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1. INTRODUCTION

La résistance aux antibiotiques constitue une grave menace pour la santé humaine dans le
monde entier [1]. Elle survient lorsque les microorganismes ne répondent plus efficacement
aux antibiotiques. Elle rend les infections plus difficiles a traiter et augmente le risque de
propagation de la maladie, de la maladie grave et de décés [2]. La résistance aux antibiotiques
menace ainsi les acquis récents dans les domaines clés de la santé mondiale, de sOreté et
sécurité alimentaire, de la croissance économique, de la réduction de la pauvreté et de
I’environnement. D’aprés une estimation effectuée par la Banque Mondiale, la résistance aux
antimicrobiens (RAM) entrainerait une augmentation des cofits de soins de santé allant jusqu’a

25 % dans les pays a faible revenu et 8 % a 1’échelle mondiale [2].

Salmonella est une bactérie & Gram négatif diversifiée qui représente 1’une des principales
charges de morbidité dans le monde [1]. Les especes de Salmonella sont responsables de plus
de 93,8 millions de cas d’infections alimentaires et 155.000 cas de déces par an, dans le mode
[3]. Selon I’OMS, Salmonella est a 1’origine de 11 a 21 millions de cas de fievre typhoide et
environ de 128.000 a 161.000 cas de décés par an et aussi d’environ 6 millions de cas de fiévre
paratyphoide avec plus 54.000 cas de déces par an [4]. On estime que le colt mondial de la
salmonellose humaine pourrait atteindre 3 milliards d'euros par an (données de I'EFSA). Dans
I'Union Européenne, plus de 91.000 cas de salmonellose sont enregistrés chaque année chez
I'nomme [5]. Selon le Center for Disease Control and Prévention (CDC), Salmonella est a
I'origine d'environ 1,35 million cas d'infections, de 26.500 cas d’hospitalisations et de 420 cas
de décés aux Etats-Unis chaque année [6]. En Afrique subsaharienne, les infections
alimentaires a Salmonella causent environ 680.000 cas de déces par an [7]. Au Mali, une étude
menee en 2019 au Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM) de Bamako rapportait une prévalence

des salmonelles de 3,98% chez les patients [8].

La résistance de Salmonella aux antimicrobiens devient de plus en plus fréguente en raison de
I’utilisation généralisée et irrationnelle des antibiotiques [9]. La probabilit¢ d’échec du
traitement s’accroit lorsque les antibiotiques sont utilisés pour traiter les infections a
Salmonella [1]. Ainsi, les taux croissants de résistance aux agents antibactériens couramment

utilisés (c'est-a-dire I'ampicilline, le chloramphénicol et le triméthoprime-sulfaméthoxazole ...)
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ont fait du traitement de la salmonellose invasive un dilemme clinique [10]. L'émergence de la
résistance aux fluoroquinolones chez Salmonella non typhique est particulierement
préoccupante, car cette classe d'agents antibactériens constitue le médicament de choix pour
traiter les infections a Salmonella potentiellement mortelles causées par des souches
multirésistantes chez les adultes [10]. L’échec du traitement di a une augmentation de la
résistance aux fluoroquinolones a conduit a I’utilisation d’antibiotiques de troisiéme génération
des céphalosporines (céfixime et ceftriaxone) et 1’azithromycine dans le sérovar Typhi
de Salmonella enterica ultrarésistante [1]. Une mauvaise utilisation de ceux-ci peut déclencher
I’émergence d’une résistance. Il a été observé que la résistance aux céphalosporines de
troisieme génération (C3G) est principalement associ¢e aux génes AmpC [-lactamase tels
que blaCMJ-2, blaACC-1, et le géne de la B-lactamase a spectre étendu (BLSE) blaSHV-12,
tandis que la résistance a I’azithromycine est associée au géne acrB [1].

En Chine, dans une étude menée en 2020, la résistance de Salmonella était trés élevée a
I'ampicilline (63,93%), I'ampicilline/sulbactam (55,74%), le triméthoprime-sulfaméthoxazole
(39,34%) et le céfotaxime (19,67 %) qui présentait le taux résistance le plus élevé parmi les
céphalosporines [11]. Onze isolats (soit 18,03 %) ont été détectes producteurs de BLSE [9].
Au Mali, dans une étude menée en 2019 sur la caractérisation des souches de
Salmonella multirésistantes, les taux de résistances les plus élevés étaient de 12% (3/25) a la
nitrofurantoine et 4% (1/25) a I’amoxicilline, a 1’amoxicilline/acide clavulanique et a la

ciprofloxacine chez ’homme [8].

L'émergence et la diffusion mondiale de souches de Salmonella multirésistantes (MDR), et
ultrarésistantes (XDR) nécessitent une surveillance continue et une gestion appropriée des
antibiotiques, intégrées dans une stratégie mondiale de lutte contre la résistance aux
antimicrobiens (RAM) [12].

Au Mali, la surveillance de cette résistance du genre Salmonella pose la nécessité
d’entreprendre encore plus d’études et c’est face a cette situation que nous avons decide de
mener cette étude sur 1’évaluation de la résistance aux antibiotiques des souches de Salmonella

spp. isolées des selles et du sang chez les patients a Bamako.
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2. OBJECTIFS
2.1  Objectif genéral

Evaluer la résistance aux antibiotiques des souches de Salmonella spp. isolées des selles et du
sang chez les patients a Bamako.

2.2  Objectifs spécifiques

1) Déterminer la fréquence des souches de Salmonella isolées des selles et du sang ;

2) Décrire le profil de résistance aux antibiotiques des souches de Salmonella isolées des
selles et du sang ;

3) Identifier les phénotypes de résistance aux différentes familles d’antibiotiques testées ;

4) ldentifier les souches multi-résistantes.
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3. GENERALITES

3.1 Entérobactéries

Ce sont des bactéries en forme de batonnet (bacilles), a Gram négatif. Elles mesurent de 2 a 4
um de long sur 0,4 a 0,6 um de large, elles sont immobiles ou mobiles. Elles sont retrouvées
dans presque tous les types d’écosystémes [13] et constituent en clinique humaine, la famille a

I’origine des infections les plus fréquentes et dont la mortalité est la plus élevée [14].

3.1.1 Classification

La famille des entérobactéries fait partie du domaine des Bactéries ; Phylum : Pseudomonadota
; Classe : Gammaproteobacteria ; et Ordre : Enterobacterales [15]. La technologie moléculaire,
la taxonomie, I’analyse phylogénétique et les résultats de 1’étude de la séquence du géne ARNr
16S ont inauguré une nouvelle ére telle que 28 nouveaux genres validés et plus de 200 nouvelles
especes décrits depuis 2005 [16].

3.1.2 Evolution historique

Cette famille a été proposée pour la premiére fois par Rahn en 1936 et comprend maintenant
plus de 30 genres et plus de 100 especes [17]. Sa classification au-dessus du niveau de famille
fait encore débat. En 2016, la description et les membres de cette famille ont été modifies sur
la base danalyses génomiques comparatives par Adeolu [17]. Les entérobactéries
comprennent, outre de nombreux symbiotes inoffensifs, bon nombre des agents pathogénes les
plus familiers, tels que Salmonella, Escherichia coli, Klebsiella et Shigella. Les autres bactéries
pathogenes de cette famille comprennent Enterobacter et Citrobacter etc... Les membres des
Enterobacteriaceae peuvent étre trivialement appelés entérobactéries ou "bactéries entériques”,

car plusieurs membres vivent dans les intestins des Hommes et des animaux [17].

Les entérobactéries étaient a l'origine la seule famille de I'ordre des « Enterobacterales ». La
famille contenait un large éventail d'especes biochimiquement distinctes avec différentes
niches écologiques, ce qui rendait les descriptions biochimiques difficiles. La classification
originale des espéces de cette famille et de cet ordre reposait en grande partie sur des analyses
de séquences de genomes d'ARNr 16S, dont on sait qu'elles ont un faible pouvoir
discriminatoire et dont les résultats changent en fonction de l'algorithme et des informations
sur l'organisme utilisés. Malgré cela, les analyses ont toujours présenté une ramification

polyphylétique, indiquant la présence de sous-groupes distincts au sein de la famille [17] .
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En 2016, lI'ordre « Enterobacteriales » a été renommé Enterobacterales, et divisé en 7 nouvelles

familles, dont la famille modifiée des Enterobacteriaceae. Cette correction a restreint la famille

pour inclure uniquement les genres directement lies au genre type, qui comprenaient la plupart

des especes entériques sous l'ordre. Cette classification a été proposée sur la base de la

construction de plusieurs arbres phylogénétiques robustes utilisant des séquences génomiques

conservées, des séquences d'ARNr 16S et des analyses de séquences multilocus. Des

marqueurs moléculaires, des indels de signature spécifiquement conservés, spécifiques a cette

famille ont été identifiés comme preuves a l'appui de la division indépendante des arbres

phylogénétiques [17]. Les espéces des Enterobacteriaceae pathogenes humains les plus

courantes sont cités dans le tableau suivant [18].

Tableau I : Quelques espéces des Enterobacteriaceae pathogenes humains les plus courantes.

Biostraticola tofi
Buttiauxella brennerae
Buttiauxella ferragutiae
Buttiauxella gaviniae
Buttiauxella izardii
Buttiauxella noackiae
Buttiauxella warmboldiae
Cedecea davisae
Cedecea lapagei

Cedecea neteri

Citrobacter braakii
Citrobacter cronae
Citrobacter europaeus
Citrobacter farmeri
Citrobacter koseri

Edwardsiella anguillarum

Edwardsiella tarda
Edwardsiella piscidia
Enterobacillus tribolii
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterobacter sakazaki
Enterobacter asburiae
Enterobacter arachidis
Enterobacter bugandensis
Enterobacter chengduensis
Enterobacter chuandensis
Enterobacter cowanii
Enterobacter dissolvens
Enterobacter helveticus
Enterobacter hormaechei

Enterobacter huaxensis

Enterobacter kobei
Escherichia coli
Escherichia albertii
Escherichia marmotae
Ewingella americana
Franconibacter helveticus
Gibbsiella quercinecans
Hafnia alvei
Intestinirhabdus alba
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella aerogenes
Klebsiella africana
Klebsiella grimontii

Klebsiella huaxiensis

Klebsiella indica
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(Suite du Tableau I)

Kluyvera cochleae
Kluyvera georgiana
Kluyvera intermedia
Kosakonia cowanii
Leclercia adecarboxylata
Lelliotia nimipressuralis
Limnobaculum parvum
Morganella morganii
Mangrovibacter
plantisponsor
Metakosakonia massiliensis
Phytobacter diazotrophicus
Plesiomonas shigelloides
Proteus mirabilis
Proteus penneri

Proteus vulgaris

Proteus alimentorum
Proteus cibarius

Proteus cibi

Proteus columbae
Proteus faecis

Proteus hauseri

Proteus terrae

Providencia alcalifaciens
Providencia rettgeri
Providencia burhodogranariea
Providencia heimbachae
Providencia huaxiensis
Providencia sneebia
Providencia thailandensis
Providencia vermicola
Pluralibacter gergovia
Pluralibacter pyrinus
Pseudescherichia vulneris
Pseudocitrobacter faecalis
Raoultella planticola
Raoultella terrigena
Raoultella ornithinolytica
Rosenbergiella nectarea
Saccharobacter fermentatus
Scandinavium goeteborgense
Salmonella Typhi
enterica

Salmonella ssp.

arizonae
Salmonella Enteritidis

Salmonella Paratyphi A

Salmonella Paratyphi B
Salmonella Paratyphi C
Salmonella Typhimurium
Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Serratia aquatilis

Serratia entomophila
Serratia fonticola

Serratia grimesii

Serratia inhibens

Serratia myotis

Serratia nematodiphila
Shigellla boydii (groupe C)
Shigella dysenterie (groupe A)
Shigella flexneri (groupe B)
Shigella sonnei (groupe D)
Shimwellia blattae
Siccibacter turicensis
Trabulsiella guamensis
Yersinia enterolitica
Yersinia pseudotubercolis
Yersinia pestis

Yokenella regensburgei
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3.1.3 Caracteres bactériologiques

3.1.3.1 Caractéres culturaux :

Elles sont aéro-anaérobies facultatives ; a oxydase négative ; non exigeantes (culture facile,
poussent sur des milieux ordinaires entre 18 a 24 heures a 37 °C) ; immobiles ou mobiles par
ciliature péritriche (tres rares exceptions : les Plesiomonas ont une ciliature polaire) ;
fermentent le glucose en anaérobiose (avec ou sans production de gaz) ; nitrate réductase positif
(capables de réduire les nitrates en nitrites) ; non sporulées ; certaines sont thermo-dépendantes
et ne poussent pas a 37 °C tels que Hafnia alvei, Yersinia enterolitica, etc. [19].

3.1.3.2 Caractéeres biochimiques différentiels :

Les genres et les especes sont différenciés sur la base de caracteres biochimiques étudiés tels
que : Fermentation des sucres, décarboxylation d'acides aminés, production d'indole,
d'acétoine, de sulfure d’hydrogéne (H.S), désamination de la phénylalanine, utilisation du
citrate, mobilité, pigmentation des colonies sur des milieux spéciaux, etc. Certains caracteres
biochimiques particuliers permettent de définir des biotypes a l'intérieur d'une espéce, par
exemple : Salmonella Typhi, biotype xylose + et biotype xylose - ; cette distinction peut avoir

de l'intérét sur le plan épidémiologique [19].

3.1.3.3 Caractéres antigéniques :

Les entérobactéries possedent toutes des antigénes de paroi (somatiques) ou antigenes O qui
représentent I'endotoxine des bactéries a Gram négatif [14]. 1l est composé de
lipopolysaccharides (LPS) complexes, trés toxiques, capables de provoquer dans I'organisme
humain la fiévre, la leucopénie, bradycardie, hypotension, etc. Les entérobactéries mobiles
possedent en plus des antigenes O, des antigenes H (antigénes flagellaires) qui sont de nature
protéique [19]. Enfin, certaines possédent un antigéne d'enveloppe ou antigéne K (ou Vi) qui
est polysaccharidique. Ainsi, I'étude des antigénes permet de classer en sérotypes ou sérovars
les bactéries appartenant a une espéce et d'établir la fiche d'identité antigénique de certains
germes dont le genre Salmonella [14].

3.1.4 Biotope et pathogénie de quelques especes :

Les entérobacteries englobent un grand nombre d'espéces dont certaines sont des parasites
pathogenes, d'autres sont des bactéries commensales et d'autres encore sont des bactéries
saprophytes [14]. Les entérobactéries du genre Salmonella (S. enterica) ou Shigella sont
pathogenes pour I’homme, responsables de maladies a point de départ digestif, dues a un défaut

d’hygiéne. Les genres Escherichia et Proteus sont les principales bactéries aéro-anaérobie
-,
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facultatifs présentes a I’état normal dans le tube digestif de I’lhomme, mais ils peuvent aussi se
comporter comme des pathogenes opportunistes [20]. Enfin, les entérobactéries des genres
Klebsiella, Enterobacter, Hafnia et Serratia ou Morganella et Providencia, normalement
présentes dans les sols, dans les eaux d'égout et a I'état normal en faible quantité dans le tube
digestif, peuvent provoquer du fait de leur résistance aux antibiotiques de graves infections

urinaires, pulmonaires et septicémiques, notamment en milieu hospitalier [20].

3.1.5 Résistance aux antibiotiques :

Les pouvoirs pathogénes des entérobactéries ont évolué, en particulier dans le domaine humain
[21]. Leur pouvoir d'adaptation et notamment leur multirésistance aux antibiotiques, expliquent
la grande variété des especes et les multiples circonstances dans lesquelles elles sont isolées
[21]. L’émergence d’une résistance aux antibactériens parmi les isolats d’Enterobacteriaceae a
été de plus en plus signalée dans le monde entier et est devenue une menace majeure pour la

fourniture de soins de santé [21].

Les entérobactéries résistent souvent a de multiples antibiotiques en raison d’une résistance
naturelle (résistance intrinséque) et/ou d’une résistance acquise (par exemple acquisition de
plasmides) [18].

» Larésistance naturelle est présente chez toutes les bactéries d’un méme genre et chez toutes
les souches d’une méme especes [21], par exemple :
Le genre Klebsiella est résistant a 1’amoxicilline (Support génétique chromosomique) ;
Klebsiella spp sont résistantes a amoxicilline, ticarcilline, pipéracilline ; les Morganella
morganii sont résistants a amoxicilline, amoxicilline + acide clavulaniqgue (AMC),
céphalosporines de 1% génération (C1G), cyclines, colistines, polymyxine B, nitrofuranes ;
Providencia spp sont résistants a la gentamicine, la tobramycine et la nétilmicine [22].

» La résistance acquise est présente chez des souches d’une espéce naturellement sensible a
I’antibiotique, mais qui ont acquis des mécanismes de résistance a cet antibiotique,

exemple : Escherichia coli est fréquemment résistant a I’amoxicilline [21].

Les carbapénemes sont des antibiotiques (de la famille des bétalactamines) qui sont considérés
comme une derniere ligne de traitement pour les bactéries
multirésistantes. L’apparition d’une résistance aux carbapénémes chez les entérobactéries est
un défi majeur pour la santé qui réduit les choix d’antibiotiques utilisés pour traiter les

infections causees par ces bactéries [23].
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La prévalence des Enterobacteriaceae résistantes aux carbapénémes (CRE) est Iégérement
différente d’un pays a I’autre, et leur taux de résistance aux antibiotiques couramment utilisés

a été significativement détecté [23].

L’utilisation d’antibiotiques combinés semble n’étre qu’un choix thérapeutique dans les années
un peu récentes. Le traitement des infections causées par ces organismes multirésistants est
extrémement difficile, ce qui peut entrainer des taux de mortalité et des colts de santé
élevés [23]. L’évolution des bactéries vers la résistance aux agents antibactériens, est inévitable
car elle représente un aspect particulier de 1’évolution générale des bactéries qui est imparable.
Par conséquent, le seul moyen de faire face a cette situation est de retarder 1’émergence et la

dissémination ultérieure de bactéries résistantes ou de génes de résistance [25].

3.2 Salmonella

3.2.1 Description

Salmonella est un genre de bactérie de la famille des Enterobacteriaceae. Elle est un bacille
gram-négatif, non sporulé, aéro-anaérobie facultatif [25] et qui vie principalement dans le
tractus intestinal des humains et d’autres animaux [26]. C’est une bactérie pathogene courante

[27], responsable de fievre typhoide, paratyphoide et de salmonelloses mineures [26].

3.2.2 Historique :

Les salmonelles ont été nommeées en I'honneur de Daniel Elmer Salmon, un pathologiste
vétérinaire americain [25]. En 1880, Karl Joseph Eberth a été le premier a observer Salmonella
a partir de spécimens de patients atteints de fievre typhoide (du grec typhdodes : comme la fumée
; délirant), qui était auparavant appelée Eberthella typhosa en son hommage [25]. En 1884,
Georg Gaffky a réussi a isoler ce bacille (décrit plus tard comme Salmonella Typhi) a partir de
patients atteints de fiévre typhoide, confirmant ainsi les conclusions d'Eberth. Peu apres,
Salmon et son assistant Theobald Smith, un bactériologiste américain, ont isolé Salmonella
Choleraesuis chez des porcs, supposant a tort que ce germe était I'agent causal du choléra des
porcs [25]. Plus tard, Joseph Lignieres, un bactériologiste francais, a proposé le nom de genre

Salmonella en reconnaissance des efforts de Salmon [25].

3.2.3 Taxonomie et regles de nomenclature :
Avec une taxonomie compliquée, le genre Salmonella est actuellement classé en 2 especes (S.
enterica et S. bongori), englobant 2 659 sérotypes basés sur les antigenes somatiques O et

flagellaires H comme spécifié dans le schéma Kauffmann-White-Le Minor [25].
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Salmonella enterica est divisé en 6 sous-especes : enterica (I) , salamae (l1), arizonae (l11a),
diarizonae (I11b), houtenae (V) et indica (VI) [25], et comprend plus de 2500 sérovars, et
environ 80 d'entre eux ont été communément associés a la salmonellose chez les humains et
les animaux. D'autre part, Salmonella bongori comprend au moins 20 sérotypes et est
généralement associée aux animaux a sang froid, mais elle peut également infecter les humains
[28]. La fagcon dont les serovars étaient désignés a évolué avec le temps [29]. Certains noms de
sérovars désignaient un syndrome (S. Typhi) ou une relation (S. Paratyphi A, B, C). D'autres
noms étaient corrélés au syndrome et a la spécificité de I'néte, ce qui était juste dans certains
cas (S. Abortus-ovis, S. Abortus-equi) ou faux dans d'autres (S. Typhimurium, S. Choleraesuis).
Pour éviter les sources de confusion possibles, on a alors utilisé des noms indiquant l'origine
géographique de la premiére souche d'un nouveau sérovar (S. London, S. Panama, S. Telel-
kebir) [29]. Lors du Congrés international de microbiologie tenu a Moscou (Int. J. Syst.
Bacteriol., 1968., 18, 191-196), il a été decide que les noms composés seraient désormais
condensés en noms simples (S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S. Telelkebir). Ces noms,
considérés a tort comme des noms d'espéces au début, ont été pour cette raison mis en italique.
IIs sont en fait sans statut taxonomique, utilisés pour nommer des bactéries fréquemment
isolées en médecine humaine ou vétérinaire [29]. Dans d'autres especes bactériennes
(Escherichia coli, par exemple), on n'a pas donné de noms aux sérovars qui ne sont désignes
que par leur formule antigénique. Cependant, les noms des sérovars de Salmonella les plus
fréquemment rencontrés sont si familiers qu'il serait irréaliste de supprimer ces noms et de leur
substituer par leur formule antigénique. Les noms ont été maintenus uniquement pour les
sérovars de la sous-espéece enterica qui représentent plus de 99,5 % des souches de Salmonella
isolées. Ces noms ne doivent plus étre en italique et la premiére lettre est en majuscule [29].
En pratique, pour S. enterica spp. enterica, le nom de la sous-espéce (spp. enterica) n'a pas
besoin d'étre indiqué car seuls les sérovars de cette sous-espece portent un nom. Les sérovars
des autres sous-espéces de S. enterica et ceux de S. bongori sont désignes uniquement par leur
formule antigénique. Par conséquent, les exemples suivants sont corrects : S. enterica spp.
enterica sérovar Typhimurium, ou S. enterica sérovar Typhimurium, ou Salmonella ser.
Typhimurium. Les désignations telles que S. Typhimurium ou S.I, S. II, S.1lla, S.1l1a, S.1V,
S.VI doivent étre limitées aux carnets de laboratoire car I'abréviation (S.) d'un nom de genre
(Salmonella) ne peut se suffire a elle-méme sans étre suivie d'une épithéte spécifique (S.
enterica) [29].
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La nomenclature de Salmonella enterica a évolué au cours des cent derniéres années en une
convention de dénomination trés sophistiquée basée sur la reconnaissance des antigenes par
des anticorps spécifiques. Ce schéma de sérotype a conduit a la definition de plus des 2500
sérovars qui sont bien compris, ont une valeur dans la nomenclature et, pour la majorité, une
pertinence biologique [30]. Par conséquent, il est hautement souhaitable que tout changement
dans la convention de dénomination maintienne la rétrocompatibilité avec les informations
liées a ces sérovars. L’utilisation systématique du séquencage du génome entier et le lien bien
¢tabli entre les types de séquences et les sérovars offrent I’occasion de mettre a jour le schéma
en incorporant les données de séquence pertinentes sur le plan phylogénétique tout en

préservant le meilleur de la nomenclature de sérotype [30].

E Salmonella
[}
I 2659
u X X
2 Salmonella bongori Salmonella enterica 0
& 22 2637
w
—_ |
E ! I ) I I ! !
“ 22 s.-e. s.-e. s.-e. s.-e. s.-e. s.-e,
r enterica || salamae || arizonae || digrizonae | houtenae || indica
o
'3 1586 522 102 338 76 13
wv
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Salmonelles Typhigques Salmonelles Non-Typhiques

[
o
> . .
‘g S. Typhi S. Typhimurium
L S. Paratyphi A S. Enteritidis

5. Paratyphi B S. Choleraesuis

S. Paratyphi C 5. Heidelberg

Figure 1 : Taxonomie du genre Salmonella [31].

Les chiffres représentent les nombres de sous-especes et les cercles indiquent en bleu le

pourcentage représenté par chaque espéce et sous-espece.
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3.2.4 Habitat et spécificité d’hote :

Les organismes de type Salmonella sont présents a la fois dans I'environnement et dans un large
éventail d'animaux [32]. Elles ont été isolées d'un large éventail d'animaux et de leurs produits
alimentaires, notamment de volailles, de bovins, d'ovins, de porcins, de poissons ; de fruits de

mer [33]; et de lacertiliens (animaux a sang froid) comme les lézards et les serpents [34].

Les sérotypes de S. enterica spp. enterica sont principalement liés aux humains et aux animaux
d'élevage (animaux a sang chaud) et les autres sous-espéces (S. enterica ssp arizonae,
diarizonae, salamae, houtenae, indica) sont plus étroitement liées aux animaux a sang froid.
Cependant, cette prémisse n'est pas exclusive et les deux peuvent se trouver aussi bien chez les
animaux a sang froid que chez ceux a sang chaud [35]. Une étude intéressante menée en
Guyane francaise a trouvé une corrélation entre les sérotypes de Salmonella trouvés dans les
reptiles et ceux responsables de salmonelloses humaines dans la méme région [36]. Les
sérotypes adaptés a I'nomme, tels que S. Typhi et S. Paratyphi, provoguent généralement un
syndrome typhoide septique grave (fievre entérique) chez I'homme. Ces sérotypes ne sont
généralement pas pathogénes pour les animaux. Les sérotypes tres adaptés aux hdtes animaux,
tels que S. Gallinarum-pollarum (volaille) ou S. Abortusovis (mouton), peuvent ne produire
que des symptémes tres Iégers chez I'nomme [10]. Cependant, S. Choleraesuis, dont le porc est
I'néte principal, provoque également une maladie systémique grave chez I'nomme. De la méme
maniere, S. Dublin, qui a une préférence pour les bovins comme hote, est principalement

responsable de la forme systémique de la salmonellose chez I'homme [10].

3.2.5 Distribution géographique de certains sérotypes :

Quelques sérotypes sont géographiquement restreints. Un bon exemple est S. Weltewreden,
qui est répandu dans toute I'Asie du Sud et du Sud-Est, mais est rarement présent en Europe,
sauf sous forme d'infections importées [37]. D'autres exemples sont S. Eastbourne en Afrique
de I'Ouest ou S. Concord en Ethiopie. Certains sérotypes sont typiques de la zone géographique
dont ils tirent leur nom, S. Napoli est fréquemment trouveé en Italie et S. Mississippi dans des
zones limitées de I'est et du sud-est des Etats-Unis [37]. S. Javiana est commun chez les jeunes
enfants de I'Est des Etats-Unis. Les infections avec de tels sérotypes peuvent étre causées par
un contact direct ou indirect avec un réservoir animal particulier ou étre associées a une
production locale et limitée de produits alimentaires. La connaissance de la restriction
géographique peut, tout comme la connaissance de la prédominance de certains sérotypes dans

certains réservoirs animaux, étre tres utile pour trouver les sources de contamination [37].
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3.2.6 Caracteres bactériologiques :

3.2.6.1 Structure :

Membre Fimbriae

plasmique

Flagelle

Figure 2 : Structure d’une Salmonella [38].

3.2.6.2 Morphologie et coloration :
v" Les salmonelles sont des batonnets a Gram négatif, mesurant 2 a 4 um sur 0,6 um ;
v Non sporulées et non capsulées (sauf : S. Typhi, S. Gallinarum-pollarum et variantes
anaérogenes dans d’autres sérotypes par exemple, S. Typhimurium) ;
v’ La plupart des sérotypes sont mobiles avec des flagelles péritriches ;

v’ La plupart des souches de la plupart des sérotypes produisent des fimbriae type I [39].

Figure 3 : Salmonella Typhimurium au microscope électronique [40].
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Figure 4 : Aspect des Salmonella au microscope optique aprés coloration de GRAM [41].

3.2.6.3 Caracteres culturaux.
Les salmonelles sont aéro-anaérobies facultatifs, elles croissent sur un milieu ordinaire sur une
plage de pH : 6-8 et de température optimum 37°C. Les colonies sont grosses, de 2 a 3 mm de

diamétre, circulaires, peu convexes et lisses, plus translucides que les colonies coliformes [39].

Les procédures de détection et d'isolement des salmonelles par culture comportent
principalement quatre étapes : pré enrichissement non sélectif, enrichissement sélectif,
isolement et confirmation. Cependant, on peut trouver des différences mineures dans

I'utilisation des milieux, la durée d'incubation et la température [37].

L’étape pré-enrichissement : Des milieux non sélectifs sont nécessaires pour faciliter la
récupération des bactéries sub-létales. Méme si les salmonelles sont viables et capables de
provoquer des maladies dans les bonnes conditions, les organismes peuvent facilement étre
tués s'ils sont cultivés sous pression sélective, comme une température élevée ou en présence
d'additifs chimiques. L'eau peptonée et le bouillon de lactose sont deux des milieux les plus

utilisés pour le pré-enrichissement [37].

L’étape d'enrichissement : Cette étape se réalise dans des milieux sélectifs. Cela permet
d'augmenter le nombre de salmonelles jusqu'a un niveau ou la détection sur des géloses
sélectives soit possible, tout en inhibant la croissance de la microflore associée par des agents

sélectifs présents dans le milieu. Les milieux les plus couramment utilisés pour
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I’enrichissement sélectif sont le bouillon de Rappaport-Vassiliadis, bouillon de cystéine

sélénite, et bouillon de tétrathionate [37].

L’étape de I’isolement sur les milieux de culture : Les bouillons d'enrichissement sélectifs
sont ensuite ensemencés sur des milieux solides sélectifs. Ces milieux contiennent des
composés inhibiteurs qui permettent de réprimer la croissance des bactéries accompagnatrices
et les salmonelles sont différenciées d'autres bactéries, par exemple, par la production de H2S
ou d'acides a partir de sucres. La plupart des méthodes standard recommandent l'utilisation de
deux milieux exercant des pressions sélectives différentes. Les milieux couramment utilisés
sont le milieu Hektoen, vert brillant, la xylose, la lysine, et le milieu xylose- lysine-tergitol-4
[37].

Enfin, les colonies présumees Salmonella sont mises en sous-culture sur des milieux non
sélectifs afin d'obtenir des colonies bien isolées qui peuvent étre utilisées pour une

caractérisation plus poussée par des analyses biochimiques et serologique [37].

Morphologie des colonies de Salmonelles sur quelques milieux :
= Gélose au lactose (ex : Milieu Hektoen) :

Apres 24 heures a 37°C, les colonies sont incolores ou noiréatres, de 1 a 3 mm de diametre.

Figure 5 : Aspect des colonies de Salmonella sur le milieu Hektoen,
(Photo prise au LRM le 01/07/2022).
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= Gélose chromogeénique et colorimétrique non sélectif (ex : Milieu Uriselect 4)

Sur ce milieu, les Salmonella ont I’aspect de colonies incolores ou presque blanc-sales,

brillantes, de 1 a 3 mm de diamétre.

>
vV

Figure 6 : Aspect des colonies de Salmonella sur le milieu Uriselect 4,
(Photo prise au LRM le 01/07/2022).

3.2.6.4 Caractéres Biochimiques :

Les glucides sont généralement fermentés avec la production d’acide et de gaz (H2S).
Salmonella Typhi, Salmonella Gallinarum-pollarum et variantes anaérogenes dans d’autres
sérotypes par exemple, Salmonella Typhimurium forment un acide seulement. Typiquement,
le glucose, le mannitol, I’arabinose, le maltose, le dulcitol et le sorbitol sont fermentés mais
pas le lactose, le saccharose, la salicine ou 1’adonitol. Le test ONPG pour la 3-galactosidase est
négatif [39].

Salmonella décarboxylase les acides aminés : lysine, ornithine et arginine mais pas 1’acide
glutamique. Salmonella Typhiest exceptionnel en manque d’ornithine décarboxylase
et Salmonella Paratyphi A manque de lysine décarboxylase [39]. Les Salmonella sont
négatives au test d’indole [42].

Les caracteres biochimiques différentiels des espéces et sous-espéces de Salmonella sont

décrits dans le tableau ci-dessus [43].
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Tableau Il : Caracteres biochimiques différentiels des especes et sous-espéces de

Salmonella.

Especes S. enterica S.
bongori

Sous-especes enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica
Caracteres
Dulcitol + - - - +
ONPG (2h) - + + - +
Malonate - + + - - -
Gélatinase - + + + + -
Sorbitol + + + + - +
Croissance avec - - - + - +
KNC
L (+) -tartrate(a) + - - - - -
Galacturonate - - + + + +
y-glutamyl +0%) - + + + +
transféerase
3-glucuronidase d - + - d -
Mucate + + -(70%) - + +
Salicine - - - + ; )
Lactose - -(75%) +(75%) - d -
Lyse par les phages + - + - + d
01
Habitat habituel Animaux Animaux a sang froid

a sang chaud

(a)= d-tartrate.

(*) = Typhimurium, Dublin.

+ =90 % ou plus de réactions positives.

- =90 % ou plus de réactions négatives.

d = différentes réactions données par différents sérovars.

3.2.6.5 Caractéres antigéniques

3.2.6.5.1 Antigene capsulaire :

L’antigéne capsulaire est de nature polyosidique Vi encore appelé antigéne K. Il peut plus ou

moins masquer 1’antigéne O, mais un chauffage a 100°C pendant 10 minutes provoque sa

destruction.

L’antigéne capsulaire est présent chez S. Typhi, S. Paratyphi C et S. Dublin. [39].
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3.2.6.5.2 Antigéene somatique :

C’est un complexe de polysaccharides protéiques phospholipides qui fait partie intégrante de
la paroi cellulaire des bactéries. 1ls sont hydrophiles et permettent aux bactéries de former des
suspensions homogeénes stables dans une solution saline [39].

Plus de 60 antigenes O différents ont été reconnus. Ils sont stables a la chaleur et ne sont pas
affectés par le chauffage pendant 2,5 heures a 100°C et résistants au traitement a ’alcool :
I’éthanol (& 96%) a 37°C pendant 4 heures. Le traitement thermique détruit ’antigéne

flagellaire et fimbrial tandis que le traitement a 1’alcool détache les flagelles des bactéries [39].

Les antigénes O ne sont pas affectés par la suspension de bactéries dans 0,2% de formaldéhyde.
IIs sont identiques a I’endotoxine. Ils peuvent étre extraits de la cellule bactérienne par

traitement a 1’acide trichloracétique, d’abord montré par Boivin [39].

Par conséquent, il est également nommeé antigene de Boivin. Lorsqu’il est traité avec du phénol,
il sépare la fraction protéique en éliminant I’antigénicité mais en conservant la toxicité du
complexe. L’antigéne O est moins immunogene que I’antigéne H et le titre de I’anticorps O est

généralement faible que celui de I’anticorps H [39].

3.2.6.5.3 Antigene flagellaire :

Ces antigenes sont des groupes déterminants sur la protéine flagellaire.

Ils sont labiles a la chaleur et labiles a 1’alcool mais sont bien conservés dans du formaldéhyde

a 0,04-0,2%.

Le chauffage a 60°C de température détache les flagelles des bactéries et le détachement de

tous les flagelles est obtenu en chauffant pendant 30 minutes & 100°C [39].

3.2.7 Sources et modes de contamination :

Les salmonelles sont retrouvées chez la plupart des animaux domestiques et sauvages. Elles
sont présentes chez les animaux destinés a I’alimentation humaine tels que les volailles, les
porcs et les bovins, mais aussi chez les animaux de compagnie, chats, chiens, oiseaux et
reptiles, comme les tortues. Les salmonelles peuvent passer dans toute la chaine alimentaire, a
partir des denrées pour les animaux, dans la production primaire et remonter toute la filiere

jusqu’aux ménages, aux services de restauration et aux institutions [44].

L’étre humain se contamine en générale en consommant des aliments contaminés d’origine
animale (principalement des ceufs, de la viande, de la volaille et du lait), bien que d’autres

denrées, comme les légumes verts contaminés par du fumier, aient été impliqués dans la
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transmission. La transmission interhumaine par voie féco-orale est également possible. Les
contacts avec des animaux infectés, notamment les animaux de compagnie constituent aussi
des sources de contaminations. Bien que souvent ces animaux ne montrent aucun signe de
maladie [44].

3.2.8 Pouvoir pathogeéne et pathologies :

Les salmonelles pathogenes ingérées dans les aliments survivent au passage de la barriére acide
gastrique et envahissent la muqueuse de l'intestin gréle et du gros intestin et produisent des
toxines [45]. L'invasion des cellules épithéliales stimule la libération de cytokines pro-
inflammatoires qui induisent une réaction inflammatoire. La réaction inflammatoire aigué
provoque une diarrhée et peut conduire a une ulcération et a la destruction de la muqueuse. La
bactérie peut se disséminer a partir des intestins et provoquer une maladie systémique [45].
Cliniquement, la salmonellose peut se manifester par une gastro-entérite, une septicémie ou

une fiévre entérique [46].

En cas de gastro-entérite, survient la diarrhée et peut étre accompagnée d'autres symptémes
courants tels que : douleurs ou crampes, de la fiévre, des frissons, des nausées, des
vomissements, des douleurs dans les articulations, maux de téte, myalgie, malaise général et
perte de poids. La diarrhée varie en volume et en fréquence, et peut contenir du sang [37]. Entre
3 et 7% des personnes immunocompétentes infectées par S. Typhimurium ou S. Enteritidis ont
des hémocultures positives. Le risque d'infection sanguine est plus élevé pour les sérotypes les

moins courants tels que S. Dublin, S. Choleraesuis, S. Oranienburg, et S. Virchow [37].

Les fievres entériques sont causées par les agents pathogénes spécifiques a I'homme tels que
les sérovars Typhi et Paratyphi de S. enterica. La gravité de l'infection peut varier en fonction
de la résistance de chaque individu, du systéme immunitaire et de la virulence de l'isolat de
Salmonella [46]. Les symptomes sont : fiévre prolongée, fatigue, céphalées, nausées, douleurs
abdominales, constipation ou diarrhée. Certaines personnes peuvent présenter une éruption
cutanée. Les infections invasives & Salmonella peuvent étre graves et potentiellement mortelles.
Elles surviennent chez environ 8 % des personnes ayant une infection a Salmonella confirmée
en laboratoire [47].

Complications : La salmonellose peut entrainer la déshydratation, une septicémie, une arthrite,
une ostéomyélite, une méningite et méme le déces.

Les fievres typhoide et paratyphoide peuvent entrainer des hémorragies, des perforations

intestinales et méme le déceés.
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Cependant, certaines personnes sont plus a risque de complications ou d’infections
envahissantes :

- Les trés jeunes enfants.

- Les femmes enceintes.

- Les personnes ayant une maladie gastro-intestinale chronique.

- Les personnes souffrant d’asplénie fonctionnelle ou anatomique.

- Les personnes immunosupprimées [47].

3.2.9 Facteurs de virulence :

Elle dépend des souches et des conditions. Des salmonelles dites « hypervirulentes », sources
potentielles de maladies émergentes ont été observées en 2011-2012 en Californie (Santa
Barbara) sur des animaux d'élevage [48]. Ce sont des souches particulierement résistantes, a
propagation inhabituellement rapide, résistantes aux vaccins existants (en 2012) et qui entrent
dans l'organisme comme un cheval de Troie, deviennent inhabituellement virulentes, puis
reprennent un comportement plus normal quand elles retournent dans I'environnement, ou elles

sont alors moins détectables [48].

Un grand nombre des principaux composants requis par Salmonella enterica pour provoquer
des infections sont codés par le chromosome [32]. Les régions responsables des fonctions de
virulence sont appelées Tlots de pathogénicité des salmonelles (SPI) ; 14 de ces flots ont
maintenant été identifiés, appelés SPI-1, SPII..., SPI-14. Il convient de noter que tous les
sérovars ne possedent pas tous les Tlots et que la pathogénicité différentielle chez différents
hotes peut étre liée a la présence ou a l'absence de ces Tlots dans le cadre de I'équilibre entre
I'acquisition de genes et la perte de genes fonctionnels observé dans les génomes des sérovars
de Salmonella adaptés a leur hote [32]. Salmonella Typhi utilise un éventail de facteurs de
virulence au cours de l'infection, qui sont distincts des SNT. Salmonella Typhi sécréte un pool
d'effecteurs dans les cellules hétes par le biais de I'invasion favorisant le SPI-1 T3SS. Les
effecteurs spécifiques de Typhi (par exemple, t1865) sont probablement associés a la
pathogenése. La disponibilité en oxygene, les températures fébriles (42°C) et la présence de
bile entrainent une régulation différentielle du SPI-1 T3SS entre les salmonelles typhoidiques
et non typhoidiques. La Salmonella Non-typhique provoque généralement une gastro-entérite,
tandis que S. Typhi provoque une maladie systémique grace a l'utilisation de ses facteurs de
virulence tel que I’antigéne Vi, facteur de virulence produit par S. Typhi et non par la SNT, qui

est une capsule de polysaccharide qui empéche la phagocytose et la destruction par les cellules
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immunitaires. Un autre facteur de virulence spécifique a la Salmonella Typhi est la toxine
typhoide [49]. La toxine typhoide est fabriquée lorsque la bactérie Salmonella est intracellulaire
et sécrétée par des vesicules vers l'espace extracellulaire, ce qui entraine une réduction des
neutrophiles circulants, une léthargie et d'autres complications neurologiques. D'autres facteurs
de virulence importants sont les flagelles, qui favorisent la motilité de la bactérie, et le systeme
de sécrétion de type Il1, qui permet le processus d'attachement et d'insertion dans les cellules

non phagocytaires humaines [49].
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Figure 7 : Salmonella Typhi utilisant ses facteurs de virulence au niveau intestinal [50].

3.2.10 Dose infectieuse

Bien que la dose infectieuse varie selon les souches de Salmonella, on pense qu'un inoculum
important est nécessaire pour surmonter l'acidité de I'estomac et entrer en compétition avec la
flore intestinale normale. Les grands inoculums sont également associés a des taux plus élevés
de maladie et & des périodes d'incubation plus courtes [51]. Environ 10° cellules bactériennes
sont nécessaires pour provoquer une infection. L’utilisation des antiacides qui est surtout
fréquente chez les personnes agées, peut réduire la dose infectieuse a 10° cellules, tandis qu’une

vaccination antérieure peut augmenter le nombre a 10° cellules [51].
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3.2.11 Diagnostic biologique
La salmonellose doit étre envisagée dans toute maladie diarrhéique ou fébrile aigué sans cause
évidente. Le diagnostic est confirmé par I'isolement des organismes a partir de spécimens

cliniques (selles ou sang) [45], mais aussi par la sérologie et la PCR [52].
-Diagnostic des salmonelloses typhiques :

Les hémocultures sont positives dans 90 % des cas au cours de la premiere semaine, 75 % en
deuxiéme semaine et seulement 40 % en troisieme semaine. Il faut prélever 8 mL a 10 mL de
sang chez I’adulte et 1 mL & 5 mL chez I’enfant, le nombre de bactéries dans le sang étant en
regle faible. Les coprocultures se positivent a la deuxiéme semaine (entre 40 et 80 % des cas).
Il faut ensemencer sur un milieu sélectif de type Hektoen ou salmonelles - shigelles (milieu

SS), compte tenu de la présence de nombreuses autres bactéries dans les selles [52].
-Diagnostic des salmonelloses non-typhiques :

Le diagnostic repose sur la coproculture qui identifie la souche. L’hémoculture est pratiquée

comme témoin en cas de formes invasives [52].

3.2.12 Traitement

» Traitement de la fiévre typhoide et fievre paratyphoide :

Il repose sur les antibiotiques a forte pénétration intracellulaire, surtout intra macrophagique.
Les antibiotiques comme le Chlorampheénicol, 1’ampicilline, le trimétropine/sulfaméthoxazole
étaient les antibiotiques de premiére intention. Cependant, leur utilisation doit déprendre de
I’antibiogramme. Le développement de la pharmacorésistance a entrainé la généralisation de
l'usage des fluoroquinolones, y compris en pédiatrie. La résistance aux fluoroquinolones est
apparue et de nouveaux antibiotiques ont été introduits. La résistance aux antibiotiques devient
fréquente et croissante, en particulier dans les localités endémiques ; les antibiogrammes

doivent donc guider la sélection des médicaments [53].
Donc, d’une maniere générale, les antibiotiques privilégiés comprennent :

e Ceftriaxone 1g IM ou IV toutes les 12 heures chez les adultes et 25 a 37,8mg/kg chez
les enfants pendant 14 jours.

e Diverses fluoroquinolones tels que : la ciprofloxacine 500mg par voie orale 2 fois/jour
pendant 10 a 14 jours, la 1évofloxacine 500mg par voie orale ou IV 1 fois/jour pendant

14 jours, moxifloxacine 400mg par voie orale ou IV 1 fois/jour pendant 14 jours.
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e Les fluoroguinolones peuvent étre utilisés chez les enfants, mais des mesures de
précaution sont requises. Dans le cas de souches résistantes aux fluoroguinolones,
I’azithromycine 1g peut étre administrée par voie orale le 1° jour, puis 500mg 1
fois/jour pendant 6 jours.

e Le Chloramphénicol 500mg par voie orale ou IV toutes les 6 heures est encore

largement utilisé, mais la résistance a ce dernier augmente [53].

Des corticostéroides peuvent étre ajoutés aux antibiotiques pour traiter une toxicité importante.
La corticothérapie est habituellement suivie de défervescence et d’amélioration clinique. La
prednisone (ou équivalente), 20 & 40 mg par voie orale 1 fois/jour pendant les trois premiers

jours de traitement est tres souvent suffisante [53].

Chez les porteurs sains, ceux qui sont exempts de pathologie biliaire doivent recevoir une
antibiothérapie. Le taux de guérison est d’environ 80% avec I1’amoxicilline,
trimétropine/sulfaméthoxazole ou la ciprofloxacine administrée pendant 4 & 6 semaines. Ceux
qui présentent une pathologie de la vésicale biliaire, la guérison parfois obtenue par la prise
trimétropine/sulfaméthoxazole + rifampicine. Dans certains cas, la cholécystectomie apres 1 a

2 jours d’antibiothérapie préopératoire est efficace [53].
» Le traitement des salmonelloses non typhiques :

Une antibiothérapie systématique n’est pas recommandée contre les formes légeres ou
modérees chez les sujets ; car il arrive que les antibiotiques n’éliminent pas totalement les
bactéries et sélectionnent des souches résistantes, ce qui fera perdre ultérieurement au

médicament toute son efficacité [44].

Par contre, les groupes a risque sanitaire tels que les nourrissons, les personnes agées et les
patients immunodéprimés peuvent avoir besoin de recevoir une antibiothérapie. On peut aussi
administrer les antibiotiques si I’infection se propage des intestins a d’autres parties de
I’organisme. Le traitement des cas graves est systématique : apport d’€lectrolytes et

réhydratation [44].

Du fait de ’augmentation mondiale de la résistance aux antimicrobiens, les lignes directrices
sur les traitements devraient étre réexaminées périodiquement pour prendre en compte les

profils de résistance des bactéries en se fondant sur les systemes locaux de surveillance [44].
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3.2.13 Prophylaxie

La prophylaxie repose sur :

» La mise en ceuvre de mesures de lutte a tous les niveaux de la chaine alimentaire, depuis la
production agricole jusqu’a la transformation, la fabrication et la préparation des aliments
aussi bien dans les établissements industriels qu’en milieu familial. Les mesures de
prévention a prendre contre les salmonelles en milieu familial sont les mémes que celles
recommandées pour d’autres maladies bactériennes d’origine alimentaire). Les contacts
entre nourrissons/jeunes enfants et animaux de compagnie (chats, chiens, tortues, etc.)
nécessitent une surveillance attentive [44].

» Les systemes nationaux/régionaux de surveillance sont des moyens importants pour
connaitre et suivre la situation pour ces maladies et, donc, pour détecter et pour réagir aux
salmonelloses et aux autres infections intestinales a leur début afin d’éviter qu’elles ne se
propagent davantage [44].

» L'amélioration de la qualité de I'eau et de I'assainissement et la formation des professionnels
de la santé au diagnostic et au traitement [52].

» Les vaccins anti-typhoidiques :

Il existe actuellement des vaccins homologués : Le vaccin typhoidique Typhim Vi® est un
vaccin monovalent non conjugué de polysaccharide Vi (ViPS, en anglais). Il est disponible
en France. Il peut étre administré a partir de I’age de 2 ans. La durée de protection est de 2
a 3 ans. La protection est de 50 a 65%. Il existe également une association vaccinale

combinée typhoide-hépatite A : Tyavax® [52].

Le vaccin Vivotif ® est un vaccin vivant atténué contenant la souche mutante Ty21a. Le
vaccin conjugué Typbar TCV® de derniere génération est un vaccin polysaccharidique Vi
lié a la protéine anatoxine tétanique. Les vaccins ViPS et Ty21a sont recommandés par
I’OMS depuis 2008 pour combattre la fievre typhoide dans les zones d’endémie et
d’épidémie. Le vaccin Typbar-TCV® a été homologué pour le premiére fois en 2013 [52].
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3.3  Résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques ont constitué une découverte thérapeutique importante pour la santé humaine.
Leur utilisation a permis de diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiale depuis
longtemps [54]. La résistance aux antibiotiques survient lorsque les bactéries évoluent en
réponse a I’utilisation de ces médicaments. C’est un phénomene naturel mais le mauvais usage

de ces médicaments chez I’homme et I’animal accélére le processus [55].

3.3.1 Définition d’un antibiotique :
Les antibiotiques sont des composés ayant le pouvoir de détruire les bactéries ou de bloquer

leur croissance [56]. Cette catégorie de médicaments regroupe aussi bien des molécules
synthétiques, que des composés naturels produits par des champignons microscopiques ou
parfois d’autres bactéries. Les antibiotiques servent non seulement a combattre les infections
bactériennes, mais également certaines infections parasitaires [56]. Aujourd'hui, ces outils
précieux sont menacés par la diffusion mondiale des bactéries multirésistantes aux

antibiotiques, remettant en cause un siecle de progreés [57].

3.3.2 Antécédents de déecouverte d’antibiotiques et de développement concomitant de
la résistance aux antibiotiques :
Les antibiotiques ont révolutionné la médecine a bien des égards et d'innombrables vies ont été

sauvees ; leur découverte a été un tournant dans I'histoire de I'humanité. Malheureusement,
I'utilisation de ces médicaments miraculeux s'est accompagnée de l'apparition rapide de

résistances aux antibiotiques [58].

Depuis l'introduction en 1937 de premier antimicrobiens efficaces, a savoir les sulfonamides,
le développement de mécanismes de résistance a entravé leur utilisation thérapeutique. La
résistance aux sulfonamides a €té signalée pour la premiére fois a la fin des années 1930. La
pénicilline a été découverte par Alexander Fleming en 1928, et en 1940, plusieurs années avant
I'introduction de la pénicilline en tant que molécule thérapeutique, une pénicillinase
bactérienne fut identité par deux membres de I'équipe de découverte de la pénicilline. Une fois
que l'antibiotique a été largement utilisé, des souches résistantes capables d'inactiver le
médicament sont devenues courantes et des études synthétiques ont été entreprises pour
modifier chimiquement la pénicilline afin d'empécher son clivage par les pénicillinases. Dans
le cas de la streptomycine, introduite en 1944 pour le traitement de la tuberculose, la résistance
a des souches mutantes de Mycobacterium tuberculosis résistantes aux concentrations

thérapeutiques de la streptomycine sont apparues [58].
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Au fur et a mesure que d'autres antibiotiques ont été découverts et introduits dans la pratique
clinique, une évolution similaire s'est produite. Les experts médicaux mettent désormais en
garde contre un retour a I'eére pré antibiotique ; une base de données récente recense I'existence
de plus de 20 000 génes de résistance potentiels de pres de 400 types différents dans le cadre

d'un programme de recherche [58].

La découverte des antibiotiques et le développement concomitant de la résistance aux
antibiotiques sont marqués par plusieurs étapes dans I’histoire : L’age des ténebres, 1’¢re pré
antibiotique ; primordial, I’avénement de la chimiothérapie, via les sulfamides ; doré : les
années halcyon ou la plupart des antibiotiques utilisés aujourd’hui ont été¢ découverts ; les
années de vaches maigres, le point bas de la découverte et du développement de nouveaux
antibiotiques ; pharmacologique, des tentatives ont été faites pour comprendre et améliorer

I’utilisation des antibiotiques par dosage, administration, etc. [58].

vy ‘ plasmidesde résistance aux
resistance ala s
oo i resistance aux fluoroquinolones
penicillinase antibiotiques transmissible
H U les années devaches maigres L ?
b |

Increasing Antibiotic Resistance
1940 1950 1960 1970 1980 1920 2000
Primordial Golden Pharmacologic | Biochemical Target Genomic HTS
L'dge des Désenchantement
ténébres FOA Office of iSemme weis)
New Drugs

(Semmelweis)

Figure 8 : Antécédents de découverte d’antibiotiques et de développement concomitant de la
résistance aux antibiotiques [58].
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3.3.3 Classification des antibiotiques
11 existe plusieurs familles d’antibiotiques. Chacune des familles d'antibiotiques a la capacité

de traiter des groupes de germes spécifiques. Ce qui veut dire que certains antibiotiques sont

plus efficaces que d'autres dans le cadre du traitement de pathologies infectieuses [56].

La classification des antibiotiques peut se faire selon :

e Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou
semi synthétique).

e Mode ou site d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines,
synthese des acides nucléiques.

e Spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre
étroit ou large).

e Nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex :
cycle B lactame) sur laquelle il y a hémisynthése. La classification selon la nature
chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles (B-lactamines,

aminosides, tétracyclines...etc.) [59].

Le tableau suivant (Tableau I11) nous montre la classification selon la nature chimique, le

spectre d’activité et le mode d’action [60].
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Tableau 111 : Classification de quelques antibiotiques selon la nature chimique, le spectre
d’activité et le mode d’action.

FAMILLES

D’ANTIBIOTIQUES

Pénicilline

ANTIOBIOTIQUES

- Amoxicilline

- Ampicilline

- Oxacilline

- Dicloxacilline

- Pénicilline G. V

Céphalosporines

- Céfazoline

- Cefalexime
- Céfuroxine
- Ceftriaxone
- Céfépime

Carbapénémes

- Imipenéme
- Méropéneme
- Ertapénéme

SPECTRE
D’ACTIVITES

- Bacille a Gram —
- Bacille a Gram +
- Cocci a Gram —
- Cocci a Gram +

MODE
D’ACTION

Inhibition de la paroi bactérienne,
par toxicité sélective : lls agissent
sur la synthése du peptidoglycane
en inhibant les protéines liant la
pénicilline (PLP).

Glycopeptides

- Vancomycine
- Teicoplanine

Bactéries a Gram+ et
essentiellement :
Staphylocoques
MRSA+, Entérocoques,
Pneumocoque résistant
aux pénicillines

Paroi bactérienne en bloquant la
polymérisation du peptidoglycane
par un mécanisme complexe.

- Streptomycine,

— Cocci et bacilles a

Sous unité 30S du ribosome.

Aminosides - Néomycine Gram+. — Cocci et Erreur de lecture du code
- Kanamycine, bacilles a Gram-, génétique lors de la traduction des
- Tobramycine, - Mycobactéries protéines.
- Amikacine, (streptomycine,
- Gentamicine. kanamycine)
- Erythromycine, -Cocci a Gram + et - Les MLS sont des inhibiteurs de
Macrolides, - Roxithromycine, -Bacilles a Gram+ la synthése des protéines, ils

Lincosamides,
Streptogramines

- Clarithromycine,
- Dirithromycine
- Azithromycine

- Josamycine,

-Certains bacilles a
Gram-, certains
anaérobies, certaines
bactéries : Mycoplasma

agissent au niveau de la s/unité
50S du ribosome.

Tétracyclines

- Oxytetracycline,
- Chlortetracycline,
- Doxycycline,

-Bactéries a
multiplication
intracellulaire,

- Bactéries a Gram+
et—

Sous unité 30S du ribosome.
Inhibiteurs de la phase
d’¢longation de la chaine
polypeptidique, ils empéchent la
fixation de 1’aminoacyl-ARNt

- Chloramphénicol

Bactéries a Gram+ et —

Sous unité 50S du ribosome.

Phénicolés - Thiamphénicol Inhibition de la polymérase.

- Staphylocoques, Inhibition sélective de la synthese
Quinolones, - Acide nalidixique, - Streptocoques, de I’ADN bactérien en agissant
Fluoroquinolones - Péfloxacine, - Pneumocoques, sur deux enzymes impliqués dans

- Lévofloxacine,

- Bacilles & Gram+
(sauf Bacillus)

cette synthese : I’ADN gyrase et
1’ADN topo- isomeérase IV.
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3.3.4 Sites d’action des antibiotiques
Les antibiotiques peuvent étre administrés soit par voie orale, soit par application topique ou

en voie intraveineuse. Afin d'¢éliminer les bactéries, les antibiotiques utilisent différentes
stratégies. Les antibiotiques, qui inhibent la prolifération des bactéries sans les tuer sont
qualifiés d'antibiotiques bactériostatiques. Ce sont les antibiotiques tels que les macrolides, les
lincosamides et les tétracyclines qui s’attaquent a la synthése de certaines protéines et de
certains acides nucléiques. Ces molécules interférent ainsi fortement sur la croissance et la
multiplication des bactéries mais ne tuent pas directement les bactéries [56].

Certains antibiotiques, comme les pénicillines, céphalosporines et les polymyxines, ciblent la
paroi et la membrane plasmique qui protégent les bactéries des agressions extérieures. Ils
bloquent la synthése de la paroi bactérienne et rendent les bactéries vulnérables autres stress

extérieurs. Ce type d’antibiotique a une action bactéricide [56].

3.3.5 Meécanismes de résistances aux antibiotiques :

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d’entrer

Antibiotique

ol

Pompe

Antibiotique
refoulé

~ Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 9 : Les différents mécanismes de résistance d'une bactérie aux antibiotiques [61].

o Modification des protéines cibles : Les bactéries peuvent se modifier, pour ne plus
correspondre a la cible de 1’antibiotique, et se rendre insensibles a son action : les
récepteurs sont altérés pour empécher l'antibiotique de "s'arrimer"[62].

o Diminution de perméabilité : Elle empéche I’entrée de 1’antibiotique dans la bactérie
[62].
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o Surexpression d’efflux : Empéche 1’accés de I’antibiotique a sa cible. Exemple : les
tétracyclines, macrolides et les quinolones, que certaines bactéries rejettent a I'extérieur,
a l'aide d'une pompe, ou encore en renforcant la paroi [62].

o Inactivation/Modification enzymatique : L’inactivation de I’antibiotique, pour le

rendre inoffensif grace a des enzymes [62].

Lors d'un traitement avec un antibiotique, I'antibiotique tue préalablement les bactéries les plus
faciles a tuer, puis s'attaque aux bactéries résistantes. Mais si le traitement est interrompu ou
n’est pas complété, l'antibiotique n'a pas le temps de tuer toutes les bactéries. Or, les bactéries
restantes sont les plus résistantes. Si des bactéries non résistantes restent, les bactéries
résistantes leur transférent le caractere de résistance. La population finale est bien plus

résistante, donc plus dangereuse que la population initiale [62].

3.3.6 Type de résistance bactérienne :

3.3.6.1 Resistance naturelle :

La résistance naturelle est aussi appelée résistance « intrinseque ». Elle est chromosomique
(patrimoine génétique de la bactérie). Elle est présentes chez toutes les bactéries d’un méme
genre et chez toutes les souches d’une méme espéce et sa transmission est verticale,
systématique [63].

La résistance naturelle est caractéristique d’une espéce bactérienne. Elle délimite le spectre

naturel de I’antibiotique et constitue une aide a I’identification (CA-SFM).

3.3.6.2 Reésistance acquise :
Elle est présente au sein d’une fraction des souches bactériennes d’une espéce normalement

sensible a I’antibiotique. Ces types de résistances sont dues & des mutations chromosomiques
a20% ou par acquisition de genes a 80%. Les Transferts de genes sont verticaux et horizontaux.

La résistance acquise doit étre détecter par la réalisation d’un antibiogramme [63].

3.3.7 Supports génétiques de la résistance aux antibiotiques
3.3.71 Le chromosome
Le chromosome bactérien est le principal support de la résistance naturelle. 1l contient des
génes de résistance qui codent pour des enzymes d’inactivation. La résistance chromosomique
acquise résulte d’une mutation, dont la faible fréquence est difficile a définir et déterminer. En
effet, I’émergence de mutants résistants aux antibiotiques est un phénomene complexe dont la
physiologie, la génétique de la bactérie, le milieu et I’environnement dans lequel elle vit ont un
role prépondérant [64].
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3.3.7.2 Les éléments exogenes et mobiles
La résistance acquise est principalement due a la présence de matériel génétique exogene qui

sont les plasmides et les éléments transposables. 1ls sont non essentiels a la survie de la bactérie

mais ils lui permettent de mieux s’adapter a un environnement donné [64].

33.7.21 Les Plasmides
Les plasmides sont des molécules d’ADN bicaténaire, extra chromosomiques, circulaires et

d’environ 1 a 400 kilobases. Les plasmides sont capables d’autoréplication mais peuvent
également porter plusieurs genes conférant un avantage a la bactérie, notamment des génes de
résistance aux antibiotiques [65]. Les plasmides ont une capacité de transfert horizontal intra-
ou inter-espéce, ce qui peut rendre leur dissémination trés dynamique. Le transfert plasmidique
d’une cellule bactérienne a une autre résulte principalement du phénomeéne de conjugaison. Les
plasmides de conjugaison possedent des régions de transfert oriT (origine du transfert) et
codantes tra (génération de pilis). Les petits plasmides appelés « mobilisables » ont seulement
I’origine de transfert et sont dépourvus des geénes nécessaires a I’édification du tube de

conjugaison [65].

3.3.7.2.2 Les transposons
Les transposons sont des éléments génétiques mobiles flanqués de séquences inversées et

répétees capables de transposition dans les génomes bactériens. Les transposons ne codent pas
uniquement la machinerie nécessaire a la transposition mais aussi tout un ensemble génes qui

voyagent avec transposon [66].

Lorsque les génes passagers sont des génes de résistance, ces éléments génétiques mobiles vont
pouvoir participer activement a leur dissémination. Parmi les transposons, on a: Tn5
(résistance a la streptomycine et a la kanamycine), Tn9 (résistance au chloramphénicol), Tn10

(résistance a la tétracycline et Tn3 (résistance aux bétalactamines) [66].

3.3.7.2.3 Les Intégrons
Les intégrons sont des éléments génétiques qui permettent la capture et I'expression efficaces

de genes exogenes. lls sont largement connus pour leur réle dans la dissémination de la
résistance aux antibiotiques, notamment parmi les bactéries pathogenes Gram-négatifs [67].
Cependant, depuis leur découverte initiale dans des contextes cliniques, il est devenu évident
que les intégrons sont un composant commun des génomes bactériens et qu'ils ont une longue

histoire évolutive [67].
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Par la suite ont été définies deux grandes familles d’intégrons :

- Les intégrons de multirésistance ou intégrons mobiles, caractérisés par un nombre
limité de cassettes, qui le plus souvent hébergent des génes de résistance aux
antibiotiques [66].

- Les intégrons chromosomiques sédentaires, pouvant porter jusqu’a 200 cassettes, dont
le géne code une protéine de fonction souvent inconnue et qui sont strictement
chromosomiques. 1ls servent de réservoir de génes adaptatifs aux stress

environnementaux pour les bactéries [66].

Les intégrons sont couramment retrouvés au sein des bacilles a Gram négatif (BGN) isolés
chez I’Homme tels que Escherichia coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp et autres
entérobactéries, chez Pseudomonas aeruginosa ou encore Acinetobacter baumannii [68].
Certaines entérobactéries comme Proteus, Morganella ou Providencia ont la particularité
d’héberger plutot des intégrons de classe 2 avec un réseau de cassettes relativement stable,
pouvant constituer un réservoir [69]. Il a été retrouvé qu’environ 10 a 30% des BGN isolés
d’hémocultures sont porteurs d’intégrons [70]. Il est estimé qu’entre 1 et 5% des bactéries
retrouvées dans le sol ou I’eau sont porteuses d’intégrons [67]. Ainsi, les intégrons sont
particulierement présents dans 1’environnement, ce qui permet aux bactéries hotes de toujours
mieux répondre a la pression de sélection aux antibiotiques, antiseptiques et métaux lourds
exercés par I’Homme sur son environnement. Les intégrons sont donc un exemple concret de
I’interaction complexe qu’entretiennent les Hommes avec le monde animal et I’environnement

en terme d’antibiorésistance (concept OneHealth) [71] [72].
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Figure 10 : Structure de I’intégron et mécanisme de capture des génes [54].
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3.3.7.3 Modalités d’acquisition de résistance

e Transduction :

La transduction est le transfert de géne via les macrophages [54].

e Laconjugaison :
Un processus qui permet aux bactéries de s'échanger du matériel génétique pour partager des
caractéristiques avantageuses, comme la résistance. Au début de la conjugaison, une bactérie,
possédant des plasmides conférant des avantages, harponne une autre bactérie, a l'aide du pilus
sexuel [62].

e Latransformation :
La transformation est 1’incorporation par une bactérie des fragments d’ADN libérés par

d’autres bactéries [54].

3.3.8  Antibiorésistance dans différents contextes

L'augmentation de la résistance aux antibiotiques est due a une combinaison de germes exposes
aux antibiotiques, et la propagation de ces germes et de leurs mécanismes de résistance. Ce
processus naturel est accéléré lorsque les antibiotiques sont constamment présents dans
I'environnement ou chez les hotes des germes (par exemple, les patients) [73].

C'est pourquoi les antibiotiques destinés aux soins médicaux, a la santé animale et a
I'agriculture ne doivent étre utilisés que lorsque cela est nécessaire et pour des durées
appropriées. Les patients doivent toujours étre traités rapidement avec des antibiotiques lorsque

ces médicaments sont nécessaires pour traiter des infections et prévenir la septicémie [73].

33
EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE Salmonella spp. ISOLEES DES SELLES ET DU SANG
CHEZ LES PATIENTS ABAMAKO. | THESE DE PHARMACIE, M. NEHEMIE SAWADOGO, 2022-2023



4, METHODOLOGIE :
4.1 Cadre de I’étude

La présente étude s’est déroulée au Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM) du Centre
d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM). Le CICM est situé dans le quartier de Bolibana,

derriére 1’ex-base aérienne de Bamako, rue du Docteur Charles Mérieux.

4.1.1 Description du Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM) :

Le CICM a pour mission de participer tout comme les autres structures du Ministere en charge
de la Santé, au développement sanitaire du Mali par le service rendu aux malades, la formation,
la recherche et le renforcement des capacités dans le domaine du diagnostic biologique dans
des conditions désintéressées au bénéfice de la population.
Les ressources humaines du CICM sont composées de 29 agents, répartis entre les services
techniques du LRM (17 agents) et les fonctions de support administratif, financier et logistique
(12 agents). Le CICM comprend :
e Une administration générale,
e Un centre de formation avec une formation diplémante (Master de Biologie Médicale
Appliquée), des formations qualifiantes et des formations par compagnonnage,
e Un laboratoire d’analyses médicales dénommé Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM)
avec des activités de recherche et des activités de routine.

e Un centre de recherche biomédicale.

Le LRM se compose des Laboratoires 1 et 2 au sein desquels les activités de recherche et de
diagnostic de routine sont effectuées. Le Laboratoire 1 offre le cadre et le matériel pour la
réalisation des examens d’hématologie, de biochimie et d’immunologie et le Laboratoire 2

prend en charge les examens de microbiologie (bactériologie, mycologie et parasitologie).

Le CICM a été mis en place suite a la signature de 1’accord- cadre N°0956/1899 du 18 février
2004 entre le Gouvernement de la République du Mali et la Fondation Mérieux ainsi que la
Convention du 16 janvier 2005 et son protocole annexe du 11 mai 2011 entre le Ministére en

charge de la Santé et la Fondation Mérieux.

e 8 Décembre 2003 : Création de la Fondation Mérieux Mali
e 15 Janvier 2004 : Pose de la premiere pierre du CICM
e 17 Janvier 2005 : Inauguration du CICM

e 2 Mai 2005 : Démarrage des activités
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4.2  Type et période de I’étude

Il s’agissait d’une étude transversale, prospective, descriptive portant sur les souches de

Salmonella spp isolées des échantillons humains au LRM de juillet 2021 a juin 2022.
4.3  Population d’étude

Notre étude a porté sur les souches de Salmonella spp isolées des selles et du sang des patients
qui sont venus au Laboratoire Rodolphe Mérieux pour des analyses microbiologiques de

routine pendant la période de notre étude.

4.3.1 Criteres d’inclusion
- Souches de Salmonella spp isolées des échantillons humains au Laboratoire Rodolphe

Meérieux.

- Souches de Salmonella spp isolées de juillet 2021 a juin 2022

4.3.2 Critéeres de non-inclusion
- Toutes souches de Salmonella spp isolées en dehors de la période d’étude.

- Toutes souches de Salmonella spp isolées d’échantillons autres que des selles et sang.
4.4  Echantillonnage

Nous avons fait un échantillonnage exhaustif de tous les prélévements pour coprocultures et

hémocultures des patients a Bamako.

45 Collecte des données

Les données ont été collectés a partir des dossiers des patients qui étaient enregistrés sur
SYSLAM (codatec informatique, France) au laboratoire. Ces dossiers contenaient les
informations telles que le numéro d’identification du patient au laboratoire, 1’age, le sexe, la
nature du prélévement, provenance, 1’espéce bactérienne isolée ainsi que les différents

antibiotiques testés.
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45.1 Réactifs et Matériels :

e Prélevement de selles
Les matériels pour le prélevement de selles ont été :
- Pot stérile,
- Spatule,

e Prélevement de sang

Les matériels pour le prélevement des hémocultures ont été :

Flacons d’hémocultures (aérobies, anaérobies, pédiatriques),

Matériel de ponction,

Antiseptique/désinfectant,

Coton hydrophile,

Garrot,

Gants,
e Enrichissement des selles

Le milieu destiné a I’enrichissement des échantillons de selles :

- Bouillon Rappaport-Vassiliadis (BRV).

e Incubation des flacons d’hémocultures

L’automate destiné a I’incubation des flacons d’hémocultures :
- BACT/ALERT® VIRTUO®.

e Examen microscopique (a I’état frais et aprés coloration de GRAM)

Les matériels et réactifs requis pour la réalisation de 1’examen microscopique a 1’état frais et

apres la coloration des lames au GRAM :

Eau physiologique,

Pipette pasteur,

Lame porte-objet et lamelle couvre-objet,

Plaque chauffante,
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- Colorants par GRAM,

- Huile a immersion,

- Microscope optique.

e Isolement

Les matériels destinés a I’isolement des bactéries ont été :

(Ese calibrée a 10pL,

Milieux de culture appropriés pour chaque type d’échantillon,

Aiguilles (pour les flacons d’hémocultures),

Collecteur de déchets,
Etuve a 37°C.

e Identification et Test de sensibilité aux antibiotiques

Les matériels et réactifs destinés a 1’identification et au test de sensibilité des souches

Salmonella ont été :
- Tubes & Vitek,

- Cassette Vitek,

- Densicheck,

- Cartes Vitek,

- Pipette calibré a 145 pL et emboults,
- Solution saline (NaCl 0,9%),

- Milieux de cultures portant les colonies et milieux stériles,
- (Ese calibrée a 10 pL,
- Vortex,

- Vitek Compact 2.

37
EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE Salmonella spp. ISOLEES DES SELLES ET DU SANG
CHEZ LES PATIENTS ABAMAKO. | THESE DE PHARMACIE, M. NEHEMIE SAWADOGO, 2022-2023



4.6  Méthode bactériologique de diagnostic des Salmonella au laboratoire

4.6.1 Examen bactériologique des selles (coproculture) :
Elle consiste a détecter les bactéries responsables d’infections intestinales.

4.6.1.1 Prélevement :
Dans un pot stérile, quelques grammes de selles du jour, fraichement émises étaient recueillis

au laboratoire ou apportés par les patients. On prélevait aussi de préférence un fragment muco-
purulent et/ou sanglant, s’il en existait. Immédiatement apres etiquetage, les selles recueillies
étaient deposées dans le bac de bactériologie et acheminées dans 1’unité de bactériologie pour
leurs analyses. Pour une analyse adéquate, les patients devaient arréter toute antibiothérapie en

cours, 24 a 48h avant I’analyse au laboratoire.

Figure 11 : Echantillon de selles (Photo prise au LRM le 07/07/2022).

» Pendant le premier jour de I’examen des selles, nous avons réalise :

4.6.1.2 Examen macroscopique :
Il consistait a noter : La provenance (échantillon apporté ou recueilli au laboratoire), I’aspect

(selle dure, molle, moulée, pateuse, glaireuse, liquide), et la couleur des selles.

4.6.1.3 Pré-enrichissement :
Nous avons déchargé quelques grammes de selles dans de 1’eau physiologique pour préparer

une suspension de selles. Cette étape permet aussi de revivifier les germes soumis a un stress
ou endommagés par des facteurs comme l'exposition a la chaleur, la congélation, la

déshydratation, une forte pression osmotique ou d'importantes fluctuations de température.
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4.6.1.4 Examen microscopique a I’état frais :
Cette étape consistait a rechercher dans une petite goutte de suspension de selle fixée entre la

lame porte-objet et la lamelle couvre-objet : les leucocytes (isolés, en amas, altérés, ou non
altéres), les hématies, les cellules épithéliales et & observer la mobilité des germes qui

composent la flore bactérienne.

- Apres, les lamelles ont été enlevées pour faire sécher la lame portant 1’échantillon, sur une

plaque chauffante.

4.6.1.5 Examen microscopique apreés la coloration de GRAM :
Cet examen nous a permis de mettre en évidence la forme (cocci, bacille ou coccobacille) et le

type (Gram positif ou négatif) de la bactérie et d’apprécier 1’équilibre de la flore en déterminant

les pourcentages des bactéries (% de B-, % de B+/C+) et pourcentage des levures.
e Technique de la coloration de GRAM :
La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes successives et consiste a :

-Recouvrir le frottis de la solution de violet de gentiane (cristal violet), et laisser agir pendant
une minute ;

-Rejeter le colorant puis laver a 1’eau et éliminer I’exces d’eau ;

-Recouvrir le frottis de Lugol (solution iodo-iodurée), laisser agir pendant une minute ;
-Rejeter le colorant puis laver a I’eau et éliminer I’exces d’eau ;

-Décolorer a I’alcool-acétone ;

-Rincer rapidement a 1’cau de robinet, éliminer 1’excés d’eau et recouvrir la lame de solution
de fuchsine diluée, laisser agir pendant 30 secondes ;

-Rejeter la Fuchsine, laver a I’eau, éliminer 1’excés d’eau, et sécher la lame entre deux feuilles
de papier buvard propres ;

-Lire le frottis coloré au microscope a 1’objectif x100 a I’huile d’immersion.

Au microscope : On pouvait observer des Bactéries Gram négatif (coloration rose), des
bactéries Gram positif (coloration violette), parfois des levures (forme ovale, coloration violet),

et déterminer la composition de la flore bactérienne.
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4.6.1.6 Enrichissement :
Dans un tube a bouchon contenant du bouillon Rappaport-Vassiliadis, nous avons mis quelques

gouttes de la suspension de selles fabriquée pour permettre la sélection et 1’enrichissement des

salmonelles. Ce tube a été incubé a 1’étuve pendant 18 a 24 heures a 37°C.

4.6.1.7 Culture:
Il consistait a ensemencer la suspension de selles sur un premier milieu Hektoen et d’incuber

ce milieu a I’étuve pendant 18 a 24 heures a 37°C.
» Pendant le deuxieme jour de I’examen des selles :

4.6.1.8 Lecture du premier milieu Hektoen et ensemencement d’un deuxieme milieu
Hektoen :
Nous réalisons la lecture du premier milieu Hektoen ensemencé. Les colonies lactoses négatifs

et/ou H2S™ en cas de présence étaient réisolées sur un milieu Uriselect 4 pour une identification

présomptive et I’obtention de colonies bactériennes pures et jeunes.

Le Bouillon Rappaport-Vassiliadis (BVR) du jour 1 était ensemencé sur un deuxieme milieu

Hektoen puis placé a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

» Pendant le troisieme jour de I’examen des selles, nous avons réalisé :
46.1.9 Lecture du milieu Uriselect 4 et du deuxiéme milieu Hektoen :
Lorsque nous avons présumé que les colonies réisolées sur Uriselect 4 étaient de type
salmonelles, un test d’oxydase était réalisé sur ces colonies avant de lancer I’identification et

les tests de sensibilité aux antibiotiques sur le Vitek 2 Compact.

4.6.1.10 Test d’oxydase :
e Principe :

Le test d’oxydase est un test de détection de I’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries
Gram négatifs qui produisent cette enzyme, telles que Neisseria ou Pseudomonas. Le réactif
contient du N, N, N’, N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride. En présence de
cytochrome oxydase, le N, N, N’, N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride
(incolore) forme un composé coloré en bleu (indophénol). L’acide ascorbique, incorporé dans
le réactif, agit en tant qu’agent réducteur pour limiter 1’auto-oxydation et améliorer la stabilité

du réactif.
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® Technique :

-Le réactif en liquide est contenu dans un petit tube, écraser le milieu du tube pour pratiquer
une ouverture.

-Déposer quelques gouttes du réactif sur un morceau d’essuie-tout propre.

-Choisir quelques colonies pures, bien isolées et représentatives de la culture fraiche a tester.
-Prélever ses colonies a I’aide de I’ cese.

-Frotter doucement 1’cese contenant les colonies sur le morceau d’essuie-tout imbibé du réactif.
-Attendre un délai de 30 s et interpréter.

e Résultats :
Test positif : coloration bleu foncé a violet apparaissant dans un délai de 30 secondes.

Test négatif : absence de coloration ou coloration au-dela de 30 secondes.

Lorsque le test était positif, I’examen est arrété et les résultats sont enregistrés. Mais lorsque
I’examen est négatif nous réalisons 1’identification et le test de sensibilité aux antibiotiques des

souches isolées et apres les résultats sont enregistrés.

4.6.1.11 Identification et Test de sensibilité aux antibiotiques :
Il consistait a identifier les germes isolés et d’évaluer leurs sensibilités aux antibiotiques sur le

Vitek 2 Compact.

Vitek 2 Compact :

e Définition et principe :
Le systéme Vitek 2 Compact est destiné a I’identification des bactéries et levures, ainsi qu’a la
réalisation d’antibiogrammes pour les bactéries significatives au plan clinique. Le systéme

comprend I’instrument Vitek 2 Compact, un ordinateur et une imprimante.

Le Vitek 2 contréle la croissance en continu dans tous les puits. La croissance dans les puits de
controle positif est surveillée jusqu’a ce qu’un seuil minimal prédéfini de croissance
bactérienne soit détecté via des mesures de turbidité (c’est-a-dire 1’évolution du pourcentage
d’unités de transmittance brutes - %ARTU).

e Procédure :
- Saisir le flacon eau saline du Vitek et introduire la dispensette ;
- Saisir des tubes secs pour Vitek et y introduire dans les puits de la cassette Vitek (portant un

numéro et un code barre) ;
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- La cassette peut prendre jusqu’a 10 tubes soit 5 paires de tubes (2x5) : Pour un germe, deux
tubes secs seront utilisés dont 1’un servira a 1’identification et I’autre a I’antibiogramme ;

- Mettre dans chaque tube, 3 ml de la solution saline du Vitek a 1’aide de la dispensette
préalablement réglée a 3 ml ;

- Saisir une feuille vierge, porter la date et le numéro de 1’échantillon ainsi que le nom
approximatif du germe a identifier ;

- A partir de la culture pure sur gélose (culture jeune 24 h), a I’aide d’une cese, prélever quelques
colonies et les introduire dans le tube contenant la solution saline ;

- Homogénéiser la suspension et ensuite bien vortexer ;

- Introduire le tube dans le puit du densitométre pour mesurer la concentration bactérienne a
0,5 McFarland (Tube pour I’identification) ;

- Ramener le tube contenant la suspension bactérienne en premiére position sur la cassette
Vitek et faire suivre celui prévu pour 1’antibiogramme ;

- Préparer la solution pour antibiogramme comme suit : A partir de la suspension bactérienne,
pipeter 145ul et diluer dans 3ml d’eau saline contenu dans le tube suivant qui ne contient pas
de germe et qui constituera ainsi la suspension pour I’antibiogramme ;

- Placer la carte d’identification GN dans le tube pour I’identification et la carte
d’antibiogramme AST-N233 dans le tube pour I’antibiogramme ;

- Au niveau de I’ordinateur de 1’automate, a I’apparition de la page du Bureau ;

- Faire un double-clique sur VITEK-FLEXPREP ;

- A P’ouverture de la page, mettre I’identifiant du LRM (Nom d’utilisateur et mot de passe)
puis cliquer sur « Entré » ;

- Dans la case Cassette ID, saisir le numéro de la cassette : 1, 2, ... puis cliquer sur « Entré » ;
- Dans la case Lab ID, entrer les informations de I’isolat (numéro de 1’échantillon au
laboratoire, numéro attribué a chaque type d’échantillon, numéro de 1’isolat) ;

- Faire la lecture du code a barre de chaque carte Vitek a partir de la douchette ;

- Pour un échantillon donné, apres la lecture de la carte d’identification on clique sur Add
Carte puis on fait la lecture de la carte pour ’antibiogramme ;

- Lorsque le germe est déja identifié par d’autres techniques, on choisit le nom du germe dans
la case Organism Name pour lancer seulement ’antibiogramme ;

- Au niveau de I’automate (Vitek 2 Compact), ouvrir le capot de remplissage et insérer la
cassette a I’intérieur de la chambre ;

- Fermer le capot de remplissage ;
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- Appuyer sur la touche Lancer remplissage sur le petit écran du Vitek ; aprés quelques
secondes, un bip indique que le cycle de remplissage est terminé ;

- Retirer la cassette du capot de remplissage et I’introduire dans la chambre de lecture ou
s’effectue le scellage. Le processus de chargement/déchargement permet la lecture du code a
barre des cartes et le code a barre de la cassette ;

- Lorsque le message retiré s’affiche dans la chambre de lecture, cela indique que le Vitek 2 a
terminé le traitement des cartes contenues sur la cassette. On peut la retirer en ouvrant le capot
de chargement puis le refermer ;

- On attend le jour suivant pour imprimer les résultats.

Tableau IV: Listes des différents antibiotiques testés (avec leurs abréviations)

Béta-lactamines

Ampicilline (AMP) Céfalotine (CF) Céfepime (CEF)
Amoxicilline/Acide clavulanique (AMC)  Céfoxitine (FOX) Méropéneme (MRP)
Ticarcilline (TIC) Céfotaxime (CTX) Imipenéme (IPM)
Ticarcilline/Acide clavulanique (TCC) Ceftriaxone (CRO) Ertapéneme (ERT)
Pipéracilline/Tazobactam (PTZ) Ceftazidime (CAZ)
Aminosides
Amikacine (AKN) Gentamicine (GM) Tobramycine (TMN)
Quinolones
Acide nalidixique (AN) Ciprofloxacine (CIP) Lévofloxacine (LVX)
Péfloxacine (PFL) Ofloxacine (OFL)

Autres Antibiotiques
Co-trimoxazole (SXT) Nitrofurantoine (NF)
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e Controdle de pureté des souches :

Nous réalisons le réisolement d’une partie de la suspension de I’identification sur un milieu
Uriselect 4. Aprés incubation de ce milieu a 37°C entre 18 a 24 heures, les colonies
bactériennes pures qui y poussent permettent d’apprécier la qualité de 1’identification par le
Vitek 2 Compact. Une excellente identification suppose qu’on ne retrouve que seulement ce

type de colonie bactériennes sur le milieu.
e Détection des phénotypes de résistance :

L’automate Vitek 2 compact permet aussi d’interpréter les phénotypes de résistances acquise
et naturelle (ex: les béta-lactamase a spectre élargie des entérobactéries (BLSE), les
pénicillinase bas niveau (PBN), les phénotypes de résistances aux aminosides, les phénotypes

de résistances aux quinolones, etc.).

e Gestion des déchets

Le Vitek 2 Compact retire la carte du carrousel/incubateur, la présente au lecteur de cartes et
la dépose dans le récipient collecteur de déchets. Le réceptacle collecteur de déchet peut
contenir jusqu’a 60 cartes, son niveau est contrdlé réguliérement enfin de le vider en cas de

remplissage.

- Ouvrir le capot du récipient collecteur de déchets, les cartes usagées sont stockées a I’intérieur
du réceptacle ;

- Retirer le réceptacle collecteur de déchet et jeter les cartes usagées dans la poubelle de déchets
contaminés ;

- Remettre et fermer le capot du récipient collecteur de déchets.
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4.6.2 Examen bactériologique des prélevements de sang (hémoculture) :
Mise en culture du sang pour mettre en évidence 1’agent microbien responsable de bactériémie.

Cet examen est essentiel en pathologie infectieuse. Il doit étre conduit avec la plus grande
rigueur, depuis le prélévement jusqu’a Dlinterprétation des résultats du diagnostic au

laboratoire.

4.6.2.1 Prélevement :

4.6.2.1.1 Moment du prélevement :
- Le prélevement était fait le plus tét possible dans I'évolution de la maladie ;

- Avant toute antibiothérapie, ou apres une fenétre thérapeutique de 48a 78 h ;

- A tout moment lorsque la fiévre était continue et au moment des frissons ou des pics

thermiques lorsque la fievre était discontinue.

4.6.2.1.2 Mode de prélevement :
- L’opercule du/des flacons d’hémoculture et la peau du malade au niveau du site de

prélevement étaient au préalable désinfectés, ainsi que les mains du préleveur ;

- Pour chaque désinfection, nous avons fait 02 applications d'antiseptique (Ethanol & 70°)

séparées de 2 a 3 minutes ;
- Les gants étaient portés, on ne palpait plus les veines du patient apres cette étape ;
- On ensemencait toujours le(s) flacon(s) aérobie(s) avant le(s) flacon(s) anaérobie(s) ;

- On Prélevait le sang par ponction veineuse, a 1’aide du dispositif approprié disponible : le

sang était recueilli a travers 1’opercule, directement dans le(s) flacons d’hémoculture ;

- On désinfectait I’opercule aprés 1'inoculation, puis recouvrait éventuellement le bouchon par

sa capsule d'habillage.

4.6.2.1.3 Volume de sang preélevé :
-Chez I’adulte : une quantité suffisante (de 8-10 ml de sang par flacon d’hémoculture) était

prélevée pendant les épisodes de bactériémies ;

-Chez I’enfant (nouveau-né, prématuré) : 1-3 ml de sang était prélevé (variait aussi en fonction

du poids) ;
-Les prélévements multiples augmentaient les chances d'obtenir des cultures positives ;

46
EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE Salmonella spp. ISOLEES DES SELLES ET DU SANG
CHEZ LES PATIENTS ABAMAKO. | THESE DE PHARMACIE, M. NEHEMIE SAWADOGO, 2022-2023



Immédiatement apres le prélevement, les flacons ont porté le nom, prénom du patient, son
service d'origine, la date et I'heure du prélevement. Ils ont été acheminés rapidement au

laboratoire accompagné d'un bulletin d'analyse correctement rempli.

Au laboratoire, les flacons ont été numérotés et enregistrés; leurs volumes et dates

d’expirations ont été contrélés avant qu’ils ne soient mis en incubation.

4.6.2.2 Incubation des flacons d’hémocultures dans le BACT/ALERT® VIRTUO® :
Détection automatique de la croissance bactérienne.
Les micro-organismes présents dans le milieu produisent du CO: lors de leur phase de

croissance. Le CO> produit induit une diminution du pH du milieu. Ce changement de pH induit
le virage colorimétrique d’un sensor composé de silicone imprégné de détecteurs d’émulsion
liquide (LES), déposé au fond de chaque flacon. Un faisceau lumineux est alors envoyé sur le
sensor. Une Photodiode collecte I’intensité de lumiere réfléchie par le sensor sous la forme
d’unité de réflectance. Les unités de réflectance sont analysees dans le temps, ¢’est pourquoi
les flacons sont lus toutes les 10 minutes. Trois (3) algorithmes optimisés, parmi lesquels un

algorithme « seuil » unique, assurent une déetection rapide des micro-organismes.

Lorsqu’un flacon était positif, il était éjecté du BACT/ALERT® VIRTUO®, on réalisait un
frottis sanguin sur une lame pour 1’observation microscopique aprés coloration de GRAM

avant la culture sur les milieux approprieés.

4.6.2.3 Examen microscopique apres coloration de GRAM
Vu plus haut dans le chapitre : Analyse bactériologique des selles.

4.6.24 Culture
Nous avons choisi les milieux suivants : Uriselect 4, Drigalski, et un volume suffisant de sang

était ensemencé. Ces milieux ont été immédiatement incubés a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24

heures.

4.6.2.5 Test d’oxydase
Vu plus haut dans le chapitre : Analyse bactériologique des selles.

4.6.2.6 ldentification et Test de sensibilité aux antibiotiques des germes isolés :
Vus plus haut dans le chapitre : Analyse bactériologique des selles.
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4.7  Contrdle de qualité interne et conservation des souches de salmonelles isolées :
v Controle de qualité interne :

Pour la validité de nos résultats d’identification et de test de sensibilité aux antibiotiques, nous
avons utilisé une souche ATCC 700323 Enterobacter hormaechei (référence : 0755L) comme
souche de référence.

v" Conservation des souches de salmonelles isolées :

A T’aide du bouillon Cceur-Cervelle glycériné (BCC-glycériné), nous avons conservé au

réfrigérateur toutes nos souches isolées.

4.8  Saisies et analyses des données :

Apres extraction sur SYSLAM (codatec informatique, France), les données ont été saisies sur

Microsoft Excel version 16, et analysées avec le logiciel SPSS version 25.

4.9 Interprétation :
» Germe(s) identifié(s) :

- Lorsque le Vitek propose un seul germe, les niveaux de fiabilité peut étre acceptable,
bon, trés bon ou excellent avec une probabilité¢ d’indentification pouvant se situer
entre 85% et 99%

- Lorsque 2 ou 3 germes similaires sont proposés, I’automate exécute des tests
complémentaires pour aboutir a une identification correcte et alors on parle de faible
discrimination par rapport au niveau de fiabilité ;

» Germe(s) non identifié(s) :

- Il arrive que I’automate n’identifie pas de(s) germe(s) ou identifie un germe atypique
qui ne correspond a aucune espece de la base de données, dans ce cas nous interprétons
comme : absence d’identification. Cependant, nous vérifions I’aspect des colonies
bactériennes sur les boites de puretés et aussi I’aspect des bactéries au GRAM avant de
lancer une deuxiéme tentative.

» Antibiogramme :

- Les CMI sont déterminees en comparant la croissance des isolats du patient a la
croissance des isolats de référence dont on connait les CMI. Ce qui revient & disposer
d’une courbe standard enregistrée dans Vitek 2 Compact capable de corréler les CMI

de référence a I’activité des organismes dans les puits contenant des antibiotiques.
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Le Vitek 2 Compact compare les CMI des isolats aux CMI de référence pour interpréter

si ces isolats sont sensibles ou résistants a ces antibiotiques ;

- Le Vitek 2 Compact identifie les différents phénotypes de résistance en tenant compte

de la résistance des isolats a certains antibiotiques bien déterminés.

410 Variables étudiées :

- Le type de prélévement,

- La provenance des prélévements,

- L’espece de bactérie,

- Le profil de résistance aux antibiotiques testés,

- La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des antibiotiques.

4.11 Considérations éthiques :

- Le protocole n’a pas été soumis a un comité d’Ethique. L’autorisation des responsables du
laboratoire a été obtenue pour 1’utilisation des échantillons de routine,

- L’anonymat et la confidentialit¢ des patients ont été respectés conformément aux regles

d’éthique médicale et a la 1égislation sur la recherche biomédicale et scientifique.
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5. RESULTATS
5.1 Résultats globaux :

Au cours de la période de 1’étude, nous avons collecté au total 976 prélevements dont 635

prélevements de selles et 341 prélévements de sang.

Tableau V : répartition des prélévements selon la provenance

Provenance Fréquence (n) Pourcentage (%)
Hospitaliere 368 37,7
Externe 608 62,3

Total 976 100

Sur les 976 prélévements, les préléevements d’origine externe étaient les plus représentés avec
une fréquence de 62,3%. Les prélévements d’origine hospitaliere étaient de 37,7% (ces
prélevements provenaient majoritairement de la Polyclinique Guindo, la Clinique Pasteur, le

Centre medico-social et 1’Hopital de Point G).

5.2  Résultats descriptifs des souches de Salmonella isolées :

Sur les 976 prelévements, nous avons isolé 25 souches de salmonella durant notre étude, soit

une fréquence de 2,56%.

Tableau VI : prévalence des souches de Salmonella selon le type de prélévement.

Type de Prélevement Nombre de Salmonella spp (n) Pourcentage

prélevement (N) d'isolement (%)
Selles 635 24 3,78
Sang 341 1 0,29
Total 976 25 2,56

Les souches de Salmonella isolées dans les selles étaient les plus représentées avec un taux de
3,78 %.
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Tableau VII : prévalence des souches de Salmonella selon la provenance.

Provenance Salmonella spp (N) d-iso|sr?:érnctegt§%
Externe 16 64
Hospitaliére 9 36
Total 25 100

Ce tableau nous montre que les souches provenant du milieu externe étaient les plus

représentées (64%0).

Tableau VIII : prévalence des souches de Salmonella isolées sur les 976 prélévements selon

les mois.

Mois Nombre de demande Nombre de Pourcentage

d’analyse (N) Salmonella isolée (n) d’isolement (%)
Juillet 2021 76 6 7,89
Aolt 2021 108 3 2,78
Septembre 2021 78 1 1,28
Octobre 2021 88 0 0,00
Novembre 2021 78 1 1,28
Décembre 2021 83 2 2,41
Janvier 2022 96 0 0,00
Février 2022 85 1 1,18
Mars 2022 74 2 2,70
Auvril 2022 95 0 0,00
Mai 2022 85 4 4,70
Juin 2022 70 5 7,14

Sur les 976 prélevements, les mois de Juillet 2021, Juin 2022 suivi du mois de Mai 2022 ont

été les mois pendant lesquels nous avons isolé plus de souches de Salmonella.

52

EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE Salmonella spp. ISOLEES DES SELLES ET DU SANG

CHEZ LES PATIENTS ABAMAKO. | THESE DE PHARMACIE, M. NEHEMIE SAWADOGO, 2022-2023



Tableau IX : prévalence des souches de Salmonella isolées dans les selles selon les mois de

I’étude.

Moi Nombre de demande Nombre de Pourcentage

d’analyse de selles (N)  Salmonella isolée (n) d’isolement (%)
Juillet 2021 52 6 11,54
Aolit 2021 78 3 3,85
Septembre 2021 53 1 1,89
Octobre 2021 61 0 0,00
Novembre 2021 48 1 2,08
Décembre 2021 49 2 4,08
Janvier 2022 57 0 0,00
Février 2022 72 1 1,39
Mars 2022 43 2 4,65
Avril 2022 30 0 0,00
Mai 2022 50 3 6,00
Juin 2022 42 5 11,90

Dans les prélevements de selles, les mois de Juin 2022, Juillet 2021 suivi du mois de Mai

2022 ont été les mois pendant lesquels nous avons isolé plus de souches de Salmonella.
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Tableau X : prévalence des souches de Salmonella isolées dans les hémocultures selon les
mois de I’étude.

Moi Nombre de demande Nombre de Pourcentage
d’analyse d’hémocultures (N) Salmonella isolée (n) d’isolement (%)

Juillet 2021 24 0 0,00
Aodt 2021 30 0 0,00
Septembre 2021 25 0 0,00
Octobre 2021 21 0 0,00
Novembre 2021 30 0 0,00
Décembre 2021 34 0 0,00
Janvier 2022 39 0 0,00
Février 2022 13 0 0,00
Mars 2022 31 0 0,00
Avril 2022 25 0 0,00
Mai 2022 35 1 2,86
Juin 2022 238 0 0,00

Dans les prélévements d’hémocultures, une seule souche de Salmonella a été isolée pendant

toute la période de 1’étude en mois de Mai 2022, soit une fréquence de 2,86%.
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5.3  Profil de résistance aux antibiotiques testés des souches de Salmonella isolées.

Tableau XI : profil de résistance des souches de Salmonella isolées a la famille des
Béta-lactamines :

Antibiotiques / (N= 25) Résistance n (%)
Ampicilline 2 (8,00)
Amoxicilline/Acide clavulanique 1 (4,00)
Ticarcilline 2 (8,00)
Pipéracilline/Tazobactam 1 (4,00)
Céfotaxime 1 (4,00)
Ceftazidime 1 (4,00)
N : nombre de souches totale n : nombre de souches sensibles ou résistantes

Les taux de résistances les plus élevés ont été observés a I’Ampicilline et a la Ticarcilline avec

un taux de 8%o.

Tableau XII : profil de résistances des souches de Salmonella isolées a la famille des
Aminosides :

Antibiotiques / (N= 25) Résistance n (%)
Amikacine 3 (12,00)
Gentamicine 4 (16,00)
Tobramycine 4 (16,00)

N : nombre de souches totale n : nombre de souches sensibles ou résistantes

Les antibiotiques de la famille des Aminosides testés ont tous présenté des taux de résistances.
Les taux de resistance les plus éleves étaient observés a la Gentamicine et a la Tobramycine

avec un taux de 16%o.
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Tableau X111 : profil de résistances des souches de Salmonella isolées a la famille des
Quinolones.

Antibiotiques / (N= 25) Résistance n (%)
Acide nalidixique 4 (16,00)
Ciprofloxacine 5 (20,00)
Lévofloxacine 3(12,00)
Ofloxacine 4 (16,00)
Péfloxacine 2 (8,00)

N : nombre de souches totale n : nombre de souches sensibles ou résistantes

Les antibiotiques de la famille des Quinolones testés ont tous présente des taux de résistances.

Le taux de résistance le plus élevé était a la ciprofloxacine (20%0).

Tableau X1V : profil de résistances aux autres familles d’antibiotiques.

Antibiotiques / (N= 25) Résistance n (%)
Nitrofurantoine 1 (4,00)
Co-trimoxazole 3(12,00)

N : nombre de souches totale n : nombre de souches sensibles ou résistantes

Le taux de résistance était de 12% a la Co-trimoxazole et de 4% a la Nitrofurantoine.

e Dans notre étude, nous avons retrouvé 36% (9/25) de souches de Salmonella

résistantes a au moins un antibiotique.
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5.4

Tableau XV : phénotypes de résistances des souches isolées et leurs mécanismes.

Phénotypes de résistances aux bétalactamines, aminosides et quinolones testés

Nitrofurantoine
probable

Familles Phénotypes Résistants Mécanisme de | Nombre de
d’antibiotiques résistance souches/ 25
(%)
Production de
B-lactamase a
spectre élargie 1/25 (4)
Bétalactamines | AMPR-AMCR-TICR-CTXR-CAZR-PTZR | (BLSE)
Production de
Pénicillinase
AMCR-TICR base niveau 1/25 (4)
(PBN)
Aminosides Production
GMR d’enzyme AAC 4/25 (16)
(3) -l
CIPR-LVXR-OFLR Mutation 1//25 (4)
chromosomique
Quinolones NAR-CIPR-LVXR-OFLR-PFLR Mutation 1/25 (4)
chromosomique
NAR-CIPR-OFLR-LVXR Mutation 1/25 (4)
chromosomique
Mutation
Quinolones + chromosomique
Nitrofurantoine NAR-CIPR-LVXR-OFLR-NFR + Résistance ala | 1/25 (4)

Nous avons retrouvé 2 différents genres de phénotypes de résistance dans la famille des

bétalactamines, 4 méme phénotypes de résistance dans la famille des aminosides, 3 différents

genres de phenotypes de résistance dans la famille des quinolones et 1 phénotype de résistance

aux quinolones combiné a la résistance a la nitrofurantoine.
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55  Souches multi résistantes :
Parmi les 25 souches isolées, nous avons obtenu 4 souches multi-résistantes avec les profils
suivants.

Tableau XVI : prévalences des souches multi-résistantes isolées.

Nombre de souches Nombre Antibiotiques
multi-résistantes d’antibiotiques
1 (BLSE) 13 AMPR-AMCR-TICR-PTZR-CTXR-CAZR-AKNR-

GMR-TMNR-CIPR-LVXR-OFLR-SXTR

1 8 AMPR-TICR-NAR-CIPR-LVXR-OFLR-PFLR-SXTR
1 5 NAR-CIPR-LVXR-OFLR-PFLR
1 5 NAR-CIPR-LVXR-OFLR-NF?

Tableau XVII : prévalences des souches multi-résistantes isolées.

Multi-Résistance (sur 25 souches) Nombre de souches (Pourcentage %)

Prélevement

Sang 1(4,00)

Selles 3(12,00)
Provenance

Hospitaliere 1 (4,00)

Communautaire 3(12,00)
Totale 4 (16,00)

Nous avons retrouvé 4 souches multi-résistantes sur les 25 souches isolées, soit une fréquence
de 16%. Selon le type de prélevement, elles étaient predominantes dans les selles et selon la

provenance elles étaient prédominantes en milieu communautaire.
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6. DISCUSSION

Cette étude prospective a porté sur des souches de Salmonellaisolées des selles et du sang chez
les patients a Bamako. Elle s’est déroulée de juillet 2021 a juin 2022 ; au cours de cette période
nous avons collecté 976 prélevements a ’unité de microbiologie du Laboratoire Rodolphe
Mérieux.

Les échantillons de selles et d’hémocultures ont été analysés par des méthodes rigoureuses.
Nous avons utilisé le systeme Vitek 2 Compact pour I’identification et test de sensibilité aux

antibiotiques des souches isolées.

6.1  Résultats globaux

Au cours de la période de I’étude, nous avons collecté au total 976 prélevements. Les
prélevements d’origine externe prédominaient avec une fréquence de 62,3%. Les prélévements
d’origine hospitaliere étaient de 37,7% (ces prélevements provenaient majoritairement de la

Polyclinique Guindo, la Clinique Pasteur, le Centre médico-social et 1’Hopital de Point G).

6.2  Résultats descriptifs

Sur les 976 prélévements collectés, il y avait 635 prelevements de selles et 341 préléevements
de sang pour hémoculture. Nous avons isolé au totale 25 souches de Salmonella, ce qui fait une
fréquence d’isolement de 2,56%. Ce résultat est inférieur a celui de Hawa [8] en 2020 au
Laboratoire Rodolphe Mérieux de Bamako, qui a retrouvé une prévalence de 3,98%. Cette
diminution de la fréquence d’isolement pourrait s’expliquer par le fait que le nombre total de
prélévements dans notre étude €tait supérieur au nombre de prélévements humains dans I’étude
de Hawa qui a travaillé sur 3 secteurs (humain, animal et environnemental) mais qui a aussi
isolé le méme nombre de souches dans le secteur humain que dans notre étude. Il est aussi
inférieur a celui de Attal et al. [74] en 2017 en Algérie qui ont retrouvé une prévalence de 3%
dans leurs études et a celui de Iftene et al. [75] en 2018 qui ont trouvé une prévalence de 5%
en Algerie.

Dans les hémocultures, la prévalence des souches de Salmonella était de 0,29%, ce résultat est
inférieur a celui de Hawa 0,53% [8], et aussi inférieur a celui de Traoré [76] en 2013 au Mali
qui a retrouve une prévalence de 1,49%. Par contre, dans les selles la prévalence était de
3,78%, ce qui est supérieur a celui de Mikhail et al. [77] en Djibouti qui ont retrouvé 2,9% et
de Urio et al. [78] au Botswana en 2001 qui ont retrouvé 3%, mais inférieur a celui de Hawa
[8] en 2020 qui a rapporté 9,05% et aussi a celui de Samuel [79] en 2020 en Ethiopie, qui a

rapporté 5,21%. Ces resultats pourraient probablement signifier qu’il a une diminution de la
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prévalence des souches de Salmonella dans les préléevements de selles et de sang chez les
patients a Bamako. Ces résultats montrent également que la coproculture est plus sensible que
I’hémoculture a 1’isolement des Salmonella.

Les mois de juillet 2021 et juin 2022 suivi du mois de mai 2022 ont été les mois pendant
lesquels nous avons isolé plus de souches de Salmonella avec respectivement des taux de
7,89%, 7,14% et 4, 70%. Dans une étude menée par Hounsounou et al. [80] en 2018, sur la
contamination des eaux de puits par les salmonelles et les Vibrions non-O1/non-0139 dans Les
Quartiers précaires du sixieme arrondissement De Cotonou (Sud-Bénin), les résultats
d’analyse ont indiqué la présence des salmonelles : 73,33 % (grande saison pluvieuse) ; 56,67
% (grande saison séche) ; 43,33 % (petite saison pluvieuse) et 40 % (petite saison séche) des
¢chantillons d’eau de puits ; I’augmentation des nombres d’isolement pendant les mois de
juillet et juin s’expliquerait par I’avénement des saisons de pluies qui drainent des eaux sales
et des pullulations des mouches et d’autres insectes qui contaminent les aliments.

La majorité de nos souches ont été isolées en milieu externe (64%) ce qui confirme la nature
des sources de contamination de ce genre par une défaillance d’hygiene environnementale et

alimentaire.

6.3  Profil de résistance aux antibiotiques testés des souches de Salmonella isolées

Bétalactamines
Dans notre étude, les taux de résistances les plus élevés ont été observés a I’ Ampicilline et a la

Ticarcilline avec un taux de 8%o. Contraire a notre étude, Hawa [8] en 2020 a retrouvé un taux
moins élevé de 4% a I’ Amoxicilline et a la I’Amoxicilline/Acide clavulanique dans son étude
menée également au LRM a Bamako. René et al. [81] en 2020 au Burkina Faso ont retrouvé
100% et 89% de résistance respectivement a l'amoxicilline et a l'amoxicilline-acide
clavulanique. Aussi, la résistance au céfixime et au céfépime, a la ceftriaxone et au céfotaxime
était de 67% et 56%0, respectivement dans leur étude. Ces résultats montrent une augmentation
passable de la résistance des Salmonella a cette famille d’antibiotique & Bamako et que cette
résistance est réellement alarmante au Burkina Faso.

Aminosides

Les antibiotiques de la famille des Aminosides testés ont tous exprimés des taux de résistances,
les taux les plus élevés étaient observés a la Gentamicine et a la Tobramycine (16%). Dans
I’étude de Hawa [8] aucune molécule de cette famille testée ne présentait des taux de
résistances. Ces résultats nous informent donc qu’il existe une émergence de la résistance des

Salmonella aux aminosides a Bamako. Nos résultats sont inférieurs a ceux rapportés par
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Kashosi et al. [82] en RDC Congo en 2018 qui ont trouvé 32% de résistance a la gentamicine
et 21,7% de résistance a 1’amikacine dans leur étude. La résistance des Salmonella aux
molécules de cette famille est donc assez préoccupante.

Quinolones

Les antibiotiques de la famille des Quinolones testés ont tous présenté des taux de résistances.
Le taux de résistance le plus élevé était de 20% a la ciprofloxacine. Dans 1’étude de Hawa [8],
seule la ciprofloxacine a presenté une résistance de 4%. Ce qui montre une augmentation de la
résistance des Salmonella a la Ciprofloxacine. Cette augmentation de la résistance a la
Ciprofloxacine pourrait s’expliquer par le fait que cette molécule a été depuis longtemps
utilisée dans le traitement des salmonelloses. Ces résultats sont inférieurs a ceux de René et
al. [81], qui ont montré que les isolats de Salmonella présentaient 22 % de résistance a lI'acide
nalidixique et 11 % a la ciprofloxacine. Une souche de Salmonella présentait un phénotype de
résistance croisée aux quinolones. Ces résultats montrent les preuves d’une résistance
croissante et fréquente des souches de Salmonella a plusieurs molécules de cette famille
d’antibiotique en méme temps et de la nature chromosomique probable de cette résistance.
Sulfonamides

Dans notre étude, le taux de résistance a la Co-trimoxazole était de 12%. Contrairement & nous,
Hawa en 2020 [8] n’a pas retrouvé de souche résistante a la Co-trimoxazole. Ihbibane et al.
[83] au Maroc en 2016 ont rapporté des taux de résistance allant de 0% a 47,8% a la Co-
trimoxazole. La résistance des Salmonella aux sulfonamides est fréquemment rencontrée et

continue d’accroitre au fur et a mesure que ces molécules sont fortement utilisées.

6.4  Phénotypes de résistances aux antibiotiques testés
- Dans la famille des Bétalactamines : Nous avons retrouvé 4% de PBN et 4% de BLSE, ce
qui est inférieur a celui rapporté par Diop et al. [84] en 2016 au Sénégal qui ont retrouvé
88,23% de souches productrices de BLSE chez 17 patients dans une unité de néonatologie
avec une souche BLSE de phénotype : AMXR-TICR-CFR-FOXR-CFXR-CTXR-CAZR-IMPR-
ATMR-NAR-NORR-CIPR-TMR-GMR-TER-SXTR,
- Dans la famille des Aminosides : Nous avons retrouvé 16% de GMR.
- Dans la famille des Quinolones : Nous avons retrouvé 4% de CIPR-LVXR-OFLR, 4% de
NAR-CIPR-LVXR-OFLR-PFLR et 4% de NAR-CIPR-OFLR-LVXR. Par contre, Diop et al. ont
rapporté le phénotype NAR-NORR-CIPR avec un taux de 5,88% [86].
- Dans la famille des Quinolones + autre antibiotique : Nous avons retrouvé 4% de NAR-
CIPR-LVXR-OFLR-NFR.
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% LES SOUCHES MULTI-RESISTANTES

Parmi nos 25 souches isolées, 36% (9/25) étaient résistantes a au moins un antibiotique, 16%
(4/25) etaient des souches multirésistantes. Contrairement a nous, Hawa en 2020 [8] n’a pas
retrouvé de souches multirésistantes ; cela nous montre une augmentation nette des souches
multirésistantes de Salmonella a Bamako au cours de ces derniéres années. La fréquence des
especes de Salmonella multirésistantes (MDR) et ultrarésistantes (XDR) était respectivement
de 2,2% ; 28,6%0 et 51,0% dans une étude menée au Pakistan par Nizamuddin et al. [85] en
2027, 2018 et 2019. La multirésistance des souches de Salmonella est fréquente dans plusieurs
zones géographiques a travers le monde.

Dans notre étude, ces souches multirésistantes étaient plus retrouvées dans les selles que dans

les hémocultures et provenaient plus du milieu communautaire que du milieu hospitalier.
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6.5  Limites de I’étude :

Notre étude a présenté quelques limites, tels que des échantillons recus souvent non conformes.
Notamment, des préléevements de sang pour hémoculture dont les volumes recommandés
n’étaient pas toujours respectés, des flacons d’hémocultures contaminés qui rendaient les
interprétations difficiles, aussi le nombre de flacons requis n’était pas toujours prélevé.

Des prélevements de selles apportés, dépassant les délais requis pour la technique au
laboratoire, ce qui diminue les chances d’isolement des salmonelles par la multiplication active

d’autres germes.
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7.1 Conclusion

Cette étude a montré que la résistance aux antibiotiques du genre Salmonella est en
accroissement & Bamako. Cet accroissement de la résistance est rencontré dans des familles
d’antibiotiques gue nous utilisons couramment dans le traitement des pathologies provoguées
par les salmonelles. Le caractere communautaire de cette résistance retrouvé dans notre étude,
montre qu’il demeure un probléme majeur de gestion des antibiotiques au sein de la population
et aussi de dissémination de génes de résistances des Salmonella.

Il est donc nécessaire de mener encore plus d’études sur la résistance des Salmonella pour

assurer une surveillance continue et une gestion appropriée des antibiotiques a Bamako.

7.2 Recommandations

% Aux Prescripteurs :

- Rationnaliser la prescription des antibiotiques.

% Au Centre d’infectiologie Charles-Mérieux (CICM-MALI)
- Mener plus d’études sur la résistance aux antibiotiques et la caractérisation des différentes
souches de salmonelles dans le secteur humain et aussi dans le secteur animal et

environnemental au Mali.

¢ Au Ministére de Santé
- Mettre en place un programme efficace de lutte contre la résistance aux antimicrobiens ;
- Mettre en place un centre national de référence des salmonelles et un comité de
I’antibiogramme sur le plan national, sous régional ;
- Réglementer I’usage des antibiotiques en médecine humaine, vétérinaire et environnementale
(agro-alimentaire) ;
- Créer les comités thérapeutiques dans les structures sanitaires qui n’en posseédent pas ;

- Intégrer une stratégie de surveillance génomique du genre Salmonella.

% A la population
- Privilégier les consultations a I’automédication ;

- Adopter les bonnes pratiques d’hygiénes et alimentaires.
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ANNEXES 1 : Fiche technique des coprocultures

1 Négative
2 Positi:

Levures

1 OoFVRp=0
2 Oeflar=0

74
EVALUATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE Salmonella spp. ISOLEES DES SELLES ET DU SANG
CHEZ LES PATIENTS ABAMAKO. | THESE DE PHARMACIE, M. NEHEMIE SAWADOGO, 2022-2023



ANNEXES 2 : Fiche technique des hémocultures
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ANNEXES 3 : Méthode d’analyse bactériologique des prélévements de selles

B

/ Pré-enrichissement\

Microscopie Enrichissement  Culture Hektoen 1
Jour 1 de ’analyse l l

Culture Hektoen 2  Lecture de Hektoen 1
(Réiso sur Uri col Lactose/H2S™)

Jour 2 de ’analyse 4

N

Lecture Hektoen 2
Colonies suspectes

Sur Uriselect 4

Identification et Test de sensibilité aux ATB Test d’oxydase

Jour 3 et autres de ’analyse
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ANNEXES 4 : Méthode d’analyse bactériologique des prélévements de sang

g Yt ™
Flacons positifs

Incubation des flacons : : .
d’hémoculture dans le M'Cr(_)SCOp'e apres
BACT/ALERT VIRTUO coloration de GRAM

o=

Identification et Test Culture
de sensibilité aux ATB
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