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1. INTRODUCTION :

Les salmonelles sont des bacilles aéro-anasoliram négatif, hotes
facultatifs du tractus digestif potentiellemepathogenes pour I' homme et
pour les animaux , appartenant a la familbsEhterobacteriaceae [1]

Le genre Salmonella est divisé en deux espeBabnonella entericaet
Salmonella bongori(trés rare).

Salmonella. entericast divisée en 6 sous-especsentericasubsp. | ( subsp.
enterica ) , Il ( subsp. salamae ) , Ill ( subszomae ) , llib( subsp. diarizonae )

, IV ( subsp. houtenae ) et VI ( subsp. indica).

La sous espéce §. entericasubspecies entericg représente plus de 99,5 %
des souches isolées en pathologie. L'identificaties especes et sous-especes
se fait sur la base de caracteres biochimiquesseiu de ces especes et sous
especes, les souches peuvent étre différenciéesapasérotypie (antigenes
somatiques O, antigenes flagellaires H et antig&heal’enveloppe) définissant
des sérovars ou serotypes. La dénomination agtdei sérovars au sein de la
sous-espece est :

« dans la sous-espece |, par exemple pour le sérofyp@imurium :S. enterica
subspEnterica sérotype Typhimurium ou plus simplemé&tTyphimurium;

» dans les autres sous-especes, les sérotypes saée uniguement par leur
formule antigénique. La sous-espéce | comprend,jaur, 2 435 sérovars.

La contamination est surtout d'origine hydriqueleGbeut étre directe (selles,
linge souillé, mains sales, urines) ou indirecaep{us fréquente) par ingestion
d’eau ou d’aliments contaminés. [3,4]

Chez 'hnomme, les salmonelloses sont a I'originedaéeix types de pathologie
Les fievres typhoides et paratyphoides ou salnmsed| majeures : elles sont
dues &5. Typhi, S. Paratyphi A, B ou C, au cours desquelles deux mécanismes

d’'invasion se superposent :

Thése PHARMACIE Sounkarou TRAORE
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Un processus entéro-invasif et I'action del'endateXLPS). Apres une période
d’incubation variable (5 a 30 jours, en générajdlbs), la typhoide comporte
deux phases successives :

— l'apparition séquentielle de symptdmes pendant¥d semaine : asthénie,
céphalées, vertiges, signes digestifs (nauséesan), état fébrile qui atteint
40 °C en quelques jours ;

— une phase d'état a 18 semaine, caractérisée par une fiévre en plateriu
°C, une diarrhée fétide couleur « jus de melordes signes cutanés, une
hépato-splénomégalie, un état de prostration @siphdes urines rares et
foncées, parfois des signes respiratoires. Sialgnadstic et le traitement sont
précoces, I'évolution est favorable. En abseneetrditement, on note des
complications digestives (hémorragies, cholécystite cardiovasculaires,
neuroméningées et ostéoarticulaires.

Les salmonelloses mineures : elles se traduisenplus souvent par des
gastroentérites d’origine alimentaire dueS.ayphimurium, S. Enteritidis et

S. PanamaEn France, 64 % des toxi-infections alimentai@tectives (TIAC)
sont dues aux salmonelles, notamment lors de |laocomation d’'ceufs et de
produits a base d'ceufs. [3,4]

Selon I'Organisation mondiale de la Santé, il megtorté annuellement 16,6
millions de cas de fievre typhoide, avec approtiveanent 600 000 cas de
déces, et 1,3 milliards de cas de gastroentéaitpges due aux salmonelles
non-typhiques, avec 3 millions de déces dans ledad8]

Dans les pays industrialisés plupart des fievres typhoides sont contractées
lors d’'un voyage a [I'étranger. Dans 91% des casfiévre typhoide a été
acquise au cours d'un séjour en zone d'endémigipsiement en Afrique et
dans le sous-continent Indien. Cette proportion dest88% pour les fievres
paratyphoides.
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Une épidémie a sévi a Kikwit (RDC) en 2011-2022065 cas en 13 semaines,
154 complications, 31 déces. [5]

Au Mali , selon I'étude de DIARRA D [6] sur lesalmonelloses chez les
enfants de 0 a 15 ans, réalisée dans le satgipédiatrie du CHU GABRIEL
TOURE en 2010, la prévalence de salmonellotst de 2,70%.

Le serotypage permet d’obtenir la formule antigeaiqui désigne un sérovar,
seul moyen permettant d’individualiser une vargg&almonellall a un intérét
épidémiologique pour déterminer la filiation des caoit de fiévres typhoides et

paratyphoides, soit des cas de gastro -entérite®rdaires.

C’ est pourquoi nous avons jugé nécessairéaide le typage des souches
de salmonella isolées chez les enfants inclaos Ha&tude de surveillance des
infections bactériennes invasives du Centrer peuDéveloppement des

Vaccins (Center for Vaccine Development) CVD-CHUGT
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OBJECTIES :

s OBJECTIF PRINCIPAL :

Etudier les principaux sérotypes shmonella en comparant les résultats

obtenus par la technique de séroagglutinatiomeax de la technique de PCR

+* OBJECTIFS SPECIFIQUES :

- Déterminer la fréquence d’isolement des saktes dans les
hémocultures, et dans les LCR

- Décrire le profil socio- démographique des patisoisffrant de
Salmonelloses

- Identifier les sérogroupes et les serotypesdes fréquemment isolés
chez les enfants inclus dans I'étude de sllamee des infections

- Déterminer le taux de conformité des soudsekes par la
technique de serogroupage et par cellede PCR

- Déterminer I'activité antibactérienne des antiigjoés sur les souches de
salmonelles isolées.
- Déterminer le devenir immédiat des patients.
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2. GENERALITES :

2.1. HISTORIQUE :

La fievre typhoide est une maladie strictement hoenadont [I'entité

nosologique a été reconnue des 1813 par PetiredsS&lle a constitué un
modéle dans I'étude des maladies infectieusese Gettadie a été décrite en
1820 par Bretonneau qui I'appelaitothiénentherie En 1880, la mise en
evidence du bacille dans les coupes histologigess danglions des malades
morts de fievre typhoide a été faite par Eberth.

En 1884, Gafiky réalise la premiére culture de aeille dénomméalmonella
Typhi.

En 1896, Widal a montré que les sérums des makttiasts de fievre typhoide,
agglutinaient les cultures de bacille d’Eberth, targt ainsi au point le
sérodiagnostic de la maladie. La méme année AratlaBEnsande, appelerent
bacilles paratyphiques, les souches de bacilléédsale malades présentant un
syndrome typhoidique mais dont le sérum n’agglittipas les cultures de
bacille typhique. La méme observation fut faite @arynn en 1898.

Le nom deSalmonellaa été donné par Lignieres en 1900 a ce grouperkeacté
Ce nom fut choisi en 'honneur de Salmon vétérmaimeéricain dont la
contribution a I'étude de ses bactéries fut majeure

En 1917, Félix découvre les bases de I'analysgé@mtjue des bactéries en
découvrant les antigenes O et H.

En 1930, Kauffman et White proposent une classiboades bactéries proches
du bacille d’Eberth basée sur les caracteres amndjgées O et H.

En 1935, Reilly, montre le réle du systéme nerveenrovegétatif dans la
pathogénie de la fievre typhoide.

En 1948, le chloramphénicol a été découvert de niiraeses applications

thérapeutiques dans les salmonellog@s.
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2.2. Définition et systématique :

Les Salmonellaappartiennent a la famille d&esITEROBACTERIACEAE bacilles
Gram négatifs (BGN), mobiles (except&aimonellapullorum- gallinarum),
aéro- anaérobies facultatifs, essentiellement dasaspes intestinaux des
animaux vertébrés ; ils fermentent le glucose alégagement de gaz ; lactose
négatif (sauf le genrérizona® ; catalase positive ; 43 positif ; réaction de
Vauges Proskauer (VP) négative. lls sont respoasatds fievres typhoides et
paratyphoides A, B et C[8]

Cette famille des entérobactéries comporte actuelt plus de 120 especes
génomiques. Dans le gerfsalmonellg deux especes genomiques sont
actuellement reconnueS$almonella enterica I'espece la plus courante

gui renferme sept sous-especes :

- enterica (), Salamae (Il), arizona (llla), diarizna (llib), houtenae (1V),
indica et (VI) subspecies (VII)gt Salmonella bongori espéce rare.

Ces sept especes et sous-especes sont diffélentmld’aide de caractéres
biochimiques. Les travaux de taxonomie moderne, particulier les
hybridations d’acides désoxyribonucléiques, ont nwm&® que le genre
Salmonellane comporte qu'une seule espéce qui comprendrédiae sept
sous-especes facilement différenciables par learacteres phénotypiques. Les
sous-especes |, Il et IV correspondent respectimeangx sous-genres I, 1l et IV
de Kauffmann. Celles désignées llla et lllb cqoesient respectivement aux
serovars monophasiques et diphasiquesSadsionelladu sous-genre Il de
Kauffmann, qui furent successivement appel8abnonella arizona groupe
«<Arizona », Arizona arizonaeetArizona hinshawii [9]

Enfin, la sous-espéce V a été individualisée er? 1@B8sous-espéece VI en 1986.
La tres grande majorité d&almonellaisolées de 'hnomme et des animaux a

sang chaud appartiennent a la sous-espeéce I.
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A I'exception de certaines régions comme I'Africiie Sud ou des souches de la
sous-espece. Il n'est pas rare chez 'lhommeS#monellades sous-especes
autres que | sont surtout isolées d’animaux a samg-et de I'environnement et
ne sont qu’exceptionnellement la cause de troulgathologiques chez
I’'homme.[10]

2.3. Habitat :

Le réservoir naturel deSalmonellaest tres large et s’étend a tout le monde
animal.

Les Salmonellessont essentiellement des bactéries de l'intests atemaux
vertébrés.[11]

Elles peuvent étre disséminées dans I'environnemantes excrétaElles ne
peuvent pas s’y multiplier de maniéere significatimais peuvent survivre dans
le sol pendant plusieurs semaines, voire plusiews si les conditions de
température, de pH et d’humidité sont favorabless Gactéries pathogenes
spécifiques provoquent des maladies consécutivasn adéfaut d’hygiene
générale ou a une contamination aliment{ir2]

2.4. Physiopathologie :

2.4.1. Pouvoir pathogéne naturei

Les Salmonelles sont des entérobactéries a tropidigestif, elles sont
pathogénes pour I'homme et pour de nhombreux animvautébrés. Elles sont
surtout responsables de gastro-entérites a évojudglus souvent défavorable
[13]

Certains serotypes trés virulents apparaissentogaties seulement pour une
espéece animale donnée. C'est le caSaeonellaTyphi et Paratyphi A, B,

C respectivement responsables chez 'homme de laefiggphoide et des
fievres paratyphoidefl4]

Les fievres typhoides sont des septicémies cars@ddrpar une pénétration des
salmonelles dans le systeme lymphatique mésengeeguune multiplication

dans les cellules mononuclées qui peuvent ainsstitoar un réservoir a
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I" origine des rechutes. La localisation au nivebila vésicule biliaire peut
favoriser un portage chronique au niveau dige§tis]

Les Salmonellaabortus et Salmonellaovis sont pathogénes pour les ovins et
Salmonella gallinarum, Salmonella pullorum pour les volailles. D’autres
salmonelles ont un pouvoir pathogenes plus étermtammentSalmonella
Typhimurium, Salmonella Enteritidis et peuvent déterminer des infections
chez de nombreuses especes animales. lIs n'oufpes préférentiel$l4]

Ces serotypes sont des agents de toxi-infectibmermtaires chez 'lhomme,
leur passage dans le sang est exceptionnel, mésnseauteurs soulignent des
cas de septicémies graves chez des immunodéprintdez des leucémiques.
[8]

En outre, ces sérotypes ubiquitaires peuvent prasmodes épidémies dans les
services de pédiatrie. L&almonellasont enfin responsables de manifestations
extra digestives qui, bien que plus rares, sungahisurtout chez des sujets a
risque avec des tableaux cliniques multiples ewtfon du site de l'infection.

Ces manifestations extra digestives peuvent étoktds ou associées a une
septicémie ou a une fievre typhoide.

On souligne des ostéites Salmonella chez les drépanocytaires surtout les
enfants de 6 mois a 10 afik5]

On note un portage fécal ou urinaire chez les nealaditeints de schistosomiase
; des infections pleuro- pulmonaires et des inbestidu systéme nerveux central
dominées par les méningites beaucoup plus frégeiesttez I'enfant ont été
mentionnées par certains auteurs, des infections-gémitales sont
exceptionnelles quoique des cas aient été citédifb@rents auteurs.

Chez des sujets présentant une affection tumoonaleshez des sujets atteints
d’achlorhydrie grave, des infections abdominalescéa du foie, abces du
pancréas...) autres que les gastro-entérites onsijralées17]

Enfin des manifestations cardio-vasculaires Salmonella dominées par

I'endocardite, la péricardite et les atteintesrali@s furent décrites.
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2.4.2 Pathogénie :

Les Salmonella sont des bactéries entéro- pathogénes invasiveparfir
d’expérience chez des volontaires sains, la ddsetante a été estimée entre
10° - 10 UFC/ml.[13]

Cette dose dépendra de plusieurs facteurs dornituence du germe, l'acidité
gastrique du sujet. Apres invasion silencieuse ulhe tdigestif et du systeme
réticulo-endothélial, les salmonelles pénétrentpith&lium intestinal et
'adherent par un mécanisme inconnu, le traversans provoquer de lésions
Importantes pour atteindre [Emina propia et la sous muqueuse.

Elles induisent des réactions inflammatoires a¥iaxade polynucléaires et de
macrophages qui phagocytent les bactéries. Legalias gagnent ensuite

les ganglions mésentériques, s’y multiplient epsmpagent dans la circulation
sanguine par le canal thoracique. Ce qui expligaesépticémies ; une partie des
salmonelles se lyse avec libération d’'une toxinewvguirriter le sympathique
abdominal provoquant par son intermédiaire 'uliérades plaques de Peyer.
Cette toxine transportée au niveau des ventricdésebraux provoque
I'abattement, le tuphos d’ou le nom de fiévre tyijoleodonnée a cette maladie
[11]

L’évolution spontanée cyclique de la fievre typleitbn traitée est devenue

aujourd’hui exceptionnellg18]
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2.5. Caracteres bactériologigues :

2.5.1 Morphologie et colorabilité :

Les bactéries du gen8almonellasont des bacilles a Gram négatifs.

Pouvant mesurer 2 ai3n de long sur 0,&m de large pendant leur croissance
exponentielle. A I'exception deSalmonellaappartenant aux serotypes aviaires,
tels Salmonella gallinarum et Salmonella pullorum et quelques rares
mutants immobiles, les salmonelles sont généralenmeobiles avec une

ciliature péritriche[13] voir figure 1 [20]

Figure n° 1. LesSalmonellavues au microscope électronique.
Source: MICHAEL C. MILONE . Department of Pathology and Laboratory
Medicine, University of Pennsylvania M The caugatgent of typhoid fever is
the bacteriunSalmonella Typhi (Image courtesy of the Centers for Disease
Control and Prevention) Medical Center, PhiladepRiA.
Date de consultation : le 15/11/2013
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2.5.2. Caracteres culturaux et milieux de cultures

Les milieux sélectifs le plus souvent utilisés pdisolement desSalmonella
sont le milieuSalmonella- Shigella(SS), le milieu Mc Conkey et le milieu
Hecktoen. Sur le milieu SS, les coloniesS#@monellaapparaissent incolores, a
centre noir, car elles ne fermentent pas le lacaisproduisent du 5. Ces
colonies peuvent se confondre a celles d’autresratas Proteus.

Les colonies de&salmonellaapres 18 — 24 heures d’incubation a 37 °C sont
lisses et mesurent 2 a 3 mm de diametre.

Des colonies naines s’observent rarement, de mémeles colonies rugueuses
ou des colonies muqueuses ressemblant a des cotléebsiella [8]

L’aptitude a donner des colonies muqueuses estesbyerdue aprés quelques
mois de conservation.

Présentation des milieux de culture :

- miks @élaseyMac Conkey :

Pour Salmonella, Shigella autres BGIY et Coliformes dans les eaux, les produits alimentaires et biologiques.

Aspect du milieu avant Mode Sélectivite / Caractéres Resultats
utilisation d’ensemencement composition rechercheés ’ i

Méthode des cadrans. Ce milieu contient - Utilisation du Colonies rouges entourées d’un hélo

deux inhibiteurs de la Lactose révélée par |opaque de la méme couleur dudla
Incubation : flore Gram* : I'indicateur coloré du précipitation des sels biliaires:
milieu le rouge lactose*
184240 a37°C - Sels biliaires neutre.
Aspect (l?llmil_ieu apres - Cristal violet
utilisation (Colonies jaunes ouincolores :
lactose”

Figure N°2 :Milieu sélectif pour lisolement des bacilles Grarégatif Salmonella et
Shigella ainsi que des bactéries coliformes dans les easxptoduits alimentaires, les

produits pharmaceutiques et biologiques.

Source :GUILLAUME P T. La microbiologie. In 2004.
Date de consultation : le 15/11/2013
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O —

4+ Gélose SS :[25]

- Gelose SS
Gtlose Salmanella- Shigella

Il est trés utilize pour la recherche de Safmonedla dans les selles et les denrees alimentaires peu pour les Shigalla car trop sélectif.

Aspect du milien avant | Mode [ Sélectivite [ [ Caractéres [ Reésultats
utilisation d’ensemencement composition recherches

3 inhibiteurs : - Colonies rouges :

- zels biliaires, E‘Eermentation du lactose +
lactose.

iN[éthode des cadrans - vert brillant

- forte concentration - Colonies incolores :
fen citrate de sodivm. Production de HaS &

Tncuber 18424 ha | !partir du Thiosulfate. | lactose —
;EmpEchent les '

. Aspect du milieu apreés .;B?OC- -
bactéries Gram®, et

utilisation f ;
autres bactéries Gram
Degatif autres que - Colonies a centre noir :
walmonelia et
Shigella, Ha3 +

Figure N°3: Gélose Salmonella- Shigella milieu sélectif permettant I'isolement

d'entérobactéries  pathogenes.
Il est tres utilisé pour la recherche Salmonelladans les selles et les denrées alimentaires

peu pour leShigella car trop sélectif.

Source :GUILLAUME P T. La microbiologie. In 2004.
Date de consultation : le 15/11/2013
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+ Gélose Hektoeen[25]

- Milieu Hektoen

Pour Salmonelles, Shigelles et autres BGH.

Aspect du milieu avant
utilisation

Aspect du milieu apreés
utilisation

Mode Seélectivite | Caracteres
d’ensemencement colnposition recherchés
2 Indicateurs [Trois glucides :
-1e bleu de - salicine
bremotlymol - saccharose
Par techniques - lactose.

habituelles. -

- la fuschine acide  Production d'HzS
i(qui se colore en

présence d'aldehyde.

Résultats
%C‘ulunies SAMnon Esc}aeric}zia,'
Levinea, Ciirabaciar diversus,|
Klehsialla, Enterobactsr, Serratia,|
Harsinia

Colonies sawmon a centre noir

Citrobacter freundii, FProteus,

wiedgaris,

[Colonies blem-vert a centre noir |
[Suspicion  de  Salmemella, &

idifferencier de Frofeus mirabifis

(Colonies  blem-vert ou vertes:
Suspicion  de  Shigelle ou  de
Salmarseﬂa

Figure N°4: La gélose Hecktoen est un milieu d'isolement sai#nonelles et des
Shigelles, bien que de nombreuses bactériesa Gématihpuissent se développer sur ce
milieu. L'identification d'entérobactéries pathoge repose sur la non utilisation des glucides

présents dans le milieu

Source :GUILLAUME P T. La microbiologie. In 2004.

Date de consultation

:le 15/11/2013

2.5.3. Caractéres biochimiques :

Le profil de la majorité des souches de Salmonsgtigees de 'homme et des

animaux a sang chaud, appartenant a la sous-ebmstde suivant :

Uréase

négative, TDA négatif, Indole négatif, glucose pbsivec production de gaz,

lactose négatif, adonitol négatif, LDC positive, ODpositive, Citrate de

Simmons positif, Gélatinasse négative, RM positi?, négatif.[8]
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2.5.4. Caracteres antigénigues

Les Salmonella comme toutes les entérobactéries possedent typiss
d’antigenes d’intéréts diagnostiques : Les antgéate paroi ou antigéne O,
les antigenes d’enveloppe et les antigenes flagedlau H[15]

2.5.4.1 Antigénes de paroi ou antigene O :

L’étude par absorption croisée des immun- sérur@parés sur lapin a permis
d’individualiser de nombreux facteurs antigéniquks)t 67 sont utilisés pour le
diagnostic. Les facteurs O désignés par un mémebagmsont fortement

apparentés mais non obligatoirement identiquesgr(ilest de méme pour les
facteurs H).

Les facteurs O peuvent étre classés en facteursafeurs et facteurs O

accessoires.

¢ Facteurs O majeurs :

Les souches qui ont en commun un facteur O magamt classées dans un
méme groupe O. Par exemple, le facteur O4 esttéaistimjue du groupe B :
Toutes les souches de ce groupe le possedenteditel®e méme pour le

facteur O9 du groupe D, le facteur O2 du group&Aacteur O3 du groupe E.
[8].

¢ Facteurs O accessoires :

Les facteurs O accessoires sont d'un intérét dstgnee mineur car ils sont
toujours liés a un facteur O caractéristique deugeo Par exemple, le facteur
012 existe chez toutes les souches des groupes, A), Bu ils sont liés
respectivement a 02, 04, 09. Il est donc sans éntdiagnostique de le
rechercher. Ces facteurs résultent de la modifinadiu polysaccharide lie a la
spécificité du facteur O majeur par une enzymetargénisme chromosomique.
Le facteur O5 résulte de l'addition d’'un radicakite sur I'abequose, sucre
constitutif du polysaccharide des sérovars du gedBiet qui n’existe pas dans
les autres groupes O. Le facteur O5 ne peut doisteexque chez les souches
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qui ont le facteur O4, si elles possedent une ksyde I'abequose. Ceci
explique aussi que les souches fortement aggluésgmar le sérum anti O5,
sont plus faiblement agglutinables par le sérum @At puisque le O5 est une
modification de ce dernier par une information @d®ar un bactériophage
(conversion lysogénique).
Tous les phages convertisseurs, c’est-a-dire ceuxapsent une modification
de la spécificité de l'antigéne O d8simonellaquand le génome est présent
chez la bactérie, ont un ADN bi caténaire, ce gsirend aptes a la transduction
a l'intégration dans la continuité du chromosodpaetérien. Tous ont une
morphologie similaire : téte polyédrique, courteege avec plague terminale
mais sans gaine protéique contractile par unenmdtion codée par un plasmide
(cas du facteur O54|8]

2.5.4.2 Antigenes d’enveloppe :

Ces antigénes sont peu répandus chezSkmonella lls peuvent masquer
I'antigene O, rendant les bactéries O inagglutiesblLe chauffage a 100 °C de
la suspension bactérienne pendant une dizaine detesi suffit en général a
solubiliser I'antigene d’enveloppe et en conségaemadémasquer I'antigéne O
qui devient alors agglutinable. On n’en connaitume seule spécificité, appelée
Vi parce que découverte paELIX etPETIT chez des souches &almonella
Typhi, qui avaient pensé gue la virulence était cornalitéee par cet antigene.
L’existence de l'antigene Vi n’est connue que chieais sérovars de
Salmonelle Typhi, Paratyphi C et Dublin. Les souches de ces serovars ne
possedent pas obligatoirement l'antigéne Vi. Leackes Typhi riches en
antigene Vi et O inagglutinables sont dites sousné& V, celles qui n’en
possedent pas et sont O agglutinables sont ditesfeame VW. Elles sont les
plus souvent constituées d’'un mélange de bactlsesnes sous forme V, les

autres sous forme W8]
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2.5.4.3 Antigenes flagellaires ou Antigenes H :

Les flagelles sont des polyméres de flagélline gaukes de protéine fibreuse,
d’'un poids moléculaire de 40 000 daltons enviroes @olécules d'un diameétre
de 4 a 4,5 nm sont disposées sur le flagelle colamérons d’'une corde. La
composition en acides aminés de la flagelline estsi@ante pour un type
antigénique déterminé. Les anticorps H ont deuynetés importantes : celle
de produire une agglutination floconneuse, d’aparirapide et dissociable par
agitation, et celle d'immobiliser les bactériesand leur spécificité correspond
a celle de l'antigéne des flagell§3]

Certains sérotypes ont un antigene H mono speéeifiquuand ils sont mobiles,
iIs ont un antigene H ayant toujours la méme sm#téf: ainsi Salmonella
Paratyphi A a toujours un méme antigene H désigné H :Salmonella
Enteritidis I'antigene H : g, m Salmonella Typhi I'antigene H : d.

La culture de ces souches respectives en préséamue dérum a, g, m, ou d,
elles sont immobilisées. D’autres sérotypes ordintigene H qui peut présenter
deux spécificités totalement différentes. Ainsi useuche deSalmonella
Paratyphi B peut étre agglutinée, au moment de son isolemaiguement par
le sérum anti- b. Mais si nous les cultivons sdogg molle additionnée de ce
sérum anti- b, nous constatons gu’elle n’est pasahilisée et que la culture qui
a envahi la surface n’est plus agglutinée par flersé@nti- b. Elle le sera par un
autre sérum dénommeé anti-1, 2. En fait, nous awwmsultivant en présence de
sérum anti- b, sélectionné les mutants ne poss@dant’'antigéne de spécificité
b, mais possédant une spécificité autre qui, [@almonella Paratyphi B, est
toujours 1, 2. Il est possible de faire l'inversen cultivant notre deuxieme
culture en présence de sérum anti-1, 2, nous rerons une agglutinabilité
dans le sérum anti-b.

L’antigéne H deSalmonella paratyphi Bpeut donc exister sous deux phases : b
et 1,2. En cultivant en présence du sérum correspudra la phase apparente, on

réalise une inversion de phase.
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Bien souvent une culture en nappe S&monella Paratyphi B est mixte,

I agglutinabilité d’emblée par les sérums antetkanti-1,2, parce que contenant
un mélange de bactéries possédant les unes dedidtagle spécificité b,
d’autres des flagelles de spécificité 1,2. Toutikucet deSalmonella Paratyphi

B cultivée sur gélose molle additionnée a la foisé®im anti- b et de sérum
anti-1,2, est immobilisée.

L’étude des antigenes O, H et Vi a abouti a I'éssleiment d’'un catalogue

des formules antigéniques,dehéma de KAUFFMANN-WHITE.
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TABLEAU

N°l :

Fréquents : [8]

T ——

formules antigéniques des sérotypes de salmdeslialus

Antigéne H
Mélange O Groupe Nom usuel Antigéne O Phase 1 Phase2
Paratyphi B 1, 4,(5),,12
OMA B Wien 1,4,12, 27 b 1,2
Stanley 1,4,5)12,27 | b 1,w
Duisburg 1,4,12, 27 d 1,2
Saint Paul 1,4,5)12,27 | e h e, n, z15
Reading 1,4,5)12 e h 1,2
Chester 1,4,5)12 e h 1,5
Derby 1,4,(5) 12 f,g e, n, X
Agona 1,4,12 f,g, s (1,2
Typhimurium 1,4,5)12 i -
Brandenburg 1,4,5)12 i,V 1,2
Heildelberg 1,4,12 r 1,2
Coeln 4, (5), 12 y -
Essen 4,12 g m 1,6
Abortusovis c
ParatyphiC 6, 7 (Vi) c 1,5
OMB C Choleraesuis 6,7 c 1,5
Isangi 6,7 d 1,5
C1 Livingstone 6,7 d 1,w
Eimsbuttel 6,7,14 d 1,w
Montevideo 6,7 g, ms -
Oranienburg 6,7 m, t -
Thompson 6,7 k 1,5
Infantis 6,7 r 1,5
Muenchen 6,8 d 1,2
Cc2 Manhattan 6,8 d 1,5
Newport 6,8 e h 1,2
Blockley 6,8 k 1,5
Lichtfild 6,8 I, v 1,2
Bovismorbificans 6, 8 r 1,5
Typhi 9, 12 (Vi) d -
OMA D Enteritidis 1,9,12 g, m
Dublin 1,9, 12 g,p -
Gallinarum (volailles) 1,9, 12 - -
Panama 1,9, 12 1,v 1,5
Strasbourg (9), 46 D 1,7
Muenster 3,10 e, h 1,5
Anatum 3,10 e h 1,6
OMA E (7 %) Meleagridis 3,10 e, h 1w
E1l London 3,10 1,v 1,6
Give 3,10 (15) 1lv 1,7
E4 Senftenberg 1,3,19 g,[s], t -
Kedougou 1,13, 23 | 1,w
OMB G (2%) Worthington 1,13, 23 z 15
OMB A (0,26) Paratyphi A (Afrique, Asie) 1,2,12 A -

These PHARMACIE

Sounkarou TRAORE
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2.5.4.4 ldentification d’'un sérovars :

L’identification d’un sérovars se fera dans l'ordrgvant :

- Détermination du facteur O majeur caractéristidegroupe ;

Seule en pratiquBalmonella Typhi peut étre O inagglutinable quand il est
Sous forme V. Ses caractéres biochimiques trexpkets et une forte
agglutinabilité dans le sérum anti- Vi permettaaément 'identification ;

le chauffage a 100 °C permet de démasquer l'ardigen9 ;

-Détermination de I'antigene H en opérant par od#rédréquence des

sérovars et en s'aidant du schéma de KAUFFMANN-WHI$i, cas le plus
fréquent, il s’agit d’'un sérovars diphasique sil récessaire de déterminer les
deux phases de I'antigene H.

Si ces deux phases ne sont pas directement agdilessur la culture, il faudra
sélectionner la phase inapparente en ensemencengélose pour essaimage
(Sven Gard) additionnée de sérum correspondanpliase apparente.

Le diagnostic de sérovars sera établit sur la Bad@association du facteur O
majeur et des facteurs H. Si la culture apparéidatsous-espéce 1, on

trouvera son nom dans le schéma de KAUFMANN-WHITHaze de la

formule correspondante.

La variété antigénigue du sérovars identifié pmé@tre précisée en recherchant

I'agglutination dans les facteurs accessoifEg}

2.6 Nomenclature :

Les noms donnés aux salmonelles ne suivent pasgks habituelles. En
raison de leur importance en pathologie, les prersisouches isolées ont
recu abusivement un nom d’espéce : I'agent deeladityphoide humaine
fut appeléesalmonella Typhi, des bactéries voisin&almonella

Paratyphi, 'agent de I'avortement des oviGslmonella abortus - ovisune
salmonelle isolée d’'une épidémie chez les s&almonellaTyphimurium ,

etc.
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Ce systeme de nomenclature a deux grands incomegnietout d’abord, il
attribue un nom d’espece a ce qui n'est qu'un sarde I'espec&almonella
Ces noms sont en réalité des surnoms donnés psuaidens de commodité a
ces sérovars.

D’autre part, ces nhoms étaient mal choisis quasdailssaient supposer une
spécificité zoologique (par exemple les sérovaggphimurium et Bovis
morbificans sont ubiquistes), alors que dans d’autres cagtdgent bien
choisis quand il s’agit de sérovars strictementpt&Eaa une espece animale
(Abortusovis, Abortuse qui par exemple). C’est pourquoi, afin de ne plus
commettre d’erreur, les noms que l'on continue ango aux sérovars de la
sous-espece | indiquent l'origine géographique ad@remiere souche isolée :
London, Panama, Stanley villestc.

Cette nomenclature est maintenue pour des raismeemmodités : il est plus
aisé dutiliser ces noms dans le domaine médicall'on isole presque
uniquement des salmonelles de la sous-espéca’ést pas justifié d’écrire ces
noms en italiques puisqu’il ne s’'agit pas de nomsgdéce, ni d’en écrire la

premiere lettre en minuscul]

La nomenclature la plus convenable pour le tragailrant (la nomenclature
conforme au code qui devrait indiquer le nom d’espée nom de sous-espece
avant le sérovars, est inutilisable en pratiqueame en raison de sa longueur)
est de rassembler en un mot les noms qui en coamatrtplusieurs et de les
écrire en caracteres droits avec une majuscule.mpbee : S.I ser.
Typhimurium , S.I ser London, ou en abrégé puisque les noms de sgrova
seront a l'avenir conservés uniquement pour ceux lalesous-espéce |
Salmonella Typhimurium ou Salmonella London.

Au contraire, les nouveaux sérovars des autres-especes sont désignés

uniquement par le chiffre indiquant la sous-espéaecernée, et la formule
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antigénique, par exemple S.11 17 : b : Z6, S llVa:4y, Z51, S lllb 42 : 1,v :Z
etc.

Les noms qui avaient été donnés jadis a certaimeslesérotypes (par exemple
S.1l Sofia) doivent étre abandonnés.

Cette nomenclature des sérovars de salmonelle oc&tts pas conforme au
code de nomenclature des bactéries ni a la nontarelatilisée pour les autres
espéces bactériennes. Elle est un compromis gesaodgines historiques en
raison de l'importance médicale de certains sésowammeTyphi et qui
utilise pour les sérovars fréquents des noms farailaux médecins. Il est, pour
cette raison meédicale, impossible de [I'abandonkfis il faut savoir qu'un
nom de sérovars de Salmonelle n’est pas un nosp&lée, mais un surnom

d’emploi commode donné a un sérov§is]

2.7. Diagnostic biologigue
2.7.1. Méthode directe :

Ce diagnostic repose essentiellement sur 'lhémaeuét la coproculture.

2.7.1.1 Sang pour Hémoculture :

L’hémoculture permet le diagnostic des bactériéemets septicémies. Sa
réalisation doit étre conduite avec une grandeetguc’est-a-dire au moment
des variations brutales de température (ascendtnfuelques heures, on peut
réaliser jusqu’a 3 hémocultures, ce qui permet giiaenter les chances de
trouver les germes souvent présents de facon iittente dans la circulation
sanguine.

-Prélevement :

Le prélevement de sang s’effectue par ponctioneusia apres désinfection de
la peau au moyen d’un antiseptique bactéricide.

La décharge bactérienne dans le sang n’étant pampente, il est nécessaire
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de faire non seulement le prélevement au momemiathermique ou pendant
les frissons mais aussi de multiplier le nombrepd&évement. Ceci permet
d’éviter les résultats faussement négatifs.

Le prélevement doit se faire avant toute antibi@pie.

-Technique de 'lhémoculture :

Le volume a ensemencer :
Le sang prélevé doit respecter la proportion denllée sang pour 100 ml de
bouillon. Cette dilution a 1/10 permet d’inactiVexffet bactéricide du sang.

Milieux d’hémoculture :

Différents milieux sont préconisés pour les hémgas :

Milieux liguides:

Ce sont des bouillons de type trypcase soja agailldn cceur cervelle.
Transport - Enregistrement - Incubation

Les échantillons ou prélévement sont acheminédeamnt au laboratoire, ou
on réalise un étiquetage correct mentionnant le eiopnénom du patient, le
service, la date, I'heure, la température au momemrélevement. Ensuite,
elles sont rangées dans I'étuve a 37 °C.

Surveillance :

Les hémocultures sont surveillées quotidiennemenue de déceler un

éventuel développement microbien. Cette opératieffiestue pendant 15 a 21
jours apres I'ensemencement.

En cas de positivite, c’est a dire de développemeatobien, il faut éliminer un
contaminant ou germe de souillure tels §tephylococcus epidermidis,
Propionibacterium acnés,les corynebacteries, les streptocoques non
hémolytiques, etc.

Lors des fievres typho-paratyphoidigues non traitége I'adulte, les
pourcentages classiques de positivité des hémoeslsont :

90 p. 100 pendant le ler septénaire
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75p. 100 pendant le 2é septénaire
40p. 100 pendant le 3é septenaire
10p. 100 pendant le 4¢& septénaire.

2.7.1.2. Selles pour Coproculture

-Prélevement — Transport
Les selles sont recuelllies dans des pots sté&tlgansmises rapidement au
laboratoire pour étre examinées.

Technigue de I'examen bactériologique des selles :

> Examen direct :

Il se fait généralement sur des selles liquidegsaptalement sur lame.
L’examen direct permet de décrire le type de leeflmono ou polymorphe avec
la présence de polynucléaires et d’hématies.

Milieux de culture et Ensemencement :

On utilise des milieux sélectifs po8almonellacomme le milieu de Rapapport.
Ainsi, les cultures sont faites sur milieux d’ehigsement (Mueller Kauffman)
et sur milieux d’isolement (Gélose SS, Gélose Hmmkt ou MacConkey).

Ces milieux ensemenceés seront placés a I'étuveqpend® a 24 heures a 37 °C.
Au bout de ce temps, on examinera le milieu SEssselles contiennent
beaucoup de Salmonella on aura de nombreuses eslamentre noir ;

Si les selles contiennent trés peuS#monellaon aura tres peu de colonies ou
pas du tout ; dans ce cas, on fera un ré isolesugnin milieu d’enrichissement
gu’on placera a I'étuve a 37°C pendant 24 heurascds de fievre typhoide ou
de fievre paratyphoide, on aura de nombreusesiesloaractéristiques.

Le maximum de positivité de la coproculture $eesa la 2éme semaine mais
des la lere semaine, cette positivité commenceegrdiste durant toute la

maladie.
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2.7.2. Méthode indirecte :

Le diagnostic indirect repose sur le sérodiagnaii@Vidal — Félix.

» Principe :
Il est basé sur la capacité des anticorps séri@gegutinines) d’agglutiner une
suspension de bactéries tuées. Cette suspensimattdgies est préparée de
facon a détruire les flagelles donnant une susperasitigénique O ou a les
préserver ; ce qui donne une suspension antigéhlque

» Technique :
La détection se fait in vitro en mettant en présahec sérum du malade a une
dilution croissante, une quantité constante deesuspn antigénique
appartenant aux différents sérotypes responsabtefialres typhoide et
paratyphoides. Le temps d’incubation est de 18dseeirle titre des anticorps
est déterminé par la plus forte dilution donnartioee lieu a une agglutination.
L’'agglutination O, indissociable et granuleusedi§érente de I'agglutination
H qui est facilement dissociable par agitation.

> Evolution des anticorps :

Au cours des fievres typhoide et paratyphoideadggutinines O apparaissent
vers le 8é jour, montent a un titre moyen de 1&tQfdisparaissent rapidement
apres la guérison clinique ; les agglutinines Haapgissent un peu plus tard, vers
le 10 — 12¢& jour, montent rapidement a un titres g@levé, 1/800 — 1/1600 en
moyenne ce titre baisse dans les semaines quinsuéguérison clinique, mais
se maintient & un taux faible (1/100 a 1/200) pathdas mois voire des années

apres la guérison.

BETYNS T oy Voo R
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> Interprétation des résultats :

Les principales éventualités rencontrées lorsideeltprétation d’'un
sérodiagnostic d@/idal — Félix sont résumées dans le tableau II.

Le sérodiagnostic est un test de présomption ayndstic des fievres typhoide
et paratyphoides car de nombreuses réactions aigligEs croisées sont
possibles avec dautres sérotypes @&almonella ou avec dautres
entérobactéries Yfersinia pseudotuberculo¥isvoire d’autres bacilles Gram
Négatifs non apparentés.

Enfin, le traitement antibiotique précoce diminoasidérablement, ou méme

abroge totalement la réponse anticorps en réduigasttmulation antigénique.

[10]
TABLEAU 11 : Exemple d’interprétation du sérodiagnostic de Wigal
Félix[11]
1 2 3 4 5 6
TO 100 200 200 100 400
TH 800 - - - 400 1600
AO - - - -
AH - - - - 100 100
BO 200 400 - 200 - 200
BH - 800 - - 200 200

1. Fievre typhoide a la période d’état (coagglutimaBO due au facteur 12)
2. Fievre paratyphoide B a la période d’état.
3. Possibilité pour: typhoide au début (avarfjdir). A suivre.

- Salmonellose due a un sérotype ayant un antigecmmun avec
Salmonella Typhi.

- Infection aYersinia pseudotuberculogige IV.

4. Possibilité pour:

- paratyphoide B au débuit.

- Salmonellose due a un sérotype ayant un antiec@mmun avec
Salmonella Paratyphi B.

- Infection aYersinia pseudotuberculogigpe 1.

R AR
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5. Sujet vacciné par le vaccin antitypho- paratygigue A et B (TAB) depuis
plus de 3 mois.

6. Fievre typhoide chez un sujet vacciné ayantréngée grande quantité de
Salmonella Typhaddition descas 1 et 5

2.7.3. Méthodes moléculaires pour la caractérisatmdes salmonelles :

Les méthodes moléculaires peuvent se diviser Br deupes, celles reposant
sur la caractérisation de certaines protéineslieisdeasées sur la caractérisation
du génome, que ce soit a partir de ’ADN plasmidigu chromosomiqué21]

2.7.3.1. Caractérisation de protéines : I'analyseas iso-enzymes :

Le principe de cette méthode repose sur la sépardé protéines cellulaires

par électrophoreses en gel d’amidon ou d’acrylanagarose et leur mise en
evidence par un substrat spécifique.

La migration de la protéine dépend du poids mobkioellet de sa charge
électrique et les variations de la migration seic directement liées a des
modifications dans la structure de la protéine gstiion d’acides aminés), qui
est elle-méme le reflet de mutations d’ADN au nivdas genes de structures de
ces protéines. On peut ainsi, pour une souche é@omixéenir une combinaison
de variants pour lI'ensemble des enzymes étudieppelée « type
électrophoretique.

Parmi ces enzymes, les estérases ont été pamsrubat étudiées pour les
Salmonelles permettant de définir différentszymotypes> ou profils

électrophorétiques aprés migration des estérfiss.

T ey Ve R
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2.7.3.2. Les marqueurs qgénotypigues pour la caractgation des

salmonelles :

Ces marqueurs sont basés sur l'analyse de I'ADHI,t@hromosomique ou
plasmidique, et sont de plus en plus utilisés pdernombreuses espéeces
bactériennes y compriSalmonella enterica dans ce cadre précis ils ne
s’appliqueront qu’apres la détermination au mininmadunserotype de la souche a
étudier.

Les technigues basées sur la PCR :

Ces techniques permettent de réaliser une ampidficgénomique de certaines
séquences d’ADN choisies de facon judicieuse erctimm du génome.
Certaines amorces sont universelles et seronségsi de fagcon constante quel
gue soit le genre bactérien auquel appartient lechsn C’est ainsi qu’un
elément répétitif hautement conservé appet&nterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus (ERIC) a été décrit et utilisé de fagon univeeselr les
positions des séquencesSERIC > sur le chromosome sont variables selon les
especes et les souchgx?]

La technique RAPD poukRandom Amplification of Polymorphic DN&> est
une méthode de typage trés utilisée et nécessdesenle amorce choisie au
hasard, formée d’environ une dizaine de nucléoteteshybridant a plusieurs
endroits du génome.

Les profils des produits amplifiés ainsi obtenuavyest étre caractéristiques de
la souche et permettent une bonne discriminatiosestu d’'un sérotype donne,
mais la reproductibilité et la repétitivité de la&ttmode sont passables, ce qui ne
permet pas de l'utiliser pour un suivi de souchkmg terme.

Les techniqgues PCR ont l'avantage d’étre simplemedire en oceuvre et de
permettre d’obtenir un résultat tres rapidement.

Aprés la phase dextraction de I'ADN, la PCR estlise, suivie de

I’électrophorése des produits amplifiés et de Alation de ces produits par

T ey v
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coloration au bromure d’ethidium (BET) ; I'ensembtke ces étapes est
réalisable dans une journg21]

2.8. TRAITEMENT :

Dans la thérapeutique des fievres typhoide etyanraides, pour qu’un
antibiotique soit efficace, il faut qu'il répondeacriteres suivants :

- Avoir une bonne pénétration intracellulgiiS]
- Etre éliminé sous forme active dans les sellesgpaoie hépatobiliaire et dans

les urines pour éviter qu’il subsiste des portel@germe$l4]

- Avoir une bonne concentration lymphatique mégeqnié[14] .

Le traitement des salmonelloses repose sur l'atibs des :

- Betalactamines (ampicilline) et céphalosporine8d™ génération
(Ceftriaxone) ;

- Sulfamides (trimethoprime + sulfaméthoxazole) ;

- Phénicolés (chloramphenicol) ;

- Fluoroquinolones (ciprofloxacine) ;

- Aminosides

Cependant, I'apparition des souches résistanteklatamphénicol, ou voire
des souches multi résistantes mérite une survedlparticuliére.

En ce qui concerne les salmonelloses non typhidedsgitement est difficile a
codifier.

L’antibiothérapie ne semble pas modifier I'évoluticlinique et bactériologique

= T oy Voo R
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2.8.1. Prophylaxie :

> Vaccination par le Typhim-Vi :

Le vaccin Typhim-Vi est une solution injectable mtigéne Vi (virulence)
préparée a partir de polysaccharide capsulaireadmliche TY2 (VIPSC) de
Salmonella Typhi Le vaccin est fabriqué par Sanofi Pasteur- tisé&i sous le
nom commercial de Typhim- Vi (MC) .Chaque dose airgt contient O,bg de
polysaccharide qui induit une réponse immunit&ivenorale et confére une
protection contre I'infection. Des essais cas- i@amt démontré que la réponse
sérologique au vaccin était corrélée a I'effioacie la protection.
La dose administrée est la méme pour les adultéssetnfants. Le fabricant
(Cannaught Laboratoires, données inédites) nenme@nde pas ce vaccin pour
les enfants de moins de deux ans. Il a été démqntune seule dose de vaccin
administrée par voie intramusculaire  induit @hévation d’au moins quatre
fois du titre des anti- corps anti- Vi circulantsee la plupart des sujets en bonne
santé, mais les sujets agés de moins de deux & @trsonnes qui possedent
déja des anticorps répondent généralement moams Gihez les personnes qui
n'ont pas déja des anticorps anti- Vi (dont la ré&m ressemble
vraisemblablement a celle des vaccinés Canadilssjaux de réponse varient
avec l'age, passant de 63% chez un petit nombjeuthes enfants de moins de
2 ans, a 86% chez des enfants de 2 ans a 5an%et 98% chez des sujets de 5
ans a 45 ans(Cannaught Laboratoires, donnéesangdit
- Usage recommandé Selon les résultats des essais sur le terrainset de
études d’immunogénétique, tous les vaccins cordrdigvre typhoide sont
recommandés pour les groupes suivants :

- Les voyageurs qui se rendent dans des régionsyauiuln risque reconnu
de contacter la fievre typhoide. Cela englobe lesipays en développement
ou I'on n’est pas certain de la qualité de I'eatapte.
- Les personnes qui ont un contact étroit par exehpmestiques avec un

porteur connu d&almonella Typhi.
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-Les techniciens de laboratoire qui manipulent sotivdes cultures de
Salmonella Typhi

La posologie recommandée pour le vaccin Typhim-cdfisiste en une dose
unique de 0.5ml injectée par voie intramusculaire.

Dans le cas du vaccin Ty21a ,le programme d'imnatitie complet comporte
guatre doses, prises a raison d’une capsule teutelex jours.

Le vaccin Typhim Via été homologué pour 'immsation des personnes
Ayant atteint 'age de 2 ans. La durée de pratectionférée par le vaccin n’est
pas bien établie. Le vaccin polysaccharidique rmennt une protection
immunitaire apres 17 mois et 21 mois ; on a nok lga anticorps Vi avaient
diminué environ 35% 11 mois apres la vaccinatioreretiron 60% apres 27
mois. Une dose additionnelle du vaccin polysacdigue injectée 34 mois
apres la dose initiale ramenait le taux d’anticogps ceux qui avaient été
observés aprés la primo- vaccination. Si I'on pittuaoe exposition prolongée
auSalmonellaTyphi.

Il est recommandé d’administrer des doses de rggpel maintenir I'immunité.
On ne posséde aucune donnée sur limmunogénicitas vaccin Vi
polysaccharidigue chez les personnes qui avaigiat m&u d’autres vaccins
contre la fievre typhoide, mais I'on prévoit qu’uth@se de Vi polysaccharidique
sera tout aussi immunogene chez ces personnedigaeelles qui n'ont jamais

été vaccinées.

e T ey Ve R
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3. METHODOLOGIE :
3.1. Cadre d'étude :

Notre étude a été réalisée au laboratoire d’anslgsedicales du CHU Gabriel

TOURE. Situé a cheval entre la commune Il et lammoine Il du district de
Bamako, l'ancien Dispensaire Central de Bamakodesenu le deuxieme
hopital national du pays et porte le nom d'un jeéhadiant en médecine,
Gabriel TOURE, mort a la tache. Le laboratoire ekcast I'ancienne pharmacie
de I'hopital réaménagée en laboratoire. Il comprerasalle d’'hématologie, une
salle de biochimie, une salle pour les prélévementa parasitologie, une salle
de stérilisation équipée d'autoclaves et de faurs,salle de garde, un bureau du
chef de service, une salle climatisée pour la qvasien des réactifs.

En 2001 une partie du laboratoire a été aménagée les activités de
bactériologie et équipée en conséquence par le. Ef® comprend :

- 2 hottes a flux laminaire ayant incinérateuctlque .

- 3 automates d'hémocultures Bactec 9050 ;

- 1 incubateur a CQpour les bactéries aero- anaérobies ;

- 1 incubateur sans GQour les bactéries aérobies, les antibiogrammeke®t
galeries d'identification APl 20E ;

- 1 centrifugeuse ;

- 2 congeélateur a - 80 °C pour la conservationsdeshes bactériennes ;

- 1 congélateur a - 20 °C pour la conservationdisgues d'antibiotiques, des
réactifs de typage d&almonella;

- 2 réfrigérateurs pour la conservation des milidexculture et des réactifs;

-1 micro- ordinateur avec un systeme de commumicdtiternet

- 1 microscope Olympus CX31 ;

- 1 néphélométrie Mc Ferland pour la mesure deidité en vue des
antibiogrammes conformément a la méthode de Kirdyes ;

Des petits matériels divers, des consommables etvitaillement régulier
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en milieux de culture et réactifs permettent deligéa des activités de
bactériologie.

Le personnel est composé de :

- un pharmacien biologiste ;

- Trois pharmaciens ;

- des étudiants en fin de cycle ;

- des assistants de biologie.

- des techniciens supérieurs.

- Un personnel de surface.

3.2. Type et période d'étude

Il s'agit d’'une étude transversale descriptiveliséa sur une période de trente
et un (31) mois, de janvier 2011 au 31 juillet 2018ouvrant toutes les saisons:

saison fraiche, saison séche, saison pluvieuse.

- Population d’étude:

L’étude a concerné les enfants chez qui la recledoelstérienne a été demandée
au service de pédiatrie du CVD au CHU Gabriel TOURE
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+ Critéres d'inclusion :

Cette étude a porté sur des enfants prélevés aawnu site de prélevement de
CVD a la pédiatrie et répondant aux criteregasus :

- étre agé de moins de 16 ans,

- étre hospitalisé dans le service de pédiatri€ldl Gabriel TOURE,

- avoir une température corporefled9 °C a lI'admission et/ou une

"Suspicion d'Infection Bactérienne Invasive" ($IB

- le consentement éclairé des parents est solhoité les enfants agés de moins
de 13 ans;

- I'assentiment des enfants de 13 a 16 ans eghtdilie;

- Avoir une hémoculture positive Salmonella

+ Critéres de non- inclusion :

N’ont pas été inclus dans I'étude :

- les nouveau- nés malades n'‘ayant jamais qutt€HU-GT depuis leur
naissance ;

- I'enfant agé de 13 a 16 ans incapable ou refudamonner tout assentiment,
pas a cause de la gravité de sa maladie;

- les enfants dont le parent ou I'accompagnantit &teapable ou refusait de
donner leur consentement.

- hémocultures négatives ou positives a autresagegueSalmonella

3.3. Collecte de données

Les variables que nous avons utilisées ont étéatéks par :

3.3.1. Interrogatoire :

L’Age, le sexe, la résidence qui constitue les @asnsociodémographiques ont
été collectés sur la base d'interrogation réaligae I'équipe du CVD au

service de pédiatrie.
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3.3.2. Techniques de laboratoire :

3.3.2.1. Protocole technigues des hémocultures poes :

Les procédures suivantes sont suivies lorsque leteBa9050 indique que
I'hnémoculture est positive :

1. la bouteille du Bactec 9050 est retirée de l'appareil. Sa capsule en
plastique est désinfectée avec de l'alcool, ensuite une aiguille de
subculture est insérée a travers la capsule et immédiatement apres nous
préparons une coloration de Gram ainsi qu'une subculture de
I'échantillon de sang en utilisant les milieux suivants :

* Boite de gélose au sang de cheval ou de mouton ;

* Boite de gélose Mac Conkey ;

e Boite de gélose chocolat ;

Sont écrits sur chaque boite le numéro du Bacescjnitiales du patient ainsi
gue la date ;

2. les 3 géloses ainsi ensemencés sont placées a |’ étuve de méme
qgue la bouteille Bactec pendant 18-24h

3. Si des bactéries Gram-négatif sont observées, la référence est faite a
I'organigramme ainsi qui suit :

Si le micro-organisme pousse sur la gélose au sateggélose Mac Conkey on

fait un test d'oxydase et on inocule une galerié ZPE.

Les Enterobacteriaceae  (tels guscherichia Salmonellg Shigella) sont
oxydase- négatifs ; lédibrio et lesPseudomonasont oxydase positive. Si les
microorganismes isolés sont identifies comme égaltonellg Shigella ou
Vibrio, on confirme le résultat par un test de serotypage.
On enregistre le résultat de ces différents tests ;

4. On procéde a un antibiogramme par la méthode de diffusion des disques

d'antibiotiques selon Kirby- Bauer ;
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5. On prépare 4 cryotubes contenant glycérol dans lesquelles on gardera
les souches de salmonella ainsi identifiées.
6. On enregistre le résultat dans le registre de laboratoire et on informe le

médecin du patient de l'identification finale.

3.3.2.2._Techniques utilisées pour l'identificatiomles bactéries :

3.3.2.2.1. Coloration de Gram :

Principe :

La coloration de Gram est la coloration la plus amt@nte dans le laboratoire de

microbiologie. Les bactéries peuvent étre divisremicroorganismes
Gram-positif et en micro-organismes Gram-négagfk bactéries

Gram positif retiennent la coloration violette duoMt de Gentiane (ou du
Cristal Violet) et auront une teinte bleue au nscape.

Les bactéries Gram-négatif peuvent étre décolorkes, enlevant ainsi la
coloration violette du Violet de Gentiane avec sakition d'alcool acétone.

Les bactéries sont ensuite colorées en rouge aveaffanine (ou la fuschine
basique).

C'est parce que la coloration de Gram est tres ritapi®, qu'elle doit étre
accomplie avec le plus grand soin.

Matériels et réactifs utilisés:

- Microscope binoculaire avec objectifs 10 et 100 ;
- Huile a immersion ;

- Coffret de colorants de Gram contenant :

- Violet de gentiane ou cristal violet

- Solution de lugol

- Solution de décolorant alcool acétone

- Safranine ou fushcine basique

- Lames porte- objet

- Portoir de lame
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- Crayon de papier

- Papier buvard

- Flacon d'eau distillée
-Bac de coloration

Procédure de la coloration :

1. On utilise une lame propre sur laguelle sont écrits le nom du patient et

I'identification du spécimen avec un crayon de papier.
On n'utilise pas de stylo a bille ;

2. On étale I'échantillon en un frottis mince sur la lame de verre afin de
permettre au frottis de sécher a l'air libre. On ne doit pas surtout
chauffer la lame pour faire sécher rapidement le frottis ;

3. Lorsque la lame est complétement séchée, elle est tenue contre
I'incinérateur jusqu'a ce qu'elle soit tiede sans étre brulante au toucher ;

4. On recouvert le frottis de lame avec le Violet de gentiane pendant 30 a

40 secondes ;

5. On verse le surplus de la solution de Violet de gentiane et on rince la
lame avec un jet d'eau faible et ensuite on égoutte I'exces d'eau. On
utilise un faible jet d'eau pour laver la lame, si non le spécimen se
détache de la lame ;

6. On recouvert le frottis avec la solution lode- iodure (Solution de Lugol)

pendant 30 a 40 secondes ;

7. On verse la solution de Lugol de la lame et on la rince avec un faible jet
d'eau. On égoutte I'exces d'eau ;

8. Goutte a goutte la solution de décolorant alcool acétone est versée sur la
lame de maniere a recouvrir entierement le frottis ;

9. Immédiatement apres, on rince la lame avec un faible jet d'eau. L'exces

d'eau est égoutte ;
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Note : Si la solution alcool- acétone reste trop longisrsur la lame, les micro-
organismes Gram-positif pourraient apparaitre cor@maem-negatif.
10.0n recouvert le frottis avec la solution de safranine (ou la fuschine
basique) pendant 60 secondes (2 fois plus longtemps que les autres
étapes) ;
11.0n verse la safranine qui une minute plus tard est rincée en tenant la
lame sous un faible jet d'eau, I'exces d'eau est égoutté. Prudemment, on
seche la lame avec du papier buvard. Ne pas surtout frotter la lame pour

la faire sécher.

Interprétation :

La clé dans linterprétation de la coloration dear@rest d'identifier la

morphologie des micro-organismes (exemple : cdeagcilles) ainsi que leur

relation les uns par rapport aux autres (exemphlules isolées, en paires, en
chainettes et en grappes). La reconnaissance dm@geristiques peut aider a
I'interprétation de la coloration de Gram.

Bacilles Gram-négatif = Plusieurs micro-organismeseux spécifigues aux

germes responsables salmonelles sont dits entéridoiegs au deux violets
foncés.

Note : Il existe plusieurs bacilles Gram-négatif compmenHaemophilus

Escherichia, Salmonella, ShigelldseudomonasVibrio.

Thése PHARMACIE



Typages des souches de salmonella isolées au laboratoire CVD du CHU GABRIEL TOURE DE JANVIER 2011 A JUILLET 2013

3.3.2.2.2. Test d’Oxydase :

Principe :
Le test d’'Oxydase est un examen rapide, utilisér pdentifier les bactéries

Gram négatif. Cet examen est utilisé comme un atdia redox qui passe d’'une
teinte incolore (quand réduit) a une couleur viofehcée (quand oxydeé). Les
bactéries qui possédent le cytochrome C sont capabéliminer des électrons
(oxyde) de cet indicateur redox, c'est pour cela lgucouleur change.
+ Procédure :
e avec un écouvillon stérile prendre une a deux éetode bactéries bien
isolées dans la boite de gélose (Ne pas utiliseigeiose Mac Conkey)

» placer 1-2 gouttes d’oxydase sur I'écouvillon.

+ Interprétation :

Réaction positive : développement d’'une couleutetie dans un intervalle de
10 a 30 secondes.
Réaction négative : aucune couleur ne se dévelapgmut de 30 secondes. Ne
pas lire le test aprés 30 secondes a cause des gasitifs qui peuvent se
développer.

+ Contrble de qualité:

Le test d’oxydase est tres important pour I'indesdtion de bactéries Gram
négatif. Les bactéries, oxydase- positives, les plannues sonheisseria
haemophils, vibrio, et pseudomonad_es bactéries, oxydase- négatifs, les plus
connues sont lesnterobacteriacegeune grande famille de bactéries qui inclut
escherichiaklebsiellg salmonellaetshigella

Un test d’'oxydase ne peut pas étre réalisé avecalesies de bactéries isolées
sur gélose Mac Conkey parce que les colorations d&rgélose pourraient

causer une réaction faussement positive.
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3.3.2.2.3. Tests biochimiques et métaboliques : ARPOE

Le kit de test API-20E pour l'identification de bé&es entériques fournit un
moyen facile de lire l'inoculation et les essaig awembres de la famille des
Enterobacteriaceaeet les organismes associés. Une bande de plasdgast
vingt mini- tubes a essai est inoculée avec unetisol saline de suspension
d'une culture pure (selon les instructions du tam). Le processus permet de
réhydrater chacun des puits avec une suspensidarieane réalisée avec la
solution saline. Certains de ces puits ont desgdmaents de couleur en raison
de différences de pH: produire d'autres produits fqui doivent étre identifies
avec des réactifs. Un profil est déterminé de ok + et - résultats de I'essali,
puis recherche dans un de codes ayant une caorélatitre le nombre et les
especes bactériennes.

Matériel nécessaire:

Agar de plaques especes bactériennes,

5ml de solution de Na Cl a 0,85%,

Pipettes Pasteur stérile + ampoules

Huile minérale stérile,

API| 20" bande d'essai (pour oxydase - Gram négatif tiges)

APl d'essai d'incubation chambre aprés incubatii®o FeCl3, de Barrett
réactifs A et B, le réactif de Kovac

PROCEDURE:

Préparer une suspension de la bactérie dans le tuble sel

1. Inoculer une grande colonie (2-3mm de diametedpn bactérie (culture pure)
dans le 0,85% de Na CI solution, faire en sortelgugispension soit homogéne
et sans grumeaux de bactéries flottants.

2. Utiliser un McFarland sulfate de baryum norme n ®r8 quantité la

suspension
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Inoculer 'API 20E
1. En maintenant la bande a un angle Iéger hautapport a la table, vous allez

maintenant inoculer la suspension bactérienne daague puits avec la pipette
stérile.

2. Toucher la fin de la pipette sur le coté dedpute, ce qui permet I'action

capillaire de bien tirer dans le liquide comme vdeaspressez doucement
I'ampoule. Cela devrait éliminer toute formationbaddies dans les puits. Chaque
puits doit étre rempli jusqu'au cou (voir schéma).

3. CIT, VP et GEL qui ont une case autour de lewoms. Ces puits d'essai
seront bien remplis sur toute la hauteur jusgusammet.

4. LDC, ODC, ADH, HS, et URE sont remplis, comme décrit a I'étaped@sm

ils seront ensuite remplis jusqu'au sommet avedd'minérale stérile

Incuber la bande dans sa chambre

1. Le fond de la chambre d'incubation est en tedi@ipetits puits dans le fond:

le remplir avec de I'eau juste assez pour comieigeatailles.

2. Placer la bande en ce bas. Il ne devrait y d@saucoup d'eau afin qu'il slops
sur I'API bande.

3. Placer le haut de la chambre d'incubation starld, et I'étiquette.

4. Placer la bande a 37 ° C pendant 18-24 heures.

INTERPRETATION :

1. Ajouter le réactifs pour les compartiments:
e 1 goutte de Kovac's a I'IND (lire dans une minutes)
e 1 goutte de BARRITT A et B de la VP (+ une réaction mais prendre
jusqu'a 10 minutes) 1 goutte de FeCI3 a TDA
2. Noter en particulier la couleur de réactions d'acides aminés
décarboxylations (ADH par I'ODC) et de fermentations des glucides

(GLU par ARA).
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Les acides aminés sont testés (dans l'ordre) aggirtysine et ornithine. La
Décarboxylation est indiqguée par une réactiaicaline (couleur rouge de
I'indicateur de pH utilisé).

Les glucides testés sont: le glucose, le mahniinositol, le sorbitol,
rhamnose, saccharose, melibiose, I'amygdalineabiraose. La Fermentation
est indiquée par une réactiaoide (jaune couleur de l'indicateur).

3. La production d'hydrogeéne sulfureux,@) et I'hydrolyse de la la gélatine
(GEL) résultent en une couleur noire a traversuleet Une réaction positive
pour le Tryptophane Désaminase (TDA) donne uneopagur de couleur brune
avec l'adjonction de chlorure ferrique; résultatssiff's pour ce test en
corrélation positive avec la phénylalanine et lsing désaminase réactions qui

sont caractéristiques @roteus, Morganellaet Providencia.

3.3.2.2.3. Test de Sensibilité des antibiotiguesMéthode de diffusion des
disques d'antibiotigues selon Kirby- Bauer

Ce procedé définit l'utilisation de la méthode défudion des disques
d'antibiotiques in vitro selon Kirby- Bauer. Pouester la sensibilité,
d'importants isolats en clinique. Les résultatscdeexamen peuvent aider les
médecins dans la sélection de I'antibiotique apjpFgmur la thérapie.

Les disques d’antibiotiques utilisés pour l'antdpiamme desSalmonella
isolées étaient : [l'ampicilline, la ceftriaxone, l&iprofloxacine, le
sulfamethoxazole + trimetoprime et le chloramphé@nites résultats ont été
présentés en sensible (S), intermédiaire (1) ettegd (R).

Principe :

La méthode de diffusion des disques selon KirbyudBaest basée sur
I'observation qu'il y a une corrélation entre la@entration minimale inhibitrice
(CMI) et le diamétre de la zone d'inhibition deissance bactérienne autour

d'un disque d'antibiotique.
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La taille de la zone d'inhibition de croissancedegterminée par la sensibilité du
microorganisme a l'antibiotique, la concentratian disque d'antibiotique, le
taux de diffusion de I'antibiotique du disqueestdux de croissance du micro-
organisme. En standardisant les conditions du(ee&mple : préparation d'un
seul antibiotique contenu dans le disque, miliegwture spécial, atmosphére et
durée d'incubation) et avec une concentration duaorganisme du test, la zone
d'inhibition mesurée sera corrélée avec la sensibdu micro-organisme a
I'antibiotique (exemple : plus la zone est gramdigs I'organisme est sensible).
Le test doit étre exécuté exactement comme dénohdes résultats ne seront
pas précis.

Matériels et réactifs utilises :

Gélose de Mueller- Hinton additionnée de 5% de skngheval (MHA- B)
Solution saline stérile a 0,85 %

Standard 0,5 de Mc Farland

Disques antibiotiques pour test de sensibilité

Ecouvillons en coton stériles
Pipettes a sérum
Pinces a disques et/ ou applicateur de disque

Conditions de stockage nécessaires :

1. Milieux de culture (MHA- B et HTM) : A conserveau réfrigérateur, ils
doivent étre réchauffés a la température de l& salant leur utilisation. Les
boites non- stockées dans des sacs en plastiqléskgdrateront et ne pourront
pas étre utilisées convenablement ;

2. Solution saline stérile : A conserver au réfragéur ;

3. Standard 0.5 de Mc Farland : A conserver au dams un récipient. Ne pas
utiliser de tube raye. Le diametre du tube do# &rméme que celui des tubes
de solution saline utilises pour la préparationtdsts d'inoculum;

4. Disques d'antibiotiques : Congeler les disque2 C ou a une température

plus basse pour de longue conservation ;
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5. Dés qu'une boite est ouverte pour usage, elle pge conservée au
réfrigérateur dans une capsule bleue de 50 ml drlseavec le dessiccateur.

Procédure du test :

1. Les boites de gélose doivent étre réchauffé@seampérature de la salle avant
gu'elles ne soient inoculées. Aucun excés dhuéniaét doit se trouver sur la

surface de la gélose. La surface peut étre humais de gouttelette d’humidité

ne devraient pas étre présentes au moment d'imdeutglose avec le micro-

organisme ;

2. La gélose MHA-B (Mueller Hinton au sang) eslisée pour tous les tests ;

3. Enlever du réfrigérateur les disques pour & te sensibilité afin de leur

permettre de se réchauffer a la température ddla s

Au paravent ils auront été enlevés du récipientaeservation. Il ne faut pas
exposer les disques froids a l'air de la salle eoamge la condensation de
I'hnumidité sur les disques froids conduirait & wh&érioration rapide des
antibiotiques.

Vérifier les dates d'expiration sur les boites dlantiques.

Ne pas utiliser de disques périmeés ;

4. Sélectionner au moins 4 a 5 colonies bien ésotie méme morphologie sur
la gélose au sang. Toucher le sommet de chaqueie@uec une anse et nous
les transférons dans un tube de solution salingstéy I'inoculum de la solution
saline a une turbidité égale a un standard dedl®chelle de

Mac Farland en utilisant le turbidimetre. Cettepétast trés importante. La boite
de gélose est immédiatement inoculée avec l'inotaluisté;

5. Plonger un écouvillon stérile dans la suspenajostée.

Il est tourné plusieurs fois sur la paroi intéresdiu tube au- dessous du niveau

du liquide pour enlever I'exces de l'inoculum. lates la surface entiere de la
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boite de gélose en faisant tourner la boite d'apprativement d’'un angle de
600 C et ensemencer de nouveau.

Faire tourner la boite et I'ensemencement est éépiigu'a trois fois pour
s'assurer d'une distribution réguliere de I'inooulé I'étape finale, le bord de la
gélose est tamponné ;

6. Inoculer deux boites de gélose pour les badBlesn négatifs ;

7. Laisser I'excés d'humidité s'absorber par lasgépbendant 5 a 10 minutes
avant d'appliquer les disques d'antibiotiques.d?lbs disques d'antibiotique sur
la boite en utilisant des pinces stériles.

Le disque est pressé sur la surface de la gélose @as pinces stériles pour
s'assurer du contact complet avec la surface géldase.

Ne plus enlever le disque une fois qu'il est arauéontact avec la surface de la
gélose parce que l'antibiotique diffuse dans laggpresque immédiatement.
Utiliser souvent des applicateurs de disques diantjues ;

8. Les disques d'antibiotiques suivants seronésest

Pour les bacilles Gram négatif semblables a desiqoes

v Gélose 1 : Ampicilline 10 pg, Ceftriaxone 30 pg, Chloramphénicol 30 pg.
v’ Gélose 2 : Cotrimoxazole 25 pg, Ciprofloxacine 5 pg.

9. On laisse les boites pendant 15 minutes apresleg disques aient été
déposés avant l'incubation proprement dite.

Interprétation :

1. Tous les tests de sensibilité sont lus apres 20 heures d'incubation. Si les
examens sont lus plutét ou apreés 24 heures, leftatsspourraient ne pas étre
précis ;

2. On mesure les diameétres de la zone d'inhibitompléte du disque, au
millimétre pres, en utilisant une regle posée adate postérieure de la boite.

3. La limite est l'aire dans laquelle une croissagénidente est visible a I'ceil nu,

excepté la trace de la ligne de croissance ai¢aidisle la zone d'inhibition.
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- La croissance de larges colonies a l'intérieure d'une zone d'inhibition
claire devrait indiquer un mélange de croissance. Si tel est le cas alors la
sensibilité est mixée, reprendre le test. Si les colonies persistent dans la
zone, il faut les considérer comme significatives ;

- Avec le Cotrimoxazole, les micro-organismes se développent au travers
de plusieurs générations avant d'étre inhibés. Nous ne tiendrons pas
compte de la faible croissance, nous devons lire seulement les limites de
la croissance en abondance ;

- Seréférer a la < carte de référence > pour l'interprétation des tests ;

Compte-rendu :

1. On reporte les résultats des que lidentificatdu micro-organisme est
complété ;

2. Si le profil de sensibilité est atypique pourntécro- organisme identifié,
I'identification et le test de sensibilité devrdiétre repris. Si les résultats restent
atypiques, ils pourraient étre discutés avec leestugeur du laboratoire ou le
directeur avant de les reporter ;

3. Quelques résultats avec les tests des disquatiffdeion pourraient étre
irréalisables. Les microorganismes fastidieux owmtsleen croissance ne
pourraient pas étre testés par la méthode. En ghsscombinaisons de micro-
organismes et d'antibiotiques ne peuvent pas éstés de facon fiable avec la
méthode de diffusion des disques. Les guides sts\saraient utilisés pour ces
micro-organismes

On reporte comme resistants tous les testSalmonellaet Shigellaavec des
aminoglycosides et les Céphalosporines de preratéseconde générations




3.3.2.4. Protocole et méthode de travail des cultes du LCR et des autres

liguides biologigues:

Les procédures suivantes ont été suivies pour le traitement et l'examen

cytobactériologique du liquide céphalo-rachidien.

+ Traitement des préléevements de LCR :

Les prélevements étaient regus au laboratoire dans des tubes stériles et étaient

immédiatement identifiés puis enregistrés dans le registre de laboratoire.

Le reste du travail se fera sous une hotte a flux laminaire.

Les tests sur le LCR étaient réalisés dans I'ordre suivant :

* les boites de gélose étaient identifiées (le numéro d’enregistrement, le type
de prélévement, la date de travail étaient écrits) idem pour la lame devant
recevoir le frottis ;

e sur les géloses au sang de cheval et ou chocolat 2 a 3 gouttes de LCR étaient
déposées puis les boites de gélose étaient refermées. Laisser imbiber la
gélose par le LCR pendant quelques minutes ;

e une goutte de LCR était déposée sur une lame propre en vue de
confectionner un frottis;

e apres avoir laissé sécher le frottis, il était fixé par "chauffage" de la lame a
I'incinérateur de la hotte pendant 5 secondes au maximum ;

* |'némocytometre de LCR (cellule de Kova) était rempli et ensuite laissé au
repos pour le comptage cellulaire ;

* puis les 2 a 3 gouttes de LCR préalablement déposées sur la gélose au sang
de cheval ou de mouton ; la gélose chocolat et la gélose Mac Conkey, étaient
ensemencées. Les boites étaient ensuite mises dans l'incubateur a CO, en les

renversant ;
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* les tests d'agglutination avec le sérum latex kit étaient ensuite réalisés, dont
le principe était le suivant :
Les réactifs Slidex méningite, constitués de paldie de latex sensibilisées par
des antisérums spécifiques, permettent, par umaitpee d'agglutination rapide
sur carte, de détecter I'antigéne correspondarst légorélevement. Le coffret de
ces réactifs contenait :
Réactif R1 : Latexhaemophilus influenzdagpe b
Réactif R2 : Latestreptococcus pneumoniae
Réactif R3 : Latexieisseria meningitidigroupe A
Réactif R4 : Latex neisseria meningitidis groupeg:herichia coli K1
Réactif R5 : Latex neisseria  meningitidis gredp
Réactif R6 : Contrble Positif, extrait antigénigie : haemophilus  influenzae

type b.

e procéder a la coloration de Gram :

Les autres liquides biologiques (liquide pleural, liquide péricardique, liquide
articulaire) étaient traités comme le LCR.

Les résultats suivants étaient notifiés au service de pédiatrie dans les deux
heures qui suivent la réception du prélevement au laboratoire, il s'agit :

- du résultat de la coloration de Gram ;

- du résultat du comptage cellulaire ;

- du résultat des tests d'agglutination.

"Une fiche de travail LCR" était préparée pour y enregistrer le nom du patient,
le numéro de dossier et la date du prélevement. Tous les résultats des tests

étaient enregistrés sur cette fiche de travail.
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> Protocole de travail de la Culture du LCR :

* |es géloses au sang et au chocolat étaient examinées tous les jours pendant 5
jours et les résultats étaient enregistrés sur la fiche de travail.

* si une colonie bactérienne était observée sur les géloses, une coloration de
Gram était effectuée. Les résultats de la coloration de Gram ainsi que la
description des colonies étaient enregistrés sur la fiche de travail.

Le service de pédiatrie était informé de la positivité de la culture du LCR.

e suivre les procédures d'identification pour les cultures positives.

> Résultat de la culture :

Les milieux sélectifs le plus souvent utilisés pour l'isolement des Salmonella
étaient le milieu SALMONELLA- SHIGELLA (S S) et le milieu Hecktoen. Sur le
milieu S S, les colonies de SALMONELLA apparaissent incolores, a centre noir,
car elles ne fermentent pas le lactose et produisent du H,S. Ces colonies
peuvent se confondre a celles d’autres comme les PROTEUS.

Les colonies de SALMONELLA apres 18 — 24 heures d’incubation a 37°C étaient
lisses et mesuraient 2 a 3 mm de diametre. Des colonies naines s’observaient
rarement, de méme que des colonies rugueuses ou des colonies muqgueuses
ressemblant a des colonies de KLEBSIELLA.

L’aptitude a donner des colonies muqueuses était souvent perdue apres
guelques mois de conservation culture la température optimale est de 35 a 37

oC.
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3.3.2.5. Sérogroupage :

- Principe : Le serogroupage permet d'obtenir la formule animém qui
désigne unsérovars, seul moyen permettant d’indaliser une variété de
Salmonella

Le serogroupage a un intérét épidémiologique p@terchiner la filiation des
cas : soit de fievres typhoides et paratyphoidesdss cas de gastro -entérites
alimentaires.

Le sérogroupage est fait : apres l'identificatianchimique du genre et de
'espece avec une culture pure isolée sur une géhms sélective par une
technique d’agglutination directe sur lame met@mijeu différents antisérums
avec la bactérie a tester.

La technique de Wellcolex* Colour Salmonella selon REMMEL

Définition :

Wellcolex* Colour Salmonella est un test au latex quantitatif, simple et rapide
permettant le dépistage, la détection et Iidecdiiibn présomptive des
serogroupes de salmonelles dans un bouillon Sélersu sur milieu solide.

Résumeé et explication du test :

Le genreSalmonella est responsable d'un large éventail de maladieg che
'hnomme, allant de formes bénignes de gastro-degi la fievre typhoide
sévere, voire mortelle ; par ailleurs, linfectigpeut revétir des formes
asymptomatiques. Une identification sure et préestelonc importante

pour la mise en ceuvre d’'un traitement approprie eontrole des épidémies.
L’identification minimale des organismes fait app@ des méthodes
biochimiques et sérologiques. La déterminationlegique définitive nécessite
un vaste panel d’antisérums spécifiques tant dagésmres somatiques O >

gue des antigenes flagellairesH > ; elle est généralement effectuée dans les
centres de référence. Il est utile pour le labamatdidentifier I'isolat au niveau

du sérogroup& O > avant de I'envoyer a un laboratoire de référence.
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Principe de la méthode :

Pour réaliser le test de Wellcolex* Col@alimonellg utiliser un échantillon une

suspension de bactéries provenant d’'un milieu sofidec deux réactifs test
chacun constitué d’'un mélange de suspensions deybes de latex rouges,

bleues et vertes, chacune recouverte d’'un anticepgsifique de différents

sérogroupes de salmonelles. En présence d’antipen@mlogue, I'une des

suspensions colorées du mélange s’agglutine e¢nki® de l'antigene est

indiquée par la couleur des particules agglutinées.

L’agglutination s’accompagne d’'une modification tastée de la couleur du
fond. Chaque combinaison se distingue facilemesst algres ainsi que d’un
résultat négatif ou les particules restent en sugpe homogene de couleur gris
brun et, de fagcon occasionnelle, des résultatsspégifiques ou les particules
s’agglutinent en agrégats gris brun sur un fondiéx!

Procédure du test :

Etape 1: Remettre en suspension les réactifs aux latex 2 e les agitant
vigoureusement pendant quelques secondes. TeniflatEs verticalement et
distribuer en laissant tomber une goutte de chaesnréactifs au latex dans un
cercle difféerent d’'une carte de réaction poséead [liminer les bulles d’air
avec I'extrémité du batonnet d’échantillonnage.

Etape 2:

Mettre dans une cupule appropriée 40Ul de isolgaline.

A l'aide d’'un cure dent , prendre sur la gélogee colonie bien isolée et
suspendre dans la solution saline .

Avec la pipette, mettre une goutte de cette mwlutdans chacune de deux
cercles.

Etape 3:A l'aide d'un batonnet d’échantillonnage, mélandercontenu de
chaque cercle en I'étalant sur toute la surfaceeddle. Le méme batonnet peut-
étre utilise pour les 2 cercles ; le jeter ensgiéon les régles de sécurité

appropriées.
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Etape 4 Placer la carte sur un agitateur rotatif a support hariabet agiter
pendant 2 minutes a 150 tr/mn. Eteindre I'appasdil observer s’il y'a
agglutinationsans retirer la carte de l'agitateur.La carte doit étre observée
directement d’aplomb, a une distance normale dare¢25 a 35 cm).

Ne pas utiliser de loupelLes motifs utilisés sont bien définis et peuvent ét
reconnus facilement dans des conditions normatadaitage.

En cas de doute sur la présence d’agglutinatiortedé doit étre répété en
utilisant une goutte de 40de bouillon négatif.

Il ne doit pas y avoir d’agglutination visible. @&sultat doit étre utilisé comme
base de comparaison.

Etape 5: Jeter les cercles de réactions utilisés selon les red&esécurité
appropriées. Veiller a remettre les réactifs aaxlatu réfrigérateur (entre 2 et
8°C).

Interprétation des résultats :

Un résultat positif (agglutination colorée) indiglee présence de salmonelles
dans I'échantillon et identifie simultanément legnoupe sérologique (ou la

présence de I'antigene Vi) selon le tableau suivant
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Tableau Ill: des réactions d’agglutinats correspondant aux seupgs

Réaction Fond Réactif 1, 2 serogroupe identifié

Agglutination verte ou Violet / rose D A
olive dans un réactif

Agglutination bleue Orange/rose C E ouG

dans un réactif

Agglutination rouge Bleu/turquoise B Vi
dans un réactif

Amas irréguliers rouge Gris- brun Négatif
fonce/brun dans les homogéne
deux réactifs 1 et 2

Absence d’agglutination Gris- brun Négatif
homogene

Agglutination fine, Gris- brun Non spécifique

granuleuse, rouge clair

fonce/brun,

généralement dans les deux réactifg

Agglutination turquoise dans unRose CetDAetE
réactif OuG
Agglutination orange Bleu BetDAetVi
dans un réactif

Agglutination violette Vert BetCEouG
dans un réactif Et Vi

3.3.2.5_TYPAGES DES SOUCHES PAR LA TECHNIQUE DEPCR:

Principe de la PCR

La réaction PCR (Polymerase Chain Reaction) pediagnplifierin vitro une
région spécifigue d'un acide nucléigue donné afen dbtenir une quantité
suffisante pour le détecter et I'étudier.

Pour se faire, une série de réactions permettanédhcation d’'une matrice
d’ADN double brin est répétée en boucle. Ainsicaurs de la réaction PCR, les
produits obtenus a la fin de chaque cycle servenimatrice pour le cycle

suivant, I'amplification est donc exponentielle.

Pour avoir la réplication d’'un ADN double brin,fdut agir en trois étapes. (1)

Il faut dénaturer I’ADN pour obtenir des matn(msnple brin; (2) borner et
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amorcer la réplication de la séquence a amplifi¢aide d’oligonucléotides
amorces spécifiques; (3) réaliser la réaction adynpérisation du brin
complémentaire. A la fin de chaque cycle, les pitsdeont sous forme d'ADN

double brin.

Les trois étapes, constituant un cycle de PCR, eftettuées a des températures
différentes permettant de contrdler I'activité emagique. Pour effectuer ces
transitions de températures, les microtubes contelegamélange réactionnel
sont placés dans un appareil programmable : umtiwrcleur. Cet apparell
permet d’exposer les tubes a des températuresieha$ pour des durées
déterminées par I'expérimentateur. La réaction RSRextrémement rapide et
ne dure que quelques heures (2 a 3 heures polrCReale 30 cycles).

Reéeaction PCR dans le
thermocycleur

ﬂ Analyse du

produit PCR sur
gel d'agarose

Mélange réactionnel

Taille attendue A—
du fragment —— e— ——
g

La POCR

FIGUREN® 5 PCR
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Le typage par PCR des souches de salmonefiaitsen 4 principaux étapes :
» L’ extraction de 'ADN a partir des coloniesolées sur Mac conkey
» La préparation du mélange mixte, le Master-mix
» La réaction PCR proprement dite avec le O graypt le H typing

» Electrophorese sur gel d'agarose

3.3.2.5.1-Technique d’extraction de ’ADN des $aonelles :
Matériels :

- Eau ultra pure, anse stérile de 1 microgramme,

- Tube eppendorf de 0,65 ml, thermo-cycleur

- Colonies pur sur MAC, Vortex, Centrifugeuse

procédure :

- Mettre 100 microlitre d’eau ultra pure dans le tube eppendorf 0,65ml

- a partir des colonies fraiches de 18-24 h isolées sur une gélose Mac
ou TSA remplir une anse de 1ug de colonies (4 a 5 colonies)

- Suspendre les colonies dans de I'eau ultra pure jusqu’ a obtenir une
suspension homogene

- La suspension homogéne obtenue est ensuite mit a I’ ébullition dans
le thermo-cycleur ( machinea PCR) a 95° pendant 10 minutes

- Ensuite on vortex |'échantillon et on le centrifuge a 12000 RPM
pendant 30 secondes

- Le surnageant ainsi obtenu contient de I’ADN

3.3.2.5.2- préparation du mélange réactionnel, lmaster mix :

& Précautions de travail :

En raison de la grande sensibilité de la techniBuBCR, des précautions trés
rigoureuses ont été prises durant la manipulafiond&viter les problemes de

contamination (faux positifs). La préparation duamée réactionnel ™
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Mix " est effectuée dans une salle (cabinet dargéc) propre (non contaminée
par les acides nucléiques). Les réactions post-B&Bont déroulées dans une
autre salle isolée. Le port de gants neufs, d’uaese propre et l'utilisation de
matéeriel stérilisé (micropipettes, embouts, tuhgseadorf, vortex...) destinés a
la salle de PCR, ont été respectés. Toutes lespmations ont été réalisées
dans la glace( pour maintenir la température audeut°C).

+ Procédure :

La premiere phase de la préparation du masigr sera faite dans un tube
eppendorff de 1.5 ou 2 ml, ce mélange conteends primers, I enzyme |,
le tampon ( buffer ) de réaction et du MgCI2. uPOdu mélange sera
transférer dans chaque tube de PCR de 200ul .

A la seconde phase 5ul d ADN des contrélessitifs , du contrble
négatif et des échantillons a tester serat@jale facon appropriée dans les
tubes et placer dans une machine a PCR.

A la fin de cette réaction les produits PG&Rront séparée sur un gel
agarose a 2% .

Les produits PCR spécifique déterminera leuge O, le type Het le d-

tartrate que contient les souches a tester
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échantillon

Control

Y
1]
\_Y_/

Tubes de Réaction

Contréles Positifs les écP‘antiIIons a tester

Figure N°6: Distribution du master mix
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3.3.2.5.3-La réaction PCR proprement dite avec l€ grouping et le H

typing :
+ O grouping:

Ouvrir le fichier Excel d’ O grouping( voir exemple en figure 3)

* Entrer le nombre d’échantillon a tester

* Entrer 3 contréle positifs ( incluant I ADN des sérotypes Typhi,
paratyphi A, paratyphi B) et 1 contréle négatif ( sans ADN)

e Entrer 2 échantillons de surplus pour 17 échantillons a tester et 3
surplus pour 50 échantillons a tester

e |dentifier les tubes de PCR (0,2ml) en écrivant le numéro des
échantillons et les tubes des différents controles

e Identifier un tube master-mix O : pour unvolume total de moins d’
1,2ml on peut utiliser un tube de 1.5 ml , pour les volumes
compris entre 1.2 -1.8ml on utilise un tube de 2 ml

e Préparer le master-mix conformément au fichier Excel , si le
volume de " eau est supérieur a 200 ul utiliser une pipette a volume
variable de 200ul mais n’ utiliser pas une pipette de 1000ul

e Rassurez-vous que tous vos réactifs sont disponibles a coté avant le
démarrage

e Distribuer 20ul de master-mix dans les tubes de la PCR 0.2ml
préalablement identifié

e Ajouter 5ul d” ADN au 20ul de master-mix de chaque tube de 0.2

ml rassurer vous que chaque ADN correspondant a été mis dansle

tube correspondant

* Pour le contrble négatif utiliser de I’ eau sans ADN ( eau ultra pure)
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* Placer les tubes de PCR 0.2ml dansla machine de PCR ( thermo-
cycleur ) fermer la machine en appuyant bien sur la fermeture
avec les doigts pour étre sar qu’ elle est bien arrivée a niveau.

e Démarrer le programme de pcr O grouping (dénaturation,
hybridation, élongation, amplification) .

* A la fin de la réaction procéder a une migration sur gel d’ agarose
a 2% dans du TAE- buffer .

e Suivre la migration a 100 volts jusqu’ a ce que le bleu de
bromophénol se déplace d’ environ 4 Cm de son site de départ.

e Utiliser un catalogue pour déterminer le O grouping de chaque

échantillon

HHH-

FIGURE N°7 : photo du gel d’'un O grouping
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+ H typing :

e Ouvrir le fichier Excel de H typing

* Entrer le nombre d’échantillon a tester

e Entrer 3 contrbéles positifs ( incluant I ADN des sérotypes Typhi,
paratyphi A, paratyphi B) et 1 contréle négatif ( sans ADN)

e Entrer 2 échantillons de surplus pour 17 échantillons a tester et 3
pour 50 échantillons a tester

* Identifier les tubes de PCR (0,2ml) en écrivant les numéros des
échantillons et les tubes des différents controles

e Identifier un tube master-mix O : pour un volume total de moins d’
1,2ml on peut utiliser un tube de 1.5 ml , pour les volumes
compris entre 1.2—-1.8ml on utilise un tube de 2 ml

e Préparer le master-mix conformément au fichier Excel , si le
volume de " eau est supérieur a 200 ul utiliser une pipette a volume
variable de 200ul mais n’ utiliser pas une pipette de 1000ul

e Rassurer vous que tous vos réactifs sont disponibles a coté avant
le démarrage

e Distribuer 20ul de master-mix dans les tubes de PCR 0.2ml
préalablement identifié

e Ajouter 5ul d” ADN au 20ul de master-mix de chaque tube de 0.2
ml rassurer vous que chaque ADN correspondant a été mis dansle
tube correspondant

* Pour le contrble négatif utiliser de |’ eau sans ADN ( eau ultra pur)

e Placer les tubes de PCR 0.2ml dansla machine de PCR ( thermo-
cycleur ) fermer la machine en appuyant bien sur la fermeture

avec les doigts pour étre sar qu’ elle est bien arrivée a niveau.
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e Démarrer le programme de PCR H typing (dénaturation,
hybridation, élongation, amplification) .

* A la fin de la réaction procéder a une migration sur gel d’ agarose
a 2% dans du TAE- buffer .

e Suivre la migration a 100 volts jusqu” a ce que le bleu de
bromophénol se déplace d’ environ 4 Cm de son site de départ.

e Utiliser un catalogue pour déterminer le H typing de chaque

échantillon

-— W S S — e — i —

e L Sy —

FIGURE N°8 : Photo d'un H typing
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3.3.2.5.4. Electrophorése sur gel d’ agarose :

+ Préparation du gel (moulage).

Une solution d’agarose a 2% (Agarose Ultra-pure-Bad) est préparée dans
du TAE 1X, chauffée jusqu'a dissolution compléte ispurefroidie
a60°C.L’'agarose est ensuite coulée dans un moulgéreur cassette munie
d’'un peigne a 15 a 20 cupules. Apres polymérisat@s peignes sont retirés et
le gel estimmergé dans un bain de TAE 1X.

+ Dépbt des échantillons
Un volume de il du tampon de chargement (bleu de bromophénotéghy

et H20O est additionné a {1l0de chaque produit d’amplification. Ensuite,

lesmarqueurs de poids moléculaire (1 Kbp ou 10@bp} déposés dans les

premiers puits du gel.

+ Migration :
La migration est réalisée au moyen d’'un génératiEurcourant sous un

voltage de 100 Volts pendant 25 -30 minutes. Gallest arrétée lorsque le
témoin de migration atteint les trois-quartsaléhgueur du gel.

4+ Visualisation :

Le gel est immergé dans une solution de Bromur¢hidi@m a 0,5ug/ml
pendant 15 minutes. Aprés lavage a I'eau distiiéedant 15 minutes, le gel

estvisualisé a l'aide d’'un transilluminateur a UVphotographié a l'aide d’un

appareil geldoc.
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Figures N°9 Exemple d'une fiche EXCEL pour la composibn de O

grouping Master Mix

Réactions 9 nombre d’échantillon :

10x Buffer 22.5 controle positif 3

2mMdNTPs 22.5 controle négatif

50 mMMgCl 15.75 échantillon supplémentaire: |

Enzyme 1.8

Primer Mix 9

DdW 108

Total volume: 179.55

Matériels et équipements :

Dispositifs :

Tube ependorffl. 5Sml , Tube ependorff 0.5 milube pcr 0.2ml

Réactifs :

Tag AND polymerase (in vitron) , Dntp 50mM MgCI2 , DdH20 PCR
grade , Agarose , TAE ou TBE buffer Bromurd éthidium , ADN
loading dye diluted 1:50 in 30% glycerol

Equipements :

Machine de PCR, Mini centrifugeur , Pippettds 20ul n 200ul
Primers :
O serogrouping primers , H typing primers ,tArtrate  fermentation

primers , Control interne primers
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Suite a la prise anarchique des antibiotiqguesaitex$ salmonelles ont subi une
mutation qui se traduit par la perte de I'antigéagellaire.

Ces salmonelles se sont révélées pathogénesitai®taient pas détectables
par les differentes amorces qu’on utilisait.

C’ est pourquoi deux nouvelles amordBa etfliB ont été ajoutées ala
gamme d’amorce pour couvrir ces salmonelles ntsitan

FfliB (5-CTGGCGACGATCTGTCGATG-3) et

RfliA (5-GCGGTATACAGTGAATTCAC-3)

La souche atypique dgalmonella entericaubsp enterica fliBNégatif du
serovar 4,5,12 semble étre une variante monophasique de serovar
typhimurium.

Le serovaiSalmonella entericd,5,12 :i :-phage type DT U302 multi résistant
(résistant a 'ampicilline, le chloramphénicol, lmdfamides, la gentamicine, la
streptomycine, la tétracycline et le sulfamethokatomethoprime) a émerge et
s’est propagé en Espagne en 1997.

Les séquences spécifiqgues3almonellaserovar Typhimurium et le phage type
DT104 et U302 étaient présentes chez cette sowchsatinonelle atypique, ce
qui suggere qu'il s'agit d'une varianteS##monellaserovar Typhimurium
monophasique. Les souches de salmonelles monopkagigurraient étre des
formes ancestrales qui n'ont pas acquis un seatigkae flagellaire ou le
mécanisme de commutation nécessaire au cours/deitién.

Toutes les souches non mobilesl,4, 12 : avaidhCIgliA fliB et les génes

hin ; et le gendliC a été détectée chez 88% des souches monophasiques.

Le programme de PCR impliquait une dénaturaticimaiei a
94° C pendant 5min, suivie de 30 cycles de

94°C pendant 30 s, 64°C pendant 30 s et 72°Clgm®0 s,et une élongation
finale a 94°C pendant 10 mn
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3.4. Traitement informatique des données :

L’analyse des données a été faite avec le loggfS8S 18.0le Word et I'Excel
version 2010 ont servi de support pour la saisseddenées.

3.5. Aspects éthigues

3.5.1. Consentement des malades :

Des assistants de recherche sont formés a la nuétigoel de I'étude,
Particulierement a l'obtention du consentementigelet a I'inclusion du
malade dans I'étude.

lIs travaillent en collaboration avec le tri et Edles de consultations du service
Pédiatrie du CHU Gabriel TOURE pendant la durébétiede.

Chaque pédiatre est accompagné d’ un assistarctierche qui est chargé de
vérifier les critéres d’inclusion, d’expliquer lesodalités de I'étude, objectifs,
risques et bénéfices pour I'enfant a la famill@e@tau malade et d’obtenir le
consentement éclairé du patient avant l'inclusioes parents sont approchés
des 'admission ou plus tard dans les 12 heuresuquént celle-ci.

Apres avoir obtenu le consentement du malade opaests le malade

est inclus par I'assistant de recherche dans l&tliést demandé aux

enfants agés de 13-16 ans, I'accord pour partiéip@tude et de donner un
consentement signé. Cependant, si un enfant estieshincapable de

donner un consentement éclairé, le consentementpdesnts suffit pour
participer. Toute information que vous fournissegt gardée de Facon
confidentielle dans des armoires bouclées, bien que les résdkals culture
soient donnes a votre médecin traitant. Nous, emg®geons a ne pas utiliser
les échantillons de sang prélevés pour d’'autrdserebes, cependant certaines

souches de pathogénes pourront étre gardées poundestigations futures.
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3.5.2. Inconvénients potentiels de cette étude :

Le risque pour les enfants qui participent estiéaibous les participants
sont soumis a une ponction de sang veineux po@mikitulture. Cette
procédure peut avoir un risque mineur dont la doulénfection et
I’'némorragie. A 'admission, beaucoup d’enfants tveubir une ponction sur
indication du pédiatre et cette prise complémeatagut avoir des risques.
La procédure d’obtention d’autres liquides stéril&gitres sites (lombaire,
pleural, articulaire, tissulaire et osseux) peuiagtes risques comme la
douleur, l'infection et la détérioration tissulaif@es procédures sont
réaliséesa la discrétion du médecin traitant etomé pas dictées par ce
protocole. La culture de ces liquides, qui estepeis charge par I'étude,
n'entraine pas de risque additionnel.

3.5.3. Bénéfices :

Sur le plan individuel, les nouveaux équipementplaoe avec un

personnel qualifié permettront une recherche aiglee avancée, telle
I'isolement des bactéries par culture, non haldeo@tnt utilises au CHU

Gabriel TOURE. Ceci aide, considérablement, le roédeaitant a conduire

un traitement étiologique, guidée par un antibiogree, de la maladie de
I'enfant, ce qui est largement important par rap@arx risques mineurs ci-
dessus évoqués. Tous les examens biologiques (héores et autres

cultures, et antibiogrammes) sont faits gratuitenséez les malades inclus
D’une maniere générale, cette étude va permettreldeer le niveau, la qualité
des prestations au CNAM et au CHU Gabriel TOUR& I'amélioration du
plateau technique (rénovation des locaux, équiptsnda laboratoire et de
bureau).

Au terme de I'étude, I'épidémiologie des maladiesaernées est mieux connue
et des recommandations sont faites en vue d’areélieur prise en charge et
pour permettre d’autres études dans le domaina detcinologie (introduction

de nouveaux vaccins).
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Chronologie des activités :

De Décembre 2012 & Mars 2013 : Revue de éaditire

De Mars 2013 a Juin 2013 : élaboration et vabdadu protocole

De Juin a Aout 2013: Typages des souchemp@CR au CNAM
De Septembre a Novembre 2013 : Saisie et amdls données,
De Novembre 2013 a Janvier 2014 : Rédactionefina
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4- RESULTATS :

FIGURE N°10: REPARTITION DES PRELEVEMENTS

HEMOCULTURE
; 11811

De janvier 2011 au 31 juillet 2013 nous avanslysé 11811 (62,30%)

prélevements d’hémoculture dont 1203 ont été&tifmdParmi les hémocultures

positives 198 ont donné d8almonella

Pendant cette méme période 7149( 37,70%) prélevsnae LCR ont été

analysés dont 333 positifs parmi lesquel$Saknonellaisolées.
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TABLEAU N°lV: Reépartition des germes isolés des d’hémoculaude
janvier 2011 a Juillet 2013.

Natures des germes isolés Effectif Pourcentage
Staphylococcus aureus 98 8,14
Streptococcus pneumoniae 299 24,85
Neisseria meéningitidis W135 67 5,57
Salmonella spp 16 0,49
Klebsiella pneumoniae 28 2,33
Escherichia coli 31 2,57
Pseudomonas aeruginosa 13 1,08
Pseudomonas spp 1 0,08
Enterobacter agglomera 3 0,24
Morganella morganii 1 0,08
Citrobacter freundii 4 0,33
Streptococcug- hemolytique groupe A 14 1,16
Acinobacter calcovar 4 0,33
Pseudomonas fluorescent 4 0,33
Haemophilus para influenzae 3 0,24
Salmonella groupe C 3 0,24
Edwarsiella 1 0,08
Enterobacter cloacae 4 0,33
Streptococcus groupe B 1 0,08
Salmonella E OU G 3 0,24
Shigella spp 5 0,41
Pseudomonas cepacia 10 0,83
Salmonella groupe A 1 0,08
Klebsiella oxytoca 2 0,16
Streptococcus spp 3 0,24
Achromonasxyloxidan 4 0,33
Salmonella groupe D 138 11,47
Salmonella Typhi 14 1,16
Salmonella groupe B 23 1,91
Haemophilus influenzaetype b 56 4,65
Enterococcus  spp 25 2,08
Contaminants :

Bacille gram positif 82 6,81
Staphylococcus non aureus 244 20,28
Levures 8 0,66
Total 1203 100

La fréquence d’isolement des salmonelles dansde®cultures a été
de 1,68%
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TABLEAU N°V: Répartition des germes isolés dans les préleveme de

LCR

| Nature des Germes isolées Effectif Pourcentage \
Enterobacter  cloacae 01 0,29
Streptococcus du groupe B 02 0,59
Streptococcus du groupe A 01 0,29
Streptococcus  pneumoniae 146 43,58
Haemophilus influenzae type b 33 9,85
Enterococcus spp 07 2,08
Proteus mirabilis 01 0,29
Moraxella  spp 02 0,59
Citrobacter 02 0,59
Escherichia coli 03 0,89
Neisseria meningitidis W135 110 32,83
Haemophilus parainfluenzae 03 0,89
Salmonella groupe D 07 2,08
Acinetobacter 01 0,29
Pseudomonas fluorescent 02 0,59
Pseudomonas aeruginosa 02 0,59
Salmonella spp 04 1,19
SalmonellaE OU G 01 0,29
Klebsiella pneumoniae 03 0,89
Contaminants :

Staphylococcus non aureus 02 0,59
Bacille gram positif 02 0,59

La fréquence d’isolement des salmonelles dansd&s a été de 0,17%
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FIGURE N ° 11: Répartition des patients ayant une salmonelloderarion du
sexe.

REPARTITION EN FONCTION DU SEXE

Le sexe ratio estde 1,71
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TABLEAU N°VI : Répartition des patients souffrant d’infectiorsamonella

en fonction de I'age.

Age (en mois) Effectifs Pourcentage
[0-1] 5 2.5

[1-12[ 58 29.3

[12 — 48] 105 53,0

[48 — 192] 30 15,2

Total 198 100

La tranche d’age 12-48 mois a été la plusésgitée avec 53 %.
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TABLEAU N°VII: Répartition des patients en fonction de la rédence.

Résidence Effectif Pourcentage
Commune | 20 10

Commune |l 25 13

Commune Il 16 8

Commune IV 32 16

Commune V 28 14

Commune VI 14 7

Hors BKO 63 32

Total 198 100

32% des patients résidaient hors dendka .
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T,,ABLEAU N°VIIl : Répartition de salmonelles isolées en fonctiors de
sérogroupes.

Salmonella Paratyphi A 01 0.05

Salmonella Paratyphi B 23 12

Salmonella Paratyphi C 03 1.5

Salmonella groupe D 138 70

Salmonella spp 16 8

Salmonella Typhi 14 7

Salmonella groupe E ou G 03 1.5

Total 198 100

Nous avons identifi&&almonella groupe D avec une fréquence de 70%.
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TABLEAU N°IX : Répartition deSalmonellesidentifiés par la technique de

PCR.

serotypes Effectif Pourcentage
Salmonella Dublin 21 10 ,61
Salmonella Enteritidis 129 65,15
Salmonella not A, B, or D 8 4,04
Salmonella Typhi 12 6,06
Salmonella Typhimurium 21 10,61
Salmonella paratyphi A 1 0,50
Salmonella paratyphi B 4 2,02
Salmonella groupe D Vi 2 1,01
Total 198 100

Nous avons identifié Salmonella Enteritidise@awune fréquence de 65,15%
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TABLEAU N°X : comparaison des résultats de la technique de

séroagglutination a ceux de la technique de PCR

Sérotypes T. de séro- Technique de % de
pglutination PCR concordance
Salmonella paratyphi A 1 1 100%
Salmonella paratyphi B( 23 25 92%
Typhimurium )
Salmonella paratyphi C 3 00 00%
Salmonella groupe 138 152 90,8%
D(enteritidis , Dublin )
Salmonella Typhi 14 12 85,7%
Salmonella spp 16 08 S50%
Salmonella E ou G 3 00 00%

Les 2 techniques ont été concordants dadenfification de salmonella
paratyphi A
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Profil antibiotique :

TABLEAU N°XI: la sensibilité des germes a I’Ampicilline

Ampicilline Effectif Pourcentage

163 82,3
Résistants

35 17,7
Sensibles
Total 198 100

82,3 % des souches de salmonella étaient résastdiAmpicilline

TABLEAU N°XII: la sensibilité des germes au Cotrimoxazole

Cotrimoxazole Effectif Pourcentage
86 43,4
Résistants
112 56 ,6
Sensibles
Total 198 100

Les souches de salmonella étaient sensiblesofiimoxazole avec une
fréequence de 56,6%
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TABLEAU N ° XIlI: la sensibilité des germes ala Ciproflaacine

 Ciprofloxacine Effectif Pourcentage |
Résistants 5 2,5
Sensibles 193 97,5
Total 198 100

La plus part des souches de salmonella étaiestide avec une fréquence de
97,5%

TABLEAU N° XIV: la sensibilité des germes ala Ceftriaxone

Ceftriaxone Effectif Pourcentage
Résistants 8 4

Sensibles 190 96

Total 198 100

96% des souches de salmonella étaient sensilgeftiaxone
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TABLEAU N° XV: la sensibilité des germes au Chloramphénicol

Chloramphénicol Effectif Pourcentage
Résistants 145 73,2

Sensibles 53 26 ,8

Total 198 100

73,2% des souches étaient résistantes araohpbénicol
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TABLEAU N° XVI: devenir immédiat des patients

Etat Effectif Pourcentage
Amélioré 131 66

Décedeé 38 19

Non amélioré 14 7

Amélioré avec séquelles 2 1

Perdue de vue 13 6

Total 198 100

66% de patients ont eu une amélioration de ledfiection selon les signes
clinigues aprés le traitement
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5- COMMANTAIRES ET DISCUSSION :

1-Difficultés et limites :
La coproculture n’a pas été effectuée chezphgents ce qui a beaucoup

influencé notre résultat, qui aurait pu nous pdimaale retrouver des germes
potentielles.

Le traitement antibiotique avant la consultat@isous estimé I'ampleur de ces
infections a I'entrée.

La limite du plateau technique pour le typaggamment la non disponibilité
des primers de certains serotypes nous a dmapéle les identifier

Le devenir des enfants perdus de vue demiagaanu .

2-Caractéristigues sociodémographiques des patients

Notre étude , menée de janvier 2011 a juillét20a porté sur 198 Souches
de salmonella isolés de 11811 prélevementsemideulture soit 1,68%.
Parmi ces 198 salmonella isolées des hémocult@iBesont été retrouvé dans
les LCR.

Ce taux est proche de celui KIBMDEM.C [33] chez qui il est de 2, 06%
En 2010 DIARRA.D [6] dans une étude similaire dans le méme service a
trouvé une fréquence de 2,70%.

Le sexe masculin a été le plus retrouvé dans mittide avec 63 % sexe ratio
de 1,71.

Ce résultat comparable a celui d&EITA .I[ 29 ] qui a trouvé une
prédominance masculine de 60,3% et est coatraircelle de DIARRA D.
gui a trouvé une prédominance féminine de 51,6%.

TRAORE.M [34] a trouvé une prédominance masculine de D#ts son
étude en 2007.

Cette prédominance masculine pourrait s’ exygleg par I effectif élevée

des garcons dans notre échantillon .
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La majorité de nos patients étaient dans lactrard’age 12-48 mois soit
53%.

Ceci peut s’ expliquer par I' immaturité du t®yee immunitaire , les
mauvaises conditions d’ hygiénes et I’ imposg#ilpour les enfants de cet age
d’ observer les mesures d’ hygiene .

Méme résultat cheKAMDEM C.[33] qui a trouvé 47% dans la méme
tranche d’age en 2003.

La tranche d’ age 12 a 48 mois a été majoeitauec 54% dans I' étude de
TRAORE M[34] et 81,1% des patients dans cette derniére étmnent
moins de 5 ans .

Notre étude vienta démontrer encore une foés tp salmonellose n’est plus
seulement une maladie de I’ adulte et des grandsnts mais aussi des
petits enfants . ce qui était méconnu danddesées de la littérature selon
lesquelles la salmonellose est une maladie aéuite et des grands enfants .
Le sevrage précoce des enfants , la diversificatde leur alimentation , le
faible niveau de sensibilisation et d’ informatides gardiennes des enfants
sur les mesures d’ hygienes accroit le risquenfdttion a salmonella .
Aucune commune et région n'a été épargnée.

Les plus touchées ont été les résidents dsegions avec 32% suivi de
la commune IV avec 16%

TRAORE M [34] avait trouvé en commune IV 21,6% et 18,9%urda
commune |.

La fréquence d’isolement des salmonelles dans hdélilnoes a été de 1,68%,
ce résultat est inférieur a celui de Mall§Z3] qui a trouvé une fréquence
de 4,68 %.

La fréquence d’isolement des salmonelles dass ULCR a été de 0,17 %
contre 0,43 % retrouvés chez Mallga3].

Parmi les 198 souches de salmonelles isolés datre étude, le

serogroupe le plus fréquent était le serogroude/i’o) suivi du serogroupe
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B (12%) , salmonella spp(8 %) C et E ou Gcaespectivement (1,5%) et
A (0,5%).

Lee JY et al[27] ont trouvé dans leur étude , le groupe D comenellis
fréquent ave¢ 39,5 % ), suivie de B (32,4 % ), C (22,7 %), E7 % ), A (2,3
%), et G (0,4%) .

Les trois serotypes les plus fréquents dans netrde étaient salmonella
Enteritidis ( 65,15%) suivi de salmonella Typhiinm ( 10,61%) et
salmonella Dublin ( 10,61%). 12 souches soit 6,salmonella Typhi , 4
souches de salmonella paratyphi B et une souclsald®nella paratyphi A ont
également été détecte .

Au Sénégal , une étude réalisé par le CRSEa trouvé comme serotypes les
plus courant Enteritidis ( 19 % des isolats ) piiy 8 % ) , Typhimurium ( 7 %

) et le Kentucky ( 4 %.[30]

Lee JY et al [27] ont trouvé en Corée salmonella Enteritidismoe le
serotype le plus fréquent avec 36,3%, swevigphimurium (16,8%).

En 2008, 3944 souches @&almonellahumaines ont été répertoriées par le
CNRSS en Belgique, Enteritidis a été le deuxis@®var le plus fréquent
(21% des souches de Salmonelle), le premier élayghimurium (57,7% des
souches)[31]

En 2011, le Centre national de référence Sabnonella(CNRS) de l'Institut
Pasteur, a Paris, avait référencé 11069 soucheSatiaonellad’origine
humaine. Les serotypes Enteritidis et Typhimurium eeprésentaient
respectivement 16,34 % et 32,932]

Du point de vu de concordances, les résultatsodedrux techniques ont été
concordants a 100% dans l'identification de salella paratyphi A, a 92%
dans celui de salmonella paratyphi B, a 90% dahs de groupe D et 85,7%
dans celui de salmonella Typhi.

Ce résultat est Iégerement inférieur a celui dééMa[23] quia eu 100% de

concordance dans l'identification de salmonellaHiyp
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Le typage par la technique de PCR écartexibtence de salmonella
paratyphi C et de salmonella E ou G parmi ¢esBes identifiées comme telle
par la technique de séroagglutination.

D’autres parts la technique de séroagglutinatiennous aurait pas permis
d’isoler certainesSalmonellacommeSalmonelb Typhimurium, Salmonella

Dublin, Salmonella Enteritidis.

Actuellement , les études internationales metteaccent sur I’ augmentation
rapide des salmonelles multi résistantes aubiatigues notamment par la
dissémination du phage 104 en Frg24g.

C’ est pourquoi une grande vigilance dans I'wiiign des antibiotiques est
nécessairg26]

Dans notre étude, 5 antibiotiques ont été testé

La ciprofloxacine a été sensible sur 193 desstR@hes de salmonelles isolées
soit 97,5% de sensibilite. Ce résultat esilaire a celui dince OT et al
[28] qui ont trouvé 99,7% de sensibilité a la ciprofloxe.

96% des souches de salmonelles étaient senséleseftriaxone. Un résultat
similaire a celui dnhce OT et al [28] qui ont trouvé 95,3% de souches
sensibles au ceftriaxone.

La sensibilité des antibiotiques utilisés durart@eétude sur les salmonelles est
conforme aux données de la littérature

En revanche les résistances sont notées enpicdline ( 82,3%), au
chloramphénicol ( 73,26%) et au cotrimoxazole3,d%o).

Dans notre série, nous avons constaté 19% as d@oit 38 malades) .

Ce taux estlégérement supérieur a celupue& par DIARRA .D[6]18.8%
et inferieur deTRAORE. M [34] avec 22% de déces .

Dans les pays développés le regain d’ importadeesalmonelloses mineurs

contraste avec la diminution régulieres desrég typhoides et paratyphoides
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Dans les pays en développement comme le Mali ou les mesures d’hygienes
sont précaires, les salmonelles sévissent toujours sous forme endémo-

épidémique
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6-CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS :

6.1. CONCLUSION :
Nous avons effectué le typage de 198 souchesldmmalla isolées chez les

enfants de 0 a 16 ans souffrant d’'une suspiciarfatiion bactérienne invasive
dans le service de pédiatrie du CHU-GT.

Le sexe masculin a été le plus prédominant 88é¢ et un sexe ratio de 1,71
La tranche d’age 12-48 mois a été la plus reptésaavec 53%

La majorité des patients provenaient des régionslali

Le serogroupe D a été le plus fréquent ave®jsuivi du B (12%)

Le serotype Entéritidis a été le plus isolé 16%) suivi de typhimirium et
Dublin avec 10,61% chacun.

Les techniques de seroagglutination Wellcolexooleet de PCR ont été
concordant & 100% dans I’ identification de salatlanparatyphi A, & 92%
dans celui de salmonella Paratyphi B, et 85,7% dahs de Typhi .

Le typage par la technigue de PCR écartexitence de salmonella
Paratyphi C et de salmonella E ou G parmi ¢eglses identifiés comme telle
par la technique de séroagglutination.

D’autres parts la technique de séroagglutinatio@ nous aurait pas permis
d’isoler certainesSalmonellacommeSalmonella Typhimurium, Salmonella
Dublin, SalmonellaEnteritidis

97,5% des souches de salmonelles étaient senaibleiprofloxacine, 96% au
ceftriaxone en revanche les résistance sont anotéampicilline ( 82,3%), au
chloramphénicol ( 73,26%) et au cotrimoxazole3,d4o).

Nous avons observés 66% d’amélioration et19% édesl

La technique de séroagglutination reste certege technique rapide et
disponible pour faire le typage des souchesattamella mais les résultats
obtenus doivent étre confirmés par les techsigiee biologies moléculaires

notamment la PCR..

CVD du CHU GABRIEL TOURE DE JANVIER 2011 A JUILLET 2013
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6.2. RECOMMANDATIONS :

Au terme de cette étude nous formulons les recordataoms suivantes :
Au ministére de la sante :

» Assurer le bon fonctionnement de la structure technique chargée du
contrble de qualité et des conditions de mise sur le marché de tous les
réactifs et articles de santé.

» Lintroduction dans le programme élargie de vaccination PEV d’un
vaccin contre les salmonelles.

» La promotion des projets de recherche médicale type CVD-MALI.

» Rendre possible la pratigue des hémocultures dans les structures
sanitaires en les équipant avec des automates.

» Vulgariser les outils de diagnostic comme les techniques de
séroagglutination et des biologies moléculaires dans les structures

sanitaires .

Aux biologistes :
» Assurer la disponibilité permanente des réactifs destinés aux différents
examens de diagnostic de salmonelloses.
» Former le personnel de laboratoire aux différentes techniques de

diagnostic de salmonelloses et I'interprétation des résultats obtenus.

Aux prescripteurs :
» Demander  une hémoculture ou une coproculture devant toute
suspicion  d’infection a salmonelles
» Réviser régulierement les protocoles thérapeutiques selon les résultats

de recherche

"~ Sounkarou TRAORE
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A la population :

» Renforcer les mesures hygiéno-diététiques.

» Venir a ’hopital immédiatement devant toute fiévre chez les enfants

These PHARMACIE
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Résumé :Nous avons effectué le typage de 198 soucheslaersala isolées
chez les enfants de 0 a 16 ans souffrant d’'undcos’infection bactérienne
invasive dans le service de pédiatrie du CHU-GT.

Le serogroupe D a été le plus fréquent aveé®o]/ suivi du B (12%)

Le serotype Entéritidis a été le plus isolé 16%9) suivi de salmonella

Typhimirium et Dublin avec 10,61% chacun

La technique de séroagglutination reste certege technique rapide et
disponible pour faire le typage des souchesattamella mais les résultats
obtenus doivent étre confirmés par les techigiee biologies moléculaires
notamment la PCR.

Mots clés: Salmonella, typage , enfant, PCR
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Abstract:

We conducted typing 198 strains of Salmonella tsoldrom children 0-16
years of age with suspected invasive bacteriattide in the pediatric ward of
the University Hospital-GT.

Serogroup D was the most common with (77%), folldwg B (12%)
Serotype Enteritidis was the most isolated (65.1Hgwed by Salmonella
typhimurium and Dublin with 10.61% each

While the technique of agglutination remains a &ast available technique for
typing strains of salmonella but the results mestbnfirmed by molecular
techniques including PCR biologies.

Keywords: Salmonella, typing, child, PCR
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