrolytique.
Les cytotoxines SLT1 et SLT2 (Shiga-like toxine). Ce sont des toxines qui altérent I’intégrité
des entérocytes. On les appelle encore des vero-toxine (VT) a cause de leur effet toxique sur
les cellules vero en culture. (Vervet origine -vervet, un singe africain).
Satet Vat : Sat (secreted auto transporter toxin) et Vat (vacuolating auto transporter toxin}
sont des toxines de type V, de la famille des auto-transporteurs. Elles vont produire une
vacuolisation et un engorgement cellulaire.
- Des protéases, telles que la sérine protéase, la catalase peroxydase, la métallo-protéase.
- Des systémes de résistance  ’acidité gastrique et des uréases.

 Shigatoxine (Stx) d’Escherichia coli

Les shigatoxines (Stx1 et Stx2) sont des toxines particuliéres codés par les génes six et

sécrétées par certaines souches d'E.coli : les STEC (« Shiga-toxin-Producing Escherichia
Coli » ou E. coli produisant des shiga-toxines), anciennement connues sous le nom de VTEC
(Verotoxin-Producing Escherichia coli ou L. coli produisant des vérotoxines). La shigatoxine
tient son nom du fait de sa grande similitude avec une toxine produite par Shigella
dysenteriae. Elle est également connue sous le nom de vérotoxine, en raison de sa toxicité
pour les cellules Vero, des cellules de reins du singe vert d'Afrique utilisées en culture
cellulaire (32).

« Les facteurs d’adhésion (37)

v Lésions d’attachement-effacement

La colonisation du tube digestif par les EHEC est une étape majeure de la physiopathologie

et s'accompagne du développement de lésions spécifiques des entérocytes dites

d’attachement-effacement (A/E), qui se limitent au c6lon et au caccum. Les lésions A/E,
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d’abord décrites chez le pathovar d’EPEC, se caractérisent par un effacement des
microvillosités des cellules de I’épithélium intestinal dans la zone de contact entre la bactérie
et la cellule cible. Un piédestal constitué d'actine cellulaire sur lequel les bactéries peuvent
s’enchasser de fagon trés étroite est alors constitug.

v Locus d’effacement des entérocytes (LEE)

Les génes responsables des lésions A/E sont portés par le locus chromosomique LEE,
codant un systéme de sécrétion particulier, le systéme de type III et trois classes de protéines
sécrétécs par |'intermédiaire de celui-ci :

- le géne eae (E. coli attaching and effacing) code une protéine de membrane externe de 94
kDa appelée intimine. Plusieurs variants d’intimine ont été identifiés. Ces différents variants
seraient impliqués dans le tropisme cellulaire, la spécificité d’héte et donc dans le pouvoir
pathogéne des EHEC. Certains variants sont également retrouvés dans des souches EPEC ;

- le gene tir code le co-récepteur spécifique de I'intimine, Tir (Translocated intimin receptor),
une protéine de 78 kDa injectée dans le cytoplasme de la cellule eucaryote grace a un systéme
de sécrétion de type I11. Tir s’insére ensuite dans la membrane cytoplasmique de I'entérocyte ;
- les génes esp (EPEC-secreted protein) codent pour une seringue moléculaire (espA, espB,
espD) impliquée dans la translocation des effecteurs dans la cellule hote (Tir, map, espF,
espG, espH...);

- le systéme de sécrétion de type I : les protéines Esp ne comportant pas de séquence signal,
leur sécrétion a été attribuée au systéme de type 11T dont les genes sont également portés par le
LEE. Le mécanisme d’activation du systéme de sécrétion de type [IT reste mal connu, de
méme que les transductions de signaux responsables du réarrangement du cytosquelette des

cellules hotes.
e L’entérohémolysine d’Escherichia coli (38)

L’entérohémolysine ou E-HIyA présente chez certaines souches STEC est codée par le
géne EhxA présent sur le grand plasmide pO157. On la retrouve dans toutes les souches Q0157
.H7 mais aussi dans certaines souches de sérogroupe 026 ainsi que des sérotypes O113:H21,
091:H21, 0103:H2 (données du laboratoire). Elle appartient 2 la famille des toxines RTX
(repeats in toxin). Son mécanisme d’action est probablement comparable a celui de 'a-
hémolysine. Son activité cytolytique est liée a sa capacité d’insertion dans la membrane et 2
sa capacité de former des pores engendrant ainsi la lyse osmotique des cellules. Le role de
E-HIyA a été suspecté & la suite de la mise en évidence d’anticorps anti-E-hlyA chez des

patients. Ce mécanisme d’action serait 1ié a la libération de fer engendrée par les hématies
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lysés ce qui permettrait un meilleur développement des bactéries. De plus, il existerait un effet
synergique de E-hlyA et des Shiga-toxines : E-hlyA induirait la production d’IL-1B qui active
I’expression de Gb3 a la surface des cellules endothéliales. Cette toxine a été identifiée dans
le génome de souches isolées de patients atteints de SHU de sérogroupe 026 ne possédant pas
de géne stx. La délétion du géne codant pour I’'hémolysine réduit considérablement la toxicité
de ces souches envers des cellules endothéliales en culture.
Cette hémolysine apparait donc comme pouvant a elle seule causer des dommages sur le tissu
Endothélial.
» Plasticité génotypique et clonalité de I'espéce E. coli

Escherichia coli est 'une des espéces bactériennes présentant une trés forte plasticité
génomique. Elle s adapte entre son habitat primaire, l'intestin des vertébrés ou elle vit
comme commensale et son habitat secondaire, l'eau et les sédiments (39). Cette espéce

bactérienne peut également se comporter comme un microbe pathogéne & localisation
‘ntestinale et extra-intestinale chez I'homme et beaucoup d'autres especes animales. Cette

diversité de style de vie est possible grice a I’instabilité génomique, avec des échanges de

génes par transfert horizontal (29).
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4. Méthodologie

4.1. Cadre de I’étude

Le Centre de Santé Communautaire {CSCom) de Dioro a constitué notre cadre d’étude.

» Situation géographique de la commune de Dioro

Elle est l'une des trente communes du cercle de Ségou. Elle est située dans
I’arrondissement de Markala 3 60 kilométres du coté-Est de Ségou (quatriéme région
administrative du Mali) et a 240 kilométres de Bamako (la capitale du Mali). Elle est
composée de 30 villages et limitée a I’Est par les communes de Dit¢dougou et de
Kamiandougou, & 1"Ouest par les communes de Farakou-Massa, au Nord par le fleuve Niger
et au Sud par les communes de Diouna et Cinzana. L.a commune de Dioro a une population
estimée a 56, 343 habitants (en 2015) dont 28, 255 hommes soit 50,14% et 28088 femmes soit
49.86%. Nous retrouvons diverses ethnies, majoritairement : Bambara, Peuhls, Bozos, Dogon,
Malinké, Sonrhai, Somonos etc. La population de la commune est fortement concentrée aux
abords du fleuve et dans les centres commerciaux comme Dioro, Tenenkou, Koila. La quasi-
totalité de la population est musulmane, toute fois on dénombre quelques chrétiens
fonctionnaires, et autres professions secondaire et tertiaire et aussi quelques animistes. lLa
principale activité de la commune est I'agriculture plus particuli¢rement la riziculture. A ce
titre le riz est nettement la premiére spéculation de I’agglomération, ensuite vient le mil, le
sorgho, le fonio, le gombo qui sont des cultures secondaires et s€ pratiquent pendant
I’hivernage. Mais I'agriculture connait aujourd’hui un faible taux de rendement conduisant a
la migration des jeunes vers les centres villes & la quéte du travail bien rémunéré. La
commune dispose de quatre (04) CSCom qui assurent la couverture sanitaire de I’ensemble
des populations et de quatre (04) pharmacies qui sont toutes fonctionnelles. La ville de Dioro

dispose : un CSCom, deux officines de pharmacie et trois dépots de médicaments.
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Figure I : Situation géographique de la commune rurale de Dioro au Mali.
» Présentation du Centre de Santé Communautaire de Dioro

Le centre de sant¢ communautaire (CSCom) de Dioro est une structure sanitaire de niveau I
de la pyramide sanitaire du Mali. Ce centre est situé sur la route principale Ségou-Dioro du

coté-Est de la Mairie.
» Organisation générale du CSCom de Dioro

11 est dirigé par un Directeur Technique de Centre (DTC).
e Les locaux et le personnel :

Le centre dispose :
®  Un dispensaire comprenant :

Une (01) salle d’attente, un (01) bureau du médecin (médecin généraliste), un (01) bureau du
major (une infirmiére d’état), une (01) salle d’injection, une (01) salle de pansement (03
aides-soignants), un premier dépot de médicaments (un gérant), une (01) toilette pour le
médecin, un (01) laboratoire d’analyse biomédicale (un laborantin biologiste), une (01) unité
de laboratoire de biologie moléculaire appliquée, qui a pour objectif d’appliquer le
programme d'ICEMR (International Center of Excellence for Malaria Research), et un (01)

magasin.
* Une (01) maternité (nouvelle maternité¢) (01 infirmiére obstétricienne et deux
matrones),

0
KONE Karim Thése de Pharmacie



Relation entre la malnutrition et le portage d’Escherichia coli LBMA
» Un (01) bloc d’observation comprenant :

Deux (02) salles d’observation, le bureau du président de ’ASACO, le bureau du trésorier de

I’ ASACO et un (01) deuxiéme dépdt de médicaments pour la garde.
s Un bloc (01) (ancienne maternit€) comprenant :

Une salle d’échographie (un médecin généraliste), le bureau de la mutuelle, une salle

d’enregistrement de naissance et un dortoir pour ’ambulancier (un chauffeur).

= Un hangar pour la vaccination, un magasin pour la maternité et le dortoir pour le
gardien.

Les activités du CSCom de Dioro

Les consultations sont effectuées du lundi au vendredi, de 08h 4 13h.
Les gardes sont assurées apres les heures de services.
1] existe au niveau du dispensaire un site de prise en charge globale du VIH.

un centre de diagnostic de la tuberculose (CDT).

SN RN

une unité chargée du dépistage et de la prise en charge des enfants présentant la

malnutrition.

<

Au niveau de la maternité il existe un site de protection de la transmission maternelle
du VIH de la mére a I'enfant.
v Le gérant du dépdt de médicaments est chargé de la dispensation de molécules

antirétrovirales, la gestion des tickets de consultation et la vente des médicaments.

4.2. Type et période d’étude

1 s”agissait d’une étude cas-témoins prospective de Novembre 2015 & Mai 2016.

4.3. Echantillonnage

C*était une étude Cas-Témoins qui a concerné les échantillons d’eau de boisson que
buvaient 108 enfants réparti en deux groupes: 54 enfants présentant une malnutrition 54
enfants ne présentant pas une malnutrition. Un échantillon d’cau de boisson de 100ml a été
collecté dans chacune des familles de ces enfants pour la détection et la quantification d’E.

coli présente dans I'eau.
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4.3.1. Critéres d’inclusion

Ont été inclus dans notre étude :
= Enfant présentant une malnutrition
- Sévére ou modérée ;
- Vivant dans un rayon de cinq kilométres ;
- Agé de 6 mois a 59 mois.
» Enfant ne présentant pas de malnutrition
- Avec un état nutritionnel adéquat ;
- Vivant dans un rayon de cinq kilomeétres ;
- Agé de 6 mois a 59 molis.

4.3.2. Critéres de non inclusion

N’ont pas ét¢ inclus dans notre étude :

LBMA -

Enfants dont les parents n’ayant pas donnés leurs assentiments ;

Enfants gravement malades ne pouvant pas s’alimenter.

4.4. Considérations éthiques et déontologigues

Le protocole de recherche de cefte &ude a été soumis a P'accord du Comité d’éthique de

I'INRSP, (Ministére de la Santg, Mali).

L’ autorisation des responsables du CSCom de Dioro et les responsables du projet « Rice

Bran » a été obtenue pour la réalisation de cette ¢tude.

L’assentiment des parents de chaque enfant inclu dans I’étude a été obtenu.

[’anonymat ct la confidentialité des familles et leurs enfants ont été respectés

conformément aux régles d’éthique médicale et 4 la Iégislation sur la recherche biomédicale et

scientifique.

1l 0’y a pas eu de conflit d’intérét dans cette étude.

Les références bibliographiques n’ont fait I’objet d’aucune modification.
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4.5, Plan de collecte des données
Tous les enfants ont été enregistrés dans un registre et dans Microsoft Office Excel 2007

avec les informations nécessaires.

Tous les échantillons ont été collectés avec les renseignements nécessaires ¢t enregistrés

dans un registre et dans Microsoft Office Excel 2007 ;

L’analyse des données a été faite avec Microsoft Office Excel 2007, SPSS Statistics 20 et

Epi Info version 6.

4.6. Dépistage des enfants présentant une malnutrition
Les mesures ont été effectuées selon les variables suivantes : dge en mois, sexe, poids en

kilogramme, taille en centimétre et Périmétre Brachial (PB) en mini métre.
Méthodes de dépistage
» Dans les familles

Nous avons effectué des sorties dans les familles en compagnie des agents de santé

communautaire pour dépister les enfants présentant la malnutrition.

Age : I'dge de I'enfant était déterminé  partir de la date de naissance relevée dans une piece
d’état civil, carnet de vaccination, carnet de santé ou donné par les parents.

Sexe : le sexe de I’enfant était demandé aux parents.

Périmétre Brachial (PB) : le Périmétre Brachial a été mesuré sur le bras a I’aide d’un ruban
PB, 2 mi-hauteur entre 1’épaule et le coude. Le bras devrait étre allongé et décontracté au

moment de la lecture de la mesure. Le PB a été mesuré en millimétres.

Les valeurs du PB ont été interprétées en fonction des valeurs de référence du Protocole de

Prise en Charge Intégrée de la Malnutrition Aigiie au Mali.
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Tableau I: Fiche de dépistage de la Malnutrition Aigué a l'aide du Périmétre Brachial

(40).

LBMA

recherche des cedémes bilatéraux

FICHE DE POINTAGE: Dépistage Malnutrition Aigue a I'aide du périmétre Brachial ( PB}

REGION: District:

Aire de santé:

Village/Quartier: Date: Fonction:
112 ]la3lals|e|7]l8]le|1o]l1n]12]13][14]1s
16 |17 | 18| 19|20 |21 |22 23|24 | 25| 26] 27| 28| 29 | 30
31 | 32 3334|3536 |37 3639 |a0]ar]|42]43] 44|45
46 | 47 | 48 | 49| 50| 51|52 ) 53] 54]|55] 56 57|58 59][s0
61 |62 |63 |64 |65 |66 |67 68|60 70|71 |72 73 [7a]|7s
76 | 77 | 78| 79 | 80 | 81 | 82 | 83 | 84 [ 85| 86 | 87 | 88 | 89 | 90
91 |92 | 93| 9a )95 | 96| 97 { e8] as |100]101] 102|103 | 104|105
106 | 107 [ 108 | 100 ] 110 | 111 [ 112 {113 | 114 | 115 196 [ 117 [ 118 | 119 | 120
121 | 122 | 123 | 124 | 125 [ 126 | 127 | 128 | 125 [ 130 [ 131 | 132 [ 133 | 134 | 135
136 | 137 [ 138 | 139 | 140 | 141 [ 142 | 143 | 144 | 145 | 146 [ 147 | 148 | 149 [ 150
Enfants 151 | 152 | 153 | 154 ]| 155 [ 156 | 157 | 158 | 159 [ 160 | 161 | 162 | 163 | 164 | 165
fn-og 166 | 167 [ 188 | 189 | 170 | 171 J172 | 173 V174 | 175 | 176 [ 177 [ 178 | 179 | 180
181 | 182 | 183 ] 184 | 185 186 | 187 | 188} 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195
196 | 197 | 198 | 199 | 200 [ 201 | 202 | 203 | 204 | 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210
211 | 212 | 213 | 214 | 215 [ 216 | 217 | 218 | 219 | 220 { 221 | 222 | 223 | 224 | 225
226 | 227 | 228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 | 240
Bandejaune 1 | 2 | 2 | a | s |6 | 7| 8| 9o |10 ]12]13]1a]1s
{P?;,",,:,;‘ 16 |17 | 18|19 |20 |24 |22 | 23|24 25|26 27|28]29]30
2l alals|e|7]8]st10]11]12]13]14]1s
17 118 | 19 |20 | 21 | 22§23 |24 | 25] 26| 27| 28 | 29 | 30
2 l3]als|e|7ts]oefl10]ln]2]l1314]15
20 3lals|e|7]l8lo 1ol f12]13]14]15
17 |18 | 19| 20|21 [ 22|23} 24 |25 ] 26127 | 26 ] 20 | 30
32 | 33| 34 | 35|36 |37 |38t 30]|a0|ar1]a2]a3]as]as
47 | 48| 49 | 50| 51 | 52| 53054 |55|56{57]|58]s0]s0
62 | 63| 64 |65 |66 |67 |68t | 70| 71| 72| 73] 74| 78
77 | 78| 79 | 8o | 81 | 82 | 83 | 84 | 85 | 86 | &7 | a8 | 89 [ 90
92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 | 99 | 100 101 102] 103 | 104 | 105
107 {108 [ 100 [ 110 | 111 {112 ] 113 {114 [ 115 ] 198 | 117 [ 118 [ 119 ] 120
122 | 123|124 | 125 | 126 [ 127 | 128 | 128 | 130| 131 [ 132 [ 133 | 134 | 135
137 | 138 | 139 | 140 { 141 | 142 | 143 | 144 | 145 ] 146 | 147 [ 148 | 149 | 150
Bande jaune 2 3]la|s|e|7]l8a]ofw]lnn]liz[1a]u]ss
(P?;;,::"&‘: 1617|1819 )20 21| 22723 |24 |25) 26|27 |28|29]30
t2|3]als|[se]7]8]e[ta]ln]|2{13]u1s]1s
16|17 18] 19| 20| 21122 {23 |24 | 25| 2627 ]28]|29]30
12|l alals|se|l7]a]elwofl11]12]13]14]1s
1 ]l2]3)als|sel7]8t 9]0l ]1z]13]14]15
FEFA |PB<210mm | 16 |17 |18 | 19| 20 |21 |22 | 23| 24 | 25| 26| 27| 28] 20| 30
31 |32 | 33|34 35|38 |37 as|as|a0]a1]azfan]as]as
Sous
TOTAL
TOTAL
25
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Relation entre la malnutrition et le portage d' Escherichia coli LBMA

NB : Chaque enfant présentant la malnutrition a été référé au CSCom de Dioro par ["agent de

santé communautaire (en rapportant les valeurs des variables mesurées).
» Au niveau du CSCom
Le dépistage se faisait comme suit :

Apres avoir vérifi¢ les valeurs des variables (PB, Age en mois et le sexe), la confirmation était

faite par la mesure des variables suivantes :

Poids : le poids des enfants a été mesuré selon les procédures standardisées avec une balance.
La balance a été posée sur une surface dure et plane et les enfants ont été pesés nus. Les
enfants de moins de 24 mois ou ceux qui ne pouvaient pas se tenir debout tout seul ont été

pesés grice & la fonction «double pesée» de la balance.

Taille : la mesure a été effectuée selon les procédures standardisées a I'aide de toises. Les
enfants de moins de 24 mois ont été mesurés en position couchée et ceux de 2 ans et plus ont
été mesurés en position debout (en cm).

Les cas de malnutritions étaient confirmés par le calcul des Z- scores poids pour taille.

Les valeurs des Z- scores poids pour taille ont été interprétees en fonction des valeurs de

référence de 1"OMS 2006+
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Tableau IT : Table Poids-pour-Taille (OMS3006) (40)

Taille

{cm)

25,0
45,5
26,0
46,5
47,0
47,6
48,0
48,5
49,0
49,5
50,0
50,5
51,0
51,5
52,0
525
53,0
53,5
54,0
54,5
55,0
55,5
56,0
56,5
57,0
57,5
58,0
58,5
59,0
59,5
60,0
60,5
61,0
51,5
52,0
62,5
63,0
83,5

KONE Karim

Malnutrition Aigud Modérée
{entre - 2 ot - 3 2-8cores)

< - 2 z-8C0res | 2 - 3z-scores

Poids - kg
1.9 19
2,0 1,9
21 20
2,2 Z1
22 21
2,3 2,2
2,4 23
25 2,3
25 2,4
28 25
2,7 2,6
28 2,7
29 27
3,0 2,8
3.1 29
3,2 3,0
33 31
3,4 3,2
3,5 3,3
3,6 34
3,7 3,6
39 3.7
4,0 3,8
2,1 3,9
4,2 4,0
3.4 4.1
4,5 43
46 44
A7 45
49 15
50 47
5,1 3,3
52 49
53 5.0
55 51
58 5,2
57 53
5,8 54
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KONE Karim

5,9 58
6,0 5.6
6,1 8,7
6,2 58
6.3 59
6.4 6,0
6,5 6,1
6.6 8.2
8.7 (X
6,8 64
6.9 65
70 6,6
74 6,6
7,2 8.7
7.3 6,8
T4 6,9
7.5 7.0
1.5 (]
7.8 7,2
KA 72
78 73
79 7.4
8,0 7.8
FX) 78
8,2 78
8.2 7.7
83 ]
8,4 7,9
85 7.9
88 8.0
88 8,1
8,7 8,2
88 82
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Relation entre la malnutrition et le portage d’ Escherichia coli

; Malnutrition Aigué Modérée
{ (entre - 2 ot - 3 z-scores)

<-2z-scores |2 -3 z-scores
Poids - kg

8.9 8,3
9,0 8.4
9.0 8,5
9.1 a5
9,2 86
9,3 87
94 88
9,5 8,9
9,6 9,0
9,7 9,1
:: 9,2
10,0 9.4
10,1 9,5
10,4 9,7
10,5 98
e
10,8 10,1
10,9 10,2

1
1.1
11,2

11,3
114

o
P

© o
E ol £
t (<) °

-]
[=]

134
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Relation entre la malnutrition et le portage d’ Escherichia coli LBMA

148 [ 135
14,7 13,7
14,8 13,8
15 | 139
15,1 _ 14
152 [ 141
154 [ 143
15,6 14,4
15,7 14,8
158 | 146
159 |_ 143
16,1 14,9
162 | 15
164 | 152
165 | 153
167 [ 154
168 | 155
17 15,7
171 | 158
173 | 16
174 16,1
17,6 16,2
178 16,4
17,9 16,5
181 |~ 167
18,2 16,8
18,4 16,9
18,5 171

NB : tous les enfants présentant une malnutrition ont été placés au compte du CSCom pour la
prise en charge et le suivi selon le protocole du PECIMA (Protocole de Prise en Charge

Intégrée de la Malnutrition Aigug au Mali).

4,7.Dépistage des enfants ne présentant pas une malnutrition (Témoins)

Les témoins étaient des enfants inclus (& partir du 6°"°

mois d’dge) dans I’étude Rice-Bran,
qui était une étude cohorte de 50 enfants, répartis en deux groupes de 25 enfants par groupe.
Ces enfants ont ¢té choisis a partir du registre de la maternit¢ du CSCom de Dioro et ont
répondu aux critéres d'inclusion fournis par le protocole du projet. Parmi ces critéres, la
mesure du PB et le calcul des Z-scores poids pour taille ont ¢été faite. L'interprétation des
valeurs du PB et les Z-scores ont été faite respectivement selon les valeurs de références du
PECIMA (Tableau I) et les valeurs de références de I'OMS,¢06. Le reste des enfants témoins

ont été choisi de fagon aléatoire dans la ville de Dioro par la mesure du PB et le calcul des

Z-scores poids pour taille (Tableau II).
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4.8. Méthode de collecte des eaux
Nous avons utilisé le kit CBT (technique Aquagenx) pour faire la collecte des ¢chantillons
d’eau.
Nous nous sommes rendus dans chacune des familles des enfants inclus dans notre étude
pour collecter 100 ml d’¢chantillon d’eau de jarre avec le sachet contenant le thiosulfate de
sodium (fourni par le kit). L’échantillon ainsi collecté a été acheminé au laboratoire dans une

glaciére pour étre testé dans les six heures suivant la collecte.

4.9, Méthodes au laboratoire

4.9.1. Laboratoire de Dioro (unité du LBMA)
Les échantillons d’eau étalent traités sous la hotte de biosécurité pour éviter toute

contamination au cours des manipulations.
Technique utilisée : Kit Aquagenx CBT

» Domaine d’application

Cette technique est utilisée pour détecter et de quantifier la bactérie E. coli dans 100ml d’eau.

» Principe et théorie
Cette technique consiste a ajouter a un échantillon d’eau de 100ml, le milieu BCIG pendant
15 mn puis incuber dans le sachet CBT pendant 24 heures 4 48 heures seion la variation de la
température ambiante, comprise entre 25° et 44,5°. Dans ces conditions la plupart des souches
d'E. coli possédant une B-D-Glucuronidase agissent par clivage du BCIG, entrainant la

coloration du milieu en bleu ou bleu-vert.

[a sélectivité du milieu est assurée par la présence du thiosulfate de sodium qui inhibe les

autres micro-organismes indésirables et favorise la récupération des E. coli.
» Procédure pour réaliser la technique Aquagenx

Réactifs et matériels
v Réactifs

- Thiosulfate de Sodium -Azote liquide

-Glycérol - le BCIG
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v Matériels

Sachet pour la collecte (Thio
Bag)

Sachet 4 compartiments pour le
test (CBT)

Clamp pour sceller le sacheta
compartiments

Thermometre
Chronometre

Papiers buvables

LBMA

Pipettes Pasteur

Tubes de 15 ml et de 10 ml
Cryotubes de 1.8 ml
Centrifugeuse

Portoirs des tubes

Hotte

Embout de 1 ml

Eau de javel.

Marqueurs

Mode opératoire de la technique Aquagenx kit CBT :

Etape 1: Collecter 100ml d’échantilion d’eau avec le sachet contenant le thiosulfate de

sodium et testé 1'échantillon dans les 6 heures qui suivent la collecte.

Etape 2 : Ajouter le milicu de croissance d’Escherichia coli (substrat chromo-géne : acide 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronique) dans le sachet contenant I’échantillon d’eau
(sachet Thio Bag).
»  Faire dissoudre le milieu de croissance jusqu'a obtenir le plastique blanc (plastique
apportant le milieu de croissance d’Escherichia coli) pendant 15 minutes ;
= L’échantillon avec le milieu dissous doit étre versé dans le sachet 4 compartiments

(sachet & compartiments pour le test) dans les 30 minutes qui suivent la dissolution.

Etape 3: Verser lentement le mélange (I’échantillon avec le milieu dissous) dans les

compartiments du sachet (sachet a compartiments pour le test), presser doucement le sachet

par ses flancs d’un compartiment 4 l'autre pour repartir I’excédent d'échantillon d’eau par

compartiment.
Etape 4 : Sceller le sachet avec le clamp, puis mettre  I'incubation

La période d’incubation varie entre 24H 3 48H, elle est dépendante de la température

ambiante.
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NB : La température ambiante (pour I'incubation des échantillons) a été prélevée quatre fois
par jour avec le thermométre. De ce fait une chambre a été¢ aménagée pour la culture des

¢échantillons d’cau a la température ambiante.

Etape 5: Aprés la lecture, décontaminer les sachets avec son contenant pendant 45 mn en

utilisant I'eau de javel dilué a 10%.

» Reésultats du kit

Ils sont fonction de la coloration et du nombre d’Escherichia coli par compartiments du

sachet.

% Couleur bleue ou bleu-vert : positif

% Couleur jaune : négatif

NB : Aprés la lecture, les sachets étaient décontaminés avec son contenant pendant 45 mn en

utilisant I’eau de javel dilué a 10%.

Négatif

Positif

Figure II : Exemple de résultat du kit Aquagenx CBT
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» Classification des résultats du test en fonction du risque

LBMA

Elle se fait en utilisant le nombre le plus probable d’ Escherichia coli établi par le kit

Tableau III : Méthode d interprétation et de classification des résultats du kit CBT

(30).
Compartment # Upper 95% Health Risk Category
MPN/ 1 00mL Confidence Based on MPN and
Interval/100mL | Confidence Interval
1 p 3 4 5
10mL{ 30mL | 56mL|] 3mL | 1mL
0.0 2.87 Low Risk/Safe
1.0 5.14
1.0 4.74
1.1 5.16
i.2 5.64
1.5 7.81
i‘; gzi Intermediate Risk/
Probably Safe
2.1 6.64
2.4 7.81
2.4 8.12
2.6 8.51
3.2 8.38
3.7 9.70
3.1 11.36
3.2 11.82
12.33
10.43
10.94
22.75
14.73 Intermediate Risk/
Possibly Safe
12.93
17.14
16.8B7
21.19
37.04
37.68

Le tableau ci-dessus sur les directives de la qualité de 1'eau de consommation selon I'OMS

dans sa 4™

édition représente : le nombre le plus probable d’E. coli dans 100 ml d’eau, la

classification se fait comme suit: 0/100 ml = Sir; 1-10/100 ml = Risque Intermédiaire;

11-100/100 ml = Haut Risque; et >100/100 m! = Trés Haut Risque. Le résultat du CBT

correspond a un de ces 32 résultats possibles.
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» Conservation des échantillons
Aprés la lecture les échantillons ont éte centrifugés. Le culot bactérien de chaque échantillon
a éé aliquoté avec du glycérol a4 20% dans deux cryotubes de 1.8 ml qui étaient ensuite
conservés dans I'azote liquide sur le terrain. Sur chaque cryotube, figuraient les informations
nécessaires a I'identification de I’échantillon (numéro identifiant, la date). Les échantillons

étaient acheminés au laboratoire LBMA a Bamako et conservés dans un congélateur a -80° C.

4.9.2. Laboratoire de biologie moléculaire appliquée a Bamako .

Les culots bactériens ont été utilisés pour I’étude moléculaire.

» Méthode de séparation glycérol-culot bactérien
Nous avons utilisé le gradient de concentration de NaCl a 12% et a 1,6%.
Procédure : Nous avons utilisé le protocole modifié de Vietoria C. Corey et coll. (41)
- Décongeler les échantillons a 37° C pendant une a deux minutes ;
- Mesurer dans un autre tube le volume V de I'échantillon a 1’aide d’une pipette stérile,
- Ajouter lentement 1/5 volume V de NaCl a 12%,
- Ajouter 5 volume V de NaCl a 1,6%,
- Centrifuger le tube a 800g a la température ambiante pendant 5 minutes ;
- Récupérer le culot et laver avec du PBS 1X en ajoutant 5 volume V du PBS 1X;

- Centrifuger 4 800g pendant 5 minutes 3 la température ambiante et enfin enlever le

surnageant et récupérer le culot pour Iextraction d”’ADN.,

» Extraction A’ADN

Nous avons extrait I’ADN bactérien par choc thermique (100°C) au bain marie avec le PBS

1X selon la procédure suivante :
- Ajouter au culot bactérien non glycérolé 50 microlitres du PBS 1X;
- Incuber au bain marie 2 100°c pendant dix (10) minutes ;

- Centrifuger & 12000 rpm pendant dix (10) minutes, puis récupérer le surnageant pour la

PCR. Si la PCR n’est pas réalisée tout de suite le conserver a -20°C.

35
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» Quantification de 'ADN
Elle a été faite par spectrophotométrie.
Le maximum d'absorption des acides nucléiques se situe & 260 nm. Les protéines, principaux
contaminants des préparations absorbent aussi & 260 nm, mais avec un maximum d'absorption
qui sc situe vers 280 nm a cause des acides aminés aromatiques. Le rapport R= A260
nm/A280 nm constitue alors un moyen pour apprécier une éventuelle contamination de la
pureté d'ADN par les protéines ou par les RNA.
*R = A260 nm/A280 nm
* ADN pure: 1,8 <R <2
* ADN contaminé par les protéines: R <1,7
* ADN contaminé par les ARN: R > 2
Pour calculer la concentration d’ADN: 1 unité DO260 nm correspond 4 une concentration de
50 pg/ml d’ ADN double brin/ml.
Done la concentration de I' ADN en pug/mi = facteur de dilution x DO 260 x50ug/ml.

L’ADN a été dosé avec le spectrophotométre (Eppendorf AG, made in Germany).

4.9.2.1. Réalisation de la Polymérase Chain Reaction multiplexe (PCR)

Tous les échantillons positifs avec le kit Aquagenx CBT ont été analysés par la PCR

multiplex suivant le protocole modifi¢ de Samuel Vilchez & coll. (42).

Nous avoris utilisé des souches pathogénes provenant des selles isolées au Laboratoire de
Biologie Moléculaire Appliquée de Bamako (LBMA) comme contrdle positif. 1l s’agissait

de la souche EAEC dont le gene est pCVD432.

» Amplification par PCR du géne de I’ARN ribosomique 16s pour 'identification

bactérienne :

Elles ont été utilisées dans un premier temps pour confirmer la présence de bactéries dans les

culots.

La séquence des amorces utilisées pour I'amplification de I"’ARNr 168 était :
Univ-0008-a-S-19F: GAGTTTGATCCTGGCTCAG et

Univ-1528-a-A-17R : AAGGAGGTGATCCAGCC

Mode opératoire

LA PCR pour la paire d’amorce de "ARN 16S des bactéries a été conduite suivant le

protocole modifié de Lang et coll. (43). Un volume total de 25pl a été utilisé avec 2pl de la
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suspension d’ADN, Ix Tampon (Mg”™" free), 3mM de MgCl;, 0,8 mM de dinucieotide
triphospahte (dNTPs), 0,4 pM de chaque amorce de I’ARN ribosomique 168 et 0,03U de Taq
polymerase (PROMEGA , Madison, WI USA). Le programme d’amplification a été fait a
I’aide du thermocycleur (PTC-200 de MJ Research, Inc., USA), comprenait une dénaturation
initiale des brins d’ADN a 95°C pour 3 minutes suivie d’un cycle qui incluait une
dénaturation (95,0 °C, 30 secondes), un appariement des amorces (60°C; 30 secondes) et une
extension de la copie du brin d’ADN (72°C; 2min), ce cycle était répété 31 fois. Enfin, les

amplicons pouvaient étre conservé dans le thermocycleur 3 4°C.

T

» Amplification par la PCR multiplex des génes de virulence

Les amorces spécifiques utilisées correspondaient a I"identification de cing souches d’E. coli
pathogénes responsables des diarrhées, il s’agissait des souches EAEC, EHEC, EIEC, EPEC
et ETEC.

L’ADN extrait du culot bactériens a été analysé par la PCR multiplex avec les amorces
spécifiques ( Tableau IV ) pour la détection des marqueurs de virulence suivant : eaed (gene
structurale pour I'intimine d” EHEC et EPEC), bfpA (géne de structure de EPEC), vt! et/ou
vt2 (verotoxines 1 et 2 d'EHEC), eltB et/ou estA (enterotoxines LT et ST d'ETEC), ial
(plasmide d’invasion trouvé chez FIEC et chez Shigella) et pCVD (séquence de nucléotide de
EcoRI-Psfl, fragment &’ ADN de pCVDA432 de EAEC).

Les critéres minimum pour déterminer les £. coli responsables des diarrhées (EAEC, EHEC,
EIEC, EPEC et ETEC) ont ¢té définis comme suit : la présence d'eltB et/ou estA pour ETEC;
la présence de vel et/ou vi2 pour EHEC (en plus de la présence de vt/ et/ou w2 s’ilyala
présence de eaed confirme la détection de la souche typique EHEC ); la présence de bfpA et
eaed pour EPEC typique (mais la présence de eaed seul pour EPEC atypique); la présence
d'ial pour EIEC et Shigella; et la présence de pCVD432 pour EAEC.

Dans un premier temps, nous avons optimisé la PCR pour les amorces spécifiques avec les
réactifs MyFiTM de la compagnie Bioline (Meridian Life Science). Un volume total de 50 pl a
été utilisé par réaction avec 20 pM de chaque amorce, 2X du Master Myfi Mix, 200 ng de
I’ADN. Le programme d’amplification a été fait a 'aide du thermocycleur (PTC-200 de MJ
Research, Inc., USA), comprenait une dénaturation initiale des brins ’ADN & 95°C pour 1
minute suivie d’un cycle qui incluait une dénaturation (95,0 °C, 15 secondes), un
appariement des amorces (60° C; 15 secondes) et une extension de la copie du brin d’ADN
(72°C; 15 secondes), ce cycle était répété 35fois . Enfin, les amplicons pouvaient €tre

conservé dans le thermocycleur & 4°C.
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Dans un second temps, la PCR pour les amorces spécifiques a été conduite suivant le
protocole modifié¢ de Samuel Vilchez & coll. (42) en utilisant les réactifs de la compagnie
Invitrogen et PROMEGA (USA). Un volume total de 25 ul a été utilisé avec 2 ul de la
suspension d’ADN, Ix Buffer (Mg2+ frec) 3,5 Mm de MgCl,, 0.8 mM de dinucleotide
triphospahte (dNTPs) (Invitrogen), 0,4uM de chaque amorces (tabbleau IV) des génes de
virulence et 0,03 U de Tag polymerase (PROMEGA , Madison, W1 USA). Le programme
d’amplification a éi€ fait a 1’aide du thermocycleur (PTC-200 de MJ Research, Inc., USA),
comprenait une dénaturation initiale des brins d’ADN 2 94°C pour 5 minutes suivie d’un
cycle qui incluait une dénaturation (94,0 °C, 30 secondes), un appariement des amorces
(60°C; 1 minute) et une extension de 1a copie du brin d’ADN (72°C; 75 secondes), ce cycle
était répété 40 fois.

Enfin, les amplicons pouvaient étre conservés dans le thermocycleur a 4°C.

Tableau IV : Liste des amorces utilisées pour la classification des souches d’E. coli

Génes Taille
Souches cibles Amorces | Sens 5°-3/8équences (pb) Référence
eltB LT F TCTCTATGTGCATACGGAGC 322
ETEC R CCATACTGATTGCCGCAAT
estA ST F GTCAAACCAGTA(G/A)GGTCTTCAAAA 147 | Prevalence
R CCCGGTACA(G/AYGGAGGATTACAACA of diarrhea
il VT1 | F GAAGAGTCCGTGGGATTAC 130 | genic
EHEC R AGCGATGCAGCTATTAATAA Escherichi
vi2 VT2 | F ACCGITTTTCAGATTTT(G/A)CACATA 298 | acoliin
R TACACAGGAGCAGTTTCAGACAGT children
Eae Eae F CACACGAATAAACTGACTAAAATG 376 | from
EPEC R AAAAACGCTGACCCGCACCTAAAT Leon,
bfpA bfpA | F TTCTTGGTGCTTGCGTGTCTTTT 367 | Micaragua
R TTITGTTTGTTGTATCTTTGTAA (42)
EIEC Tal SHIG | F CTGGTAGGTATGGTGAGG 320
R CCAGGCCAACAATTATTTCC
EAEC pChD432 EA F CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630
R AAATGTATAGAAATCCGCTGTT

La séparation des produits de la PCR était réalisée sur un gel d’agarose (Bio- Rad Laboratory,
Spain) a2 2% contenant du bromure d’ethidium 0,5X avec les marqueurs de tailles
moléculaires 154 paires de base (Réf : 11 062 590 001, version 07) et 100 paires de base
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(Réf: 11721 933 001, version 07). La migration s’cst déroulée sous 100 volts pendant 75
minutes. Les bandes étaient visualisées et photographides sous UV light transilluminator
(Fisher). La taille des bandes ¢tait calculée & I’aide du logiciel Doc-ItLS Analysis Software
(UVP, LLC 2066 W. 11" Street Upland, CA 91786)

-

% Procédure de la technique d’électrophorése et visualisation des bandes amplifi¢es

v" Technigue d’électrophorése
Matériel et réactif
-Générateur,
-Appareil a photographie d’image digitale UVP avec un programme d’analyse,
-Cuve de migration,
-Pipettes et embouts,
-Agarose (2%) ; TBE (0,5X) ; Bac et peigne pour gel, Bromure d’éthidium (0,3pg/ml)
- Dye, Markers V! et Markers 100 bp, Amplicons, le contrdle positif et négatif

Mode opératoire

- Préparer une solution d’agarose 3 2% de TBE 0,5x au four micro-onde pendant environ
1,30mn ;

- Ajouter 30ul de bromure d’éthidium, mélanger puis mouler dans un bac monté d’un peigne
sur une surface plane bien ajustée, laisser le gel se polymériser pendant environ 30mn a 1

heure ;

- Placer le gel dans le bac & électrophorése submergé d’une solution de TBE 0,5x. Loger les
échantillons a tester et les contrdles en mélangeant 13p] d’ADN et 2ul de Dye dans les puits

du peigne en commengant par le marker VI (DNA Molecular Weight Marker Vi, Roche,
Allemagne) ou e marker 100 bp.

- Faire migrer du pdle moins (-) vers le pole plus (+) pendant environ 90mn a 100 voltseta?

ampéres ;

- Révéler les bandes en scannant le gel a I'aide de I"appareil photo UVP reli€ a Iordinateur,

sauvegarder le fichier et analyser les paramétres moléculaires ;

KONE Karim Theése de Pharmacie
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v' Visualisation des bandes amplifiées :
Les bandes rendues fluorescentes par le bromure d’éthidium étaient photographiées sous la
lumiére Ultra-violette du transilluminateur (Fisher) ensuite I'image du gel était téléchargée a
I’aide de la camera du systéme UVP relié 4 I'ordinateur fujitsu. La présence d’une bande de
taille spécifique sur le gel d’agarose traduit la présence de I’'une des cing souches pathogénes
d'E. coli. Ensuite que ’on recherche, les bandes identifi¢es pour chaque paire d’amorces
étaient ensuite enregistrées dans le tableur Excel sur Windows 2000. Le programme UVP
nous permet d’estimer la taille de chacun des fragments amplifiés afin de confirmer avec

précision la souche pathogene d’E. coli correspondante.

5 Détermination de la taille des bandes

Elle se faisait par Iintroduction d’un marqueur de taille (ou de poids moléculaire) comme

standard qui migre en méme temps que les échantillons a tester.
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5. Résultats

5.1. Données sociodémographiques

Tableau V : Répartition des enfants en fonction du sexe.

Sexe Effectifs Pourcentage
- Féminin 59 54.6

Masculin 49 454

Total 108 100,0

Le sexe féminin prédominait avec 54,6% (59/108). Le sexe ratio était de 1,2 en faveur du

sexe féminin.

Tableau VI : Répartition des enfants en fonction des tranches d’dge.

Tranches Malnutris Témoins Total
d’age Temimm Masculin _ Féminin _ Masculin  (Pourcentage)
[6-12] 20 12 26 27 85(78.7)
[13-18] 6 i 1 0 8(7.4)
[19-24] 2 5 0 0 7(6,5)
[25-30] | 3 3 0 0 6(5,6)
[30-59] 1 1 0 0 2(1.9)
Total 32 22 27 27 108(100)

La tranche 6 & 12 mois était la plus représentée avec 78,7%. L’age variait entre 6 a4 36 mois, la

moyenne d’4ge était de 12,34 + 5,8 mois.
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Tableau VII : Répartition des échantillons d’eau de boisson en fonction des sources

d’eau.
Sources d’eau Effectifs Total
Malnutris Témoins (Pourcentage)
Jarre /Puits 27 32 50(34.0)
Jarre/Forage 27 22 49(45,4)
Total 54 54 108(100)

L’eau de boisson provenant des puits €tait la plus représentée, soit 54,6% (59/108).

Il n’y avait pas de différences statiquement significative entre les eaux de boisson provenant

des puits et celles provenant des forages (Chi*=093; P=0,333etddl=1).

Tableau VIII : Répartition des échantillons d’eau de boisson en fonction des

matériels de transport.

Matériels de transport Effectifs Total
Malnutris Témoins  (Pourcentage)
Bidons (20L) 18 16 31.5
Sceaux 31 31 57.4
Sceaux et Bidons (20L) 5 7 11,1
Total 54 54 100,0

Les seaux étaient les plus représentés, soit 57,4% (62/108).
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Tableau IX : Répartition des enfants en fonction des quartiers.

Quariers Effectif Total
Malnutris Témoins (Pourcentage)
Bamanan 1 6 7(6,5)
Bamanan/K 2 0 2(1,9)
Bozola 9 3 14(13,0)
Bozola/K 3 0 3(2.8)
Darsalam 4 5 9(8.,3)
Dialladougouw/K 3 0 3(2,8)
Djida 4 8 12¢11,1)
Flawere/K 2 0 2(1,9)
Hamdallaye 15 I 29(26.9)
Medine 8 14 22(20,4)
Missira 1 2 3(2.8)
Somonoking/K 2 0 2(1.9)
Total 54 54 108(100)
D : Dioro K : Kominin

Le quartier Hamdallaye était le plus représenté avec 26,9% (29/108).
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5.2. Résultats anthropométriques

m Z-scores poids pour taille \
l
|

68,8 % (35/54)
35,2% (19/54)

Malnutrition aigué Malnutrition aigué
modérée seveére

Figure II1 : Répartition des cas de malnutrition dépistés en utilisant les Z-scores
poids pour taille.

La Malnutrition aigué modérée était la plus représentée avec 32,4% (35/108).

En plus de ces 54 enfants malnutris, 54 autres enfants témoins avec un état nutritionnel
adéquat (ces enfants témoins ne figurent pas ici) étaient inclus dans notre étude. Ils étaient des
enfants inclus dans une étude cohorte (Rice Bran), paralléle & notre étude et parmi les critéres

d’inclusion, la mesure du PB et le calcul des Z-scores poids pour taille ont ét¢ effectués.

Tableau X : Répartition des enfants en fonction des groupes d’études.

Groupes Effectifs Pourcentage
Témoins 54 50
Malnutris 54 50
Total 108 100

Au total 108 enfants ont participé & cette étude : 54 enfants témoins et 54 enfants présentant

une malnutrition.

Nous avons repatti les enfants en deux groupes afin qu’on puisse déterminer le niveau

d’association des souches pathogénes d’E. coli & la malnutrition & travers la consommation

d’cau de boisson.
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5.3. Chaine de contaminations possibles des eaux

Au cours de nos collectes, nous avons demandé des renseignements sur les conditions de
transport et de stockage des eaux de boisson dans chacune des familles des enfants inclus dans

notre étude. Nous avons, entre autres, les facteurs de contaminations possibles suivants :

4+ Au cours du transport
Forage/Jarre : (transport du forage a la jarre)

v Moyens de transport des eaux :

Seaux : non fermés, donc risques de contaminations possibles des eaux :

e au cours du transport,
» par |'air ambiant et

s avec les mains salles.

Bidons : fermés, mais quelques rares cas les bidons étaient réguliérement nettoyes.

Puits/Jarre :-(transport du puits 4 la jarre)

v' Etat des puits
e Fermé et loin des sources d’eaux souillées

e Non fermé et loin des sources d’eaux souillées

e Non fermé, pénétration des eaux pendant I’hivernage

o Fermé, pénétration des eaux pendant I’hivernage

NB : L’cau était puisée & 'aide de puisettes ct de bidons accrochés a des cordes, qui peuvent

aussi étre sources de contamination des eaux.

v Moyens de transport des eaux :

Seaux : non fermés, donc risques de contaminations possibles des eaux :

e au cours du transport,
s par I’air ambiant et

e avec les mains salles.

4+ Risques de contaminations liés aux conditions de stockage des eaux dans la jarre

(jarre et son utilisation par la famille)

dans certaines familles la jarre n’est pas fréquemment

SR NN
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lavée,

utilisation d’un seul gobelet par tous les membres de la famille,

touché du gobelet avec les mains salles, plus particuli¢rement les enfants.
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en générale fermée, mais dans un cas précis nous avons trouvé la jarre ouverte,
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Tablean XI : Récapitulatif des niveaux de contamination possibles des puits.

Traitement des eaux avec eau de Javel
Non Directeme Traité Traité en raison Traité et
Niveaux de contamination traité nt traité (sans d’un verre de filtrée Total
possibles des puits dans la protocole thé d’eau de dans la .
jarre avec de javel pour un jarre )
gau de traitement) | métre d’ecau de -
javel puits en )
profondeur
Puits fermé et loin des 6 2 37 3 2 50
sources d’eaux souillées |
Puits fermé, mais 0 0 1 0 0 1
pénétration des eaux
pendant I"hivernage
Puits non fermé et loin des 3 0 4 0 0 7
sources d’eaux souillées
Puits non fermé, ! 0 0 0 0 1
pénétration des eaux
pendant I"hivernage .
Total 10 2 42 3 2 59

Les puits fermés, loin des sources d’eaux souillées et traités avec ['eau de J avel sans protocole

de traitement étaient les plus représentés avec 62,7% (37/59).

46
KONE Karim Thése de Pharmacie



Relation entre la malnutrition et le portage d’ Escherichia coli

5.4. Résultats microbiologiques

LBMA

Tableau XII : Répartition des échantillons d’eau de boisson en fonction de la

quantité d*E. coli.

E. coli (UFC/100ml) Effectifs Total
Témoins Malnutrition (Pourcentage)

<{ 14 6 20(18,5)

[1-10] 11 18 29 (26,9)

1 10-100] 19 8 27 (25.0)

>100 10 22 32 (29,6)

Total 54 54 108 (100,0)

Les échantillons d’eau qui contenaient plus 100 CFU/100ml E. coli étaient les plus

représentés, soit 29,6% (32/108).

Il n’y avait pas de différence statistiguement significative entre les quantités d’E. coli

détectées selon la classification de la potabilité de 'eau (Chi2 =0,49; P=092}etddl=3).

Tableau XIII: Répartition des échantillons d’eau de boisson en fonction des

catégories de risques.

‘ Catégories de risques Effectifs Pourcentage

| Risque faible/Sar 20 18.5

| Risque intermédiaire /Probablement siir 19 17.6
Risque intermédiaire/Possiblement str 10 93
Risque élevé/Possiblement dangereux 18 16.7
Risque élevé /Probablement dangereux 9 8.3
Dangereux 32 29.6
Total 108 100.0

Le risque dangereux était le plus représenté avec 29,6% (32/108).

|
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Tableau XIV : Répartition des catégorics de risques en fonction des quartiers

Quartiers Catégories de risques

0 1 2 3 4 5
Bamanan 2 | 1 1 1 1
Bamanan/K 0 \ 0 0 0 1
Bozola 3 5 2 3 0 1
Bozola/K 0 0 ] 0 0 2
Darsalam 4 2 2 1 0 0
Dialladougou/K 0 0 0 0 1 2
Djida 3 3 2 1 2 1
Flawere/K 0 0 0 1 1 0
Hamdallaye 3 2 0 6 2 16
Medine 2 4 2 5 2 7
Missira 3 0 0 0 0 0
Somonoking/K 0 1 0 0 0 1
Total 20 19 10 18 9 32

0: Risgue faible/Siir 3: Risque élevé/Possiblement dangereux

1: Risque intermédiaire /Probablement siir 4; Risque élevé /Probablement dangereux
2: Risque intermédiaire/Possiblement sir 5: Dangereux

Le risque dangereux était le plus représenté dans les échantillons d’eau collectés a
Hamdallaye soit 50% (16/32,).
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Tableau XV : Répartition des catégories de risque en fonction de ta source d’cau.

Catégories de risques Source d’eau Total

Jarre /Puits  Jarre/Forage

Risque faible/Siir 6 14 20
Risque intermédiaire /Probablement str 6 13 19
Risque intermédiaire/Possiblement sr 5 5 10
Risque élevé/Possiblement dangereux 10 8 18
Risque élevé /Probablement dangereux 7 2 9
Dangereux 25 7 32
Total 55 49 108

Le risque dangereux était le plus représenté parmi les eaux de boisson provenant des puits,
soit 78,1% (25/32). 1l n’y avait pas de différence statiquement significative entre les
catégories de risques selon la provenance des échantillons d’eau de boisson

(Chi*=2,76; P =0,736 etddi=>3).

Tableau XVI : Répartition des catégories de risque en fonction des matériels de

transport.
Catégories de risques Matériels de transport Total
Bidons Seaux Seaux et
(20L) Bidons (20L)
Risque faible/Shr 1 7 2 20
Risque intermédiaire /Probablement sir 10 7 2 19
Risque intermédiaire/Possiblement str 2 6 2 10
Risque élevé/Possiblement dangereux 5 9 4 18
Risque élevé /Probablement dangereux 1 8 0 9
Dangereux 5 25 2 32
Total 34 62 12 108

Le risque dangereux était le plus représenté parmi les eaux de boisson transportées avec les

seaux, soit 78,1% (25/32).
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Tableau XVII : Répartition des catégories de risques en fonction de 1"¢tat

nutritionnel

LBMA

Catégories de risques

Risque faible/Str

Risque intermédiaire /Probablement siir
Risque intermédiaire/Possiblement siir
Risque élevé/Possiblement dangereux
Risque élevé /Probablement dangercux
Dangereux

Total

Etat nutritionnel

Témoins

14
7
4
13
6
10
54

malnutrition

6
12
6
5
3
22
54

Total

20
19
10
18

32
108

Le risque dangereux était le plus représenté parmi les échantillons d’eau de boisson collectés

dans les familles ou provenaient les enfants présentant une malnutrition, soit 68,

7% (22/32).

Aucune différence statiquement significative n’a été observée entre les catégorics de risques

selon les groupes d’études (Chi2 =2.76; P=0,736ctddl =35).
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5.5. Résultats moléculaires

303 304 I05 A0Ee 0T 08 309 X133 314 3IIN 316 317 314 °318 310 410 Ta13

Figure IV : Image d’un gel d¢e PCR en utilisant la paire d’amorces de I'ARN

ribosomale 16S.

Tous les échantillons positifs avec le kit CBT ont été positifs 4 la PCR en utilisant la paire
d’amorces de 'ARN ribosomique des bactéries 165 (Univ-0008-a-S-19F et Univ-1528-a-A-
17r). M : marqueur V]

5t
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309 314 319 406 403 213

A2 bp i B)

EHEC (vt2)

Photo 1 Photo 2

Figure V : Amplification des génes de virulences par la PCR multiplex en utilisant les

amorces spécifigues aux souches pathogenes d’E. coli.

Les souches détectées étaient respectivement : Escherichia coli entérohemoragique soit 9,3%
(10/108), Escherichia coli enterotoxinogéne  soit 1.8% (2/108) et Escherichia coli

enteropathogene soit 0,9% (1/108).
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Tahbleau XVIII: Répartition des E. coli pathogénes en fonction des catégories de

risque.

Catégories de risque E. coli pathogénes Total

EHEC EPEC ETEC

vi2 eaeAd estA EnlB

Risque faible/Sir 0 0 0 0 0
Risque intermédiaire /Probablement siir 0 0 1 0 1
Risque intermédiaire/Possiblement sir 0 1 0 0 1
Risque élevé/Possiblement dangereux 1 0 0 1 2
Risque élevé /Probablement dangereux 2 0 0 0 2
Dangereux 7 0 0 0 7
Total 10 1 ] 1 13

Le géne vi2 était le plus détecté 76, 9% (10/13) avec un risque dangereux 70% (7/10).

Tableau XIX : Répartition des E. coli pathogenes en fonction des sources d’eau.

Source d’eau E. coli pathogénes Total
EHEC EPEC ETEC
vi2 EaeA FEstA eltB
Jarre /Puits 9 0 0 1 10
Jarre/Forage 1 1 1 0 3
Total 10 ! 1 1 13

Les E. coli pathogénes détectées étaient plus représentés dans les eaux de boisson provenant
des puits, soit 76,9% (10/13). Le ratio des génes détectés était de 3.3 en faveurs des

échantillons d’eau provenant des puits.
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Tableau XX : Répartition des E. coli pathogénes en fonction des matériels de

transport.
Matériels de transport E. coli pathogénes Total
EHEC EPEC ETEC
vi2 eaeA EstA eltB

Bidons (201.) 0 0 0 0 0
Seaux 9 1 0 ! 11
Seaux et Bidons (20L) 1 0 1 0 2
Total 10 1 1 1 13

Les E. coli pathogénes détectés étaient plus représentés parmi les eaux de boisson transportées

avec les seaux, soit 84,6% (11/13).

Tableau XXI : Répartition des E. coli pathogénes en fonction de I'état nutritionnel.

Groupes E. coli pathogénes Total
‘ EHEC EPEC ETEC
vi2 EaeA EstA eltB
Témoins 1 0 0 1 2
Malnutrition 9 1 1 0 11
Total 10 1 1 1 13

| La majorité des génes de pathogénicité ont été détectés dans les échantillons d'eaux de
boisson collectés dans les familles ol provenaient les enfants présentant une malnutrition, soit
84,6% (11/13). Le ratio des génes détectés &tait de 5.5 en faveur des génes détectés dans les
¢échantillons collectés chez les enfants malnutris. Cela signific que la malnutrition et les

souches pathogénes d’E. coli étaient associées.

54
KONE Karim Thése de Pharmacie



Relation entre la malnutrition et le portage d’ Escherichia coli

LBMA

Tableau XXII: Répartition des E. coli en fonction des quartiers

Quartiers EHEC-vt2 | EPEC-eaeA | ETEC-eltB ETEC-estA
Bamanan 0 0 0 0
Bamanan/K 0 0 0 0
Bozola 1 1 0 0
Bozola/K 1 0 0 0
Darsalam 0 0 0 |
Dialladougou/K 3 0 0 0
Djida 0 0 0 0
Flaweére/K 1 0 0 0
Hamdallaye 3 0 0 0
Medine ] 0 1 0
Missira 0 0 0 0
Somonoking/K 0 0 0 0
Total 10 1 1 1

KONE Karim

géne vt2 respectivement 3/10 par quartier.

Les quartiers Dialladougou / K et Hamdallaye ont enregistré plus de génes détectes, soit le
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Les génes détectés étaient plus représentés parmi les eaux de jarre transportées avec les seaux,

soit 84,6% (11/13). Ce qui signifie que les génes détectés pourraient étre associés aux seaux.

6.5. Niveaux de contamination possibles des eaux

Les forages étaient des sources d’eau protégées contre la pollution extérieure. Au cours de
notre étude nous avons constaté que les eaux de boisson provenant de ces forages n’étaient

pas au préalable traitées avant la consommation.

La majorité des familles dont les enfants étaient inclus dans notre étude utilisaient des puits
comme sources d’approvisionnement en cau de consommation. Parmi les 108 participants
38,9% (42/108) des familles avaient avoué qu’elles traitaient leurs puits avec de I'cau de
javel sans protocole de traitement, 9, 3% des familles ne traitaient pas leurs puits, 2,8% des
familles traitaient leurs puits en raison d’un verre de thé d’eau de javel pour un métre d’eau de
puits, 1,9% des familles traitaient leur eau directement dans la jarre avec ’eau de javel et
1,9% des familles traitaient leurs puits avec I'eau de javel (sans protocole de traitement) mais

filtraient I’eau dans la jarre avant consommation a 1’aide de nylon.

Les E. coli étaient détectés dans 83,8% (53/59) des eaux de boisson provenant des puits.
Nos résultats sont similaires 2 plusieurs études : M. MAKOUTODE et coll. (44) au Benin
en 1999, ont rapporté qu au moment de leur enquéte, dans 75% des cas, le délai de traitement
des puits était dépassé et pour 25% des puits, le délai n’était pas dépasse. Malgré que la
plupart de ces puits était traité a I’eau de javel, les eaux provenant de ces puits contenaient E.
coli.

Selon une étude réalisée par Kristen Heitzinger et coll. (45) au Perou en 2015, 98% des
participants traitaient leur cau, parmi ceux-ci 32% ont rapport¢ ne pas quelque fois traité leur
eau.

Une étude menée en milieu rural au Benin en 2009 par Euphrasie DJUIKOM et coll. (46),
ont rapporté que malgré la plupart des puits était de temps a autre traité a I’eau de javel, leurs
caux restaient de mauvaises qualités. Cela pouvait étre di. du fait que la quantité d’cau de
javel utilisée pour la désinfection n’était pas proportionnelle au volume d’eau dans le puits, du

fait que la fréquence de traitement n’était pas approprice.

D’autre part dans notre étude I’eau était puisée a I’aide de puisettes et de bidons accrochés
a des cordes. La pollution atmosphérique, la contamination de I’eau avec les mains salles au

cours du transport, I'usage d’un seul gobelet par la famille pouvaient aussi étre sources de
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contamination de I’eau de consommation. Nos informations sont confirmées par
Maoudombaye T. et coll. (47) au Tchad en 2016, qui ont rapporté suite a leur étude, que
dans les cas de puits traditionnels ou modernes, l'eau était puisée a l'aide de sceaux, de bidons
ou de marmites accrochés a des cordes. L'eau puisée était transférée dans des bassines en
plastique ou en fer et transportée par les femmes jusqu'au foyer. Elle €tait généralement
conservée & domicile dans des jarres en terre cuite appelées «canaris». Les conditions de
recueil, de transport, de stockage et de manipulation de I'eau de boisson pouvaient contribuer

a la contamination.

6.6. Résultat Aquagenx kit CBT
Parmi les 108 échantillons analysés avec le kit CBT, 81,5% (88/108) étaient positifs a E. coli.
Nos résultats sont confirmés par celui obtenu en 2013 par CANDACE MILLER (48) en
Georgie dans le cadre de son master en santé publique. Il a trouvé que 84,79% (223/263) des
échantillons d’eau testés avec un procédé identique étaient positifs a E. coli. Tans disque
Kristen Heitzinger et coll. (45) au Perou en 2015, ont trouve que 47% des sources d’eau et
43% des caux stockage étaient contaminées par E. cofi. Ce résultat est différent de notre
résultat, cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les familles bouillaient ’eau avant
le stockage. Nos résultats ont également ¢été confirmés par Obi CL et coll. (49) en Afrique
du Sud en 2004, qui ont trouvé que 87.7% des échantilions d’eau étaient positifs a E. coli

malgré la différence des techniques.

Dans notre étude le risque dangereux était le plus représenté avec 29,6% (32/ 108). Des
études similaires ont été réalisées par CANDACE MILLER (48) en 2013 en Georgie aux
USA et Kristen Heitzinger et coll. (45) en 2015 au Pérou, qui ont trouvé que le risque

dangereux étaient respectivement de 44.4% (116/261) et 21%.

Le risque dangereux était le plus représenté dans les eaux de boisson provenant des puits,
soit 78,1% (25/32). Nos résultats ont ¢té confirmés par une étude réalisée au Nicaragua par
Patricia Weiss et coll. (50) en 2013 avec la technique Aquagenx sur les eaux de puits qui ont

trouvé que le risque dangereux €tait le plus représenté avec 31,25%.

Au cours de notre étude le risque dangereux é&tait le plus représenté dans les échantillons
d'eau de boisson collectés chez les enfants présentant une malnutrition, soit 68,7% (22/32). 11
n’y avait pas de différence statiquement significative entre les catégories de risques selon les

groupes d*études (Chi*=2,76: P =0,736 etddl = 5).
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6.7. Détection des génes et identification des souches

Nous avons utilisé la paire d’amorces ribosomale 16S pour confirmer la présence de
bactéries dans nos échantillons. Tous les échantillons positifs avec le kit CBT ont été positifs
a la PCR en utilisant ’amorce universelle des bactéries 16S rDNA (Univ-0008-a-S-19F et
Univ-1528-a-A-17r). Notre démarche a été adoptée par H.M. Galal et coll. (51) en 2013 en
Egypte, qui ont rapporté qu’au cours de leur étude, toutes les trente-deux souches isolées

étaient positives a I’'amorce ribosomale 16S.

La détection a été réalisée en utilisant la PCR multiplex sur 81,48 % (88/108) des
¢chantillons d’eau de boisson. Elle a permis d’obtenir les résultats suivants: le géne vi2
11,36% (10/88), le géne eaed 1,13% (1/88), le gene estA 1,13% (1/88), le géne eltB 1,13%
(1/88). Les autres génes (vtl, pCVD432, bfpA et ial) n’ont pas été détectés. Le risque était
associé a la fréquence de détection des génes, plus le risque augmentait plus les génes étaient
détectés. Les génes étaient plus détectés dans les eaux de boisson provenant des puits, soit
76,9% (10/13). Le géne vt2 était le plus détecté.

Au Nicaragua, Vilchez et coll. ont trouve en 2009 dans les selles diarrhéiques des enfants, le
gene eliB (15,7%) ; le géne estA (1 .0%); le géne eaed (16.0%) et le gene w12 (1 .6%). Tandis
qu’ils avaient trouvé le géne eltB (8.3%) et le géne eaed (20,7%) dans les selles non
diarrhéiques des enfants (42). Une étude réalisée par Obi CL et coll. (49) en Afrique du Sud

en 2004, qui ont rapporté avoir trouvé les £. coli pathogénes dans 67.5% des échantillons soit
135/228.

Une étude réalisée en Afrique du Sud par Omar et coll. (52) en 2014, ont trouvé
respectivement dans les eaux de 'environnement: le géne It 25 (9%), st 8 (3%), stx1 10 (3%),
stx2 26 (9%), ial 7 (2%), eagg 102 (35%), bfp 74 (25%), eaed 115 (40%).

Nous avons détecté quatre types de génes correspondant aux souches suivantes: le v£2 pour la
souche EHEC (11,36%), le eaed pour la souche EPEC (1,13%), les génes eltB et estd pour la
souche ETEC (2,26%). La présence des souches pathogénes d’E. coli était associée a des eaux
de boisson provenant des familles ou se trouvaient les enfants présentant une malnutrition,
soit 84,6% (11/13). Le ratio des génes détectés était de 5,5 en faveur des génes détectés dans
les échantillons collectés chez les enfants malnutris. Ce qui signifie que la malnutrition et les

souches pathogeénes d’E. coli étajent associées.

En Afrique du Sud, Obi CL et coll. (49) ont trouvé en 2004, une prédominance du géne
bfpA, géne codant pour E. coli enteropathogéne (EPEC) (26%) parmi les E. coli isolées des
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sources d’eau de riviéres et leurs sédiments suivi par cnf2 (19.3%), et cnfl (16.3%), tous deux
codant pour E. coli necrotoxigéne (NEC).

Plusieurs autrgs génes ont €té trouvé respectivement : ST, LT, et six/, stx2, et EAEC codant
pour E. coli enterotoxigéne (ETEC), E. coli producteur de shigatoxine (STEC), et E. coli
enteroaggregative (EAggEC) avec une prévalence de 4%, 4%, 2%.2% et 14.1%. D’autres
génes codant pour E. coli necrotoxigéne (NEC) étaient plus fréquents (35.5%). suivi par les
génes codant pour E. coli enteropathogéne (EPEC) (34.1%).

En Afrique du Sud par Omar et coll. (52) en 2014, ont trouvé respectivement dans les eaux
de 'environnement: le géne bfp et eaed codant pour la souche EPEC soit 65%, le gene six] et
stx2 codant pour la souche EHEC soit 12%, le géne It et st codant pour la souche ETEC soit
12%, le géne eagg codant pour la souche Eagg soit 35%, le géne ial codant pour la souche

EIEC soit 2%.
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7. Conclusion et recommandation

7.1. Conclusion

La technique microbiologique (Aquagenx kit CBT) de culture ciblant les souches d’E. coli
est fiable pour la détection et la quantification d’ Escherichia. coli présente dans ['cau de
boisson. Dans notre étude E, coli était présente dans 88/108 des échantillons d’eaux de

boisson testées.,

Les souches pathogénes d’E. coli ont été plus détectées dans les échantillons d’eau de
boisson qui présentaient un risque dangereux a la consommation selon la classification de la

potabilité de |'eau.

Les souches pathogénes d’E. coli étaient plus représentés dans les échantillons d’eaux de

boisson collectés chez les enfants malnutris, soit 84,6% (1 1/13).

La malnutrition était associée a la présence des souches d’E. coli de type

enterohémorragique et enteropathogénique dans 1'eau de boisson a Dioro.

7.2. Recommandation

Au terme de notre étude, nous recommandons :
v A I’Agence Nationale pour la Sécurité Sanitaire des Aliments (ANSSA)

Déployer le kit Aquagenx CBT dans les zones reculées pour détecter la présence d'E. coli

dans 1’eau de boisson chez les enfants présentant une malnutrition.
v Au Laboratoire National des Eaux (LNE) :

D’ utiliser le kit Aquagenx CBT (simple et rapide) pour le contrdle de qualité microbiologique

de I'eau de boisson,
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RESUME -

La présente étude portait sur la relation entre la malnutrition et les souches pathogenes
&'E. coli isolées dans I'eau de boisson. Notre objectif était d’évaluer le nivean de risque li¢ a
la présence d’ Escherichia coli thermotolérant dans I’eau de boisson dans un contexte de

malnutrition.

C’était une étude cas-témoins de Novembre 2015 a Mai 2016, qui s’est déroulée dans la
commune rurale de Dioro-Mali. L.’étude a concerné 108 enfants répartis en deux groupes : 54
enfants malnutris et 54 enfants témoins. Un échantilion d’eau de boisson a été collecté dans

chacune des familles de ces enfants.

Deux techniques ont été utilisées : microbiologique (Aquagenx kit CBT) et le genotypage -

(PCR).

Parmi les 108 échantillons d’eau de boisson, 88 ont été positifs par analyse
microbiologique au kit CBT et ont été confirmés positifs par I’utilisation de I’ARN
ribosomique 16S par PCR. L’identification des souches pathogénes par la PCR multiplex a

été réalisée sur les 88 échantillons positifs au kit CBT en recherchant simultanément les 5
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pathotypes d’E. coli. . Elle a permis d’obtenir les résultats ci-aprés : 11,36% (10/88) du géne
w2 (Pathotype enterohémorragique, EHEC), 1,13% (1/88) du géne eaed (Pathotype
enteropathogénique, EPEC), 1,13% (1/88) du géne estA (Pathotype enterotoxigenique,
ETEC), 1,13% (1/88) du géne eltB (Pathotype enterotoxigenique. ETEC). Les génes d’E. coli
étaient plus détectés dans les eaux de boisson provenant des puits, soit 76.9% (10/13). Les
génes détectés d’E. coli étaient plus représentés dans les échantillons d’eaux de boisson

collectés chez les enfants malnutris, soit 84,6% (1 1/13).

E. coli était présente dans 88/108 des ¢chantillons. Les souches d’E. coli ont ét€ plus
détectées dans les échantillons d’eau qui présentaient un risque dangereux selon la
classification de la potabilité de I’eau. La malnutrition était associée a la présence des souches

d'E. coli de type enterohémorragique et enteropathogénique dans 'eau de boisson a Dioro.

Mots clés : E. coli, géne de virulence, malnutrition, eau de boisson, Mali-Dioro, kit CBT.
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Nationality: Malian

TITLE: Microbiological study of drinking water in Dioro: Relationship between

malnutrition and the carriage of Escherichia coli.
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City of defense: Bamako

Place of deposit: Library of the faculty of medicine and odonto-stomatology and the
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Abstract

The present study examined on the relation ship between malnutrition and bacterial
strain pathologic E. coli, isolated in drinking water. Our goal was to assess the level of the
risk linked to the presence of the thermo tolerant Escherichia coli in the drinking water, ina

malnutrition context.

It was a case-control study from November 2015 to May 2016, which took place in the
rural commune of Dioro-Mali. The study involved 108 children in two groups: 54
malnourishc.d children and 54 control children. A sample of drinking water was collected in
each of the families of these children

Two techniques were used: microbiological (Aquagenx kit CBT) and genotyping

(PCR).

Of the 108 drinking water samples, 88 were positive by microbiological analysis at the
CBT kit and were confirmed positive by the use of 16S ribosomal RNA by PCR. The
identification of the pathogenic strains by the multiplex PCR was carried out on the 88
positive samples to the CBT kit while simultaneously looking for the 5 pathotypes of E. coli.
it yielded the following resuits: 11.36% (10/88) of the gene wi2 (Enterohemorrhagic
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Pathotype, EHEC), 1.13% (1/88) of the eaed gene (Enteropathogenic Pathotype, EPEC)
[.13% (1/88) of the gene estd (Enterotoxigenic Pathotype, ETEC), 1.13% (1/88) of the e/tB
gene (Enterotoxigenic Pathotype, ETEC). The genes of E. coli were more detected in drinking
water from wells, or 76.9% (10/13). The detected genes of £ coli were more represented in

drinking water samples collected in malnourished children, or 84.6% (11/13).

E. coli was present in 88/108 of the samples. The strains of E. coli were more detected
in water samples that presented a hazardous hazard according to the water potability
classification. Malnutrition was associated with the presence of E. coli strains.
Enterohemorrhagic and enteropathogenic-type coli in drinking water in Dioro.

Keywords: E. coli, gene of virulence, malnutrition, drinking water, Mali-Dioro, kit CBT
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Relation entre la malnutrition et le portage d’ Escherichia coli
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