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INTRODUCTION



Les salmonelles constituent I’'une des principales causes des maladies transmises par les
aliments dans le monde et représentent un probléme majeur de santé publique avec un codt
considérable pour de nombreux pays. S. Typhi est responsable d'environ 21, 7 millions de cas
d’infections symptomatiques par an avecl7.000 déces dans le monde(Crump et al., 2004).Le
réservoir principal de Salmonella enterica est le tractus intestinal de diverses espéces
animales.

En Afrique subsaharienne, particuliérement en Gambie et au Sénégal, les salmonelles non
typhoidiques sont une cause majeure de maladies invasives chez les nourrissons, les jeunes
enfants et les adultes surtout infectés par le virus de I’immunodéficience acquise (VIH)ou
elles sont associées a une mortalité importante (Dione, 2011).

En Afrique, S. Typhimurium et S. Enteritidis sont les premiéres causes de salmonellose non
typhoidique ddes a des toxi-infections alimentaires. Au Sénégal, par contre c’est le sérovar
Enteritidis qui est le plus incriminé dans ces pathologies (Gassama - Sow, 2007).

Aujourd’hui, I'émergence et la propagation de souches de salmonelles multirésistantes sont
devenues une préoccupation des autorités sanitaires et la communauteé scientifique.

En Afrique, si beaucoup d’études ont porté sur des salmonelles liées a la salmonellose
(malade, aliments souillés), peu de travaux ont été réalisés sur des porteurs sains. Ce portage
constitue des menaces par la gravité des conséquences humaines, économiques liées a la
salmonellose. De plus, ce portage asymptomatique peut favoriser une dissémination
intermittente des salmonelles a I’origine d’une contamination inter-humaine, qui peut étre
importante surtout chez I’enfant(Gopinath, 2012).

Au Sénégal, la fréquence du portage sain chez I’homme est moins bien connue bien qu’il
constitue un facteur favorisant la dissémination de ces bactéries dans la collectivité.

En effet, les salmonelles transportent avec elles des éléments génétiques de virulence et des
déterminants de la résistance qui peuvent compromettre I’efficacité de la prise en charge des
malades.

C’est dans cette optique qu’une étude multicentrique CISAS/EPSA (Etude de porteurs sains
de salmonelles en Afrique) portant sur la surveillance communautaire et hospitaliére a été
mise en place au Sénégal et dans certains pays d’Afrique sub-saharienne dont les objectifs
étaient le contrdle et la prévention de la maladie.

C’est dans ce cadre que nous avons mené cette étude dont 1’objectif général était d’étudier les
salmonelles isolées de porteurs sains au niveau de certains sites situés dans la banlieue de
Dakar.




Les objectifs spécifiques de notre travail étaient de :
- Déterminer le taux de portage de salmonelles de la population étudiée
- Caractériser au plan phénotypique et génotypique les souches de salmonelles isolées

de porteurs sains.
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PREMIERE PARTIE :
REVUE DE LALITTERATURE



l. Les salmonelles

I.1. Historique
L’intérét porté aux salmonelles n’est pas récent. Dés 1875, Koch et Pasteur se sont intéressés

a ces germes en mettant en place les bases de la bactériologie (Le Minor et al., 1989).

En 1880, Eberth observa le bacille de la typhoide sur des coupes de rate et de ganglion
lymphatique, mais ¢’est Gaftky qui parvint & la culture en 1884.

Le bacille d’Eberth (ou Salmonella Typhi) fut décrit par SCHROETER en 1886 comme agent
de la fievre typhoide chez ’homme.

Depuis, de nombreuses bactéries biochimiquement comparables au bacille d’Eberth, mais
associées a des diarrhées fébriles ont été inventoriées.

En 1896, Widal ayant eu 1’'idée d’agglutiner des souches de bacille typhique avec le sérum de
malades atteints de typhoide, découvrit alors la diversité antigénique de ces bacilles.

L’étude séparée des antigénes somatiques (O), flagellaires (H) et de surface (Vi) commenca
avec les travaux de Weil et al. en 1918. L’inventaire de la diversité antigénique de ces
bactéries, maintenant regroupées dans le genre Salmonella, a été I’ceuvre successive de White
en 1926, de Kauffman en 1952 puis de Le Minor en 1987 (Freney et al., 2000)

1.2. Classification - Définition
Les especes bactériennes du genre Salmonella appartiennent a la famille des

Enterobacteriaceae et sont des hotes habituels du tube digestif de ’homme et des animaux.
Le genre Salmonella se compose de deux espéces, S. enterica et S. bongori.
Sur la base de caractéres phénotypiques, 1’espece enterica est elle-méme divisée en 6 sous-
especes (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica). La tres grande majorité
(99,7 %) des souches de Salmonella isolées en pathologie humaine ou d’animaux a sang
chaud appartient a la sous-espece enterica. Au sein de chacune de ses sous-especes, il est
possible de distinguer des sérovars caractérises par leurs antigénes somatiques (antigéne O) et
flagellaires (antigenes H) et capsulaire (Vi).Plus de 2579 sérotypes de Salmonella ont été
identifiés .(Grimont, 2007; Malorny et al., 2011).

I.3.Caractéres bactériologiques
L’identification des salmonelles repose sur la détermination de leurs caracteres

morphologiques, culturaux, biochimiques et antigéniques.
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1.3.1.Caractéres morphologiques
Ce sont des bacilles a Gram négatif sous forme de batonnets, de dimension moyenne (0,8 pm

de large sur 3,5 um de long), généralement mobiles grace a une ciliature péritriche. ; Il existe

deux sérotypes immobiles : Pullorum et Gallinarum.
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Figure 1 : Aspect des salmonelles aprés coloration de Gram

1.3.2. Caracteres culturaux
La plupart des salmonelles ne présentent pas d’exigence pour leur croissance.

Les salmonelles sont des bactéries aéro-anaérobies facultatives. A partir de prélevements
monomicrobiens, 1I’isolement se fait sur des milieux ordinaires(BCP).

Dans le cas de prélévements polymicrobiens (selles), 1'utilisation de milieux sélectifs est
indispensable. Il existe des milieux d'enrichissement tels que le milieu Kauffman au
tétrathionate et le milieu Rappaport au vert de Malachite qui permettent la multiplication des
salmonelles au détriment des autres bactéries présentes.

Les colonies des souches de salmonelles sont généralement lisses de type smooth (S), a bords

réguliers, blanchatres, circulaires, Iégerement bombées, translucides.(Freney et al., 2000)
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Colonies de salmonelle

Figure 2 : Colonie de salmonelles sur milieu Hecktoen

1.3.3.Caracteres biochimiques

Les espéces appartenant au genre Salmonella peuvent étre identifiées a partir de leurs

caracteres biochimiques (cf. Tableau I).

Tableau | : Identification des espéces du genre Salmonella a partir des caractéres

biochimiques (Abulreesh, 2012).

Tests Résultats Tests Résultats
Lactose - Man +
ONPG - Mal -
Uréase - Rham +
Indole - Ara +
VP - LDC +
RM + OoDC +
H2S + ADH -
Cit + TDA, PDA -
Gel - Ornit -
Sacc - KCN -




1.3.4. Caracteres antigéniques
Les salmonelles peuvent posséder trois types d’antigénes, a I’instar des entérobactéries. On

distingue des antigenes somatiques (O), flagellaires (H) et capsulaire (Vi). L’antigéne
capsulaire n’a été identifié que chez trois sérovars : Typhi, Paratyphi C, et Dublin. Les
antigéenes flagellaires ne sont présents que chez les souches de salmonelles mobiles.

Il existe des sérotypes qui ne peuvent synthétiser qu’un seul type de flagelle
(Enteritidis) :I’antigéne H est alors dit monophasique.

Pour la plupart des sérovars, les bactéries possedent deux systéemes génétiques codant pour
des flagellines différentes. Les flagelles existent alors sous deux formes antigéniques
qualifiées de phase 1 et de phase 2 : pour ces souches, les antigenes H sont dites diphasiques.
Les souches de Salmonella sont classées en sérotypes (ou sérovars) sur la base de la diversité
du lipopolysaccharide (LPS=antigeéne somatique O) et des antigénes flagellaires H d’apres la
classification élaborée d’abord parWhite en 1926 puis par Kauffman en 1972 et enfin par Le
Minor en 1978(P. A. D. Grimont, 2007).

l

Antigéne somatique

W1 <«—— Antigene capsulaire

Antigéne flagellaire

Figure 3 : Différents antigénes des salmonelles

1.3.5. Facteurs de virulence
La plupart des sérotypes de salmonelles connues sont pathogénes pour I’homme et/ou

I’animal (Exemple : Typhimurium ou Enteritidis).

Les salmonelles sont des bactéries pathogénes intracellulaires qui, pour provoguer une
maladie doivent passer par les cing étapes de la pathogeénicité a savoir :

1) adhésion aux tissus de 1’hote,

2) envahissement des tissus de 1’hote (habituellement),

3) multiplication dans les tissus de I’hote,

g



4) Echappement aux défenses de I’hote

5) Manifestations d’effets pathologiques.

Ces etapes essentielles de la pathogénicité sont sous la dépendance de facteurs de virulence
codés par des génes organises en blocs sur le chromosome, appelés «ilots de pathogénicité».
Ces facteurs de virulence permettent aux salmonelles de s’adapter aux conditions de
I’environnement et a la réponse de I’hote, et permettent a la bactérie de provoquer la maladie
(Millemann, 1998).

Le mécanisme moléculaire du pouvoir pathogene des salmonelles est complexe. Toutefois,
des investigations sur les mécanismes moléculaires des facteurs de virulence ont montré que
les souches de Salmonella se distinguent des non-pathogénes par la présence de genes de
pathogénicité spécifiques (Rowlands, 2014).

De nombreux iléts de pathogeénicité (SPI : Salmonella Pathogenicity Island) ont été décrits
bien que les fonctions des genes qu’ils contiennent ne sont pas encore complétement élucidées
(cf. Tableau II).

Néanmoins, ces SPI sont nécessaires pour la pénétration des bactéries dans les cellules
épithéliales de l'intestin, la croissance et la survie des bactéries dans 1’héte.

SPI-1 code pour des proteines effectrices impliquées dans l'invasion des cellules épithéliales
de I'n6te et de I'inflammation permettant ainsi I'internalisation de la bactérie. SPI-2 est
essentiel pour coder des protéines qui conférent aux salmonelles la capacité d’induire une
infection systémique. Il intervient également dans la prolifération et la survie dans les cellules
phagocytaires. SPI3 présente une forte affinité avec le systeme de transport du magnésium
MgtCB qui joue un role important dans la survie intracellulaire des salmonelles. SP14 joue un
réle lors de l'interaction initiale avec I'épithélium intestinal et contribue a la persistance a long
terme. SPI-5 est impliqué dans la réalisation de plusieurs processus pathogenes pendant
I’infection (Maskell, 2006).

-



Tableau 11 : Description de génes de virulence chez Salmonella

(Fabrega, 2013; Hensel, 2004; Van Asten, 2005).

116t de Geénes de Fonctions
pathogénicité virulence
SPI-1 invA Invasion des cellules de I'h6te et de I'inflammation.
- code des protéines impliquées dans la survie intracellulaire
SPI 2 spiC et la réplication au sein de phagocytes.
-contribue également a la dissémination systémique des
salmonelles
SPI 3 misL Protéine autotransporteur jouant un role dans :
(adhesine) - Tl’adhésion aux cellules Eucaryotes par interaction
bactéries/cellules en liant la fibronectine
- Survie intra macrophagique
- Joue un role lors de l'interaction initiale avec I'épithélium
SPI 4 orfL intestinal et contribue a la persistance a long terme
- Est nécessaire a la survie intra-macrophage et porte
éventuellement un systeme impliqué dans la sécrétion de
toxine
SPI-5 pipD Impligué dans la réalisation de plusieurs processus

pathogenes lors de l'infection

Les souches de salmonelles disposent d’autres facteurs de virulence qui ne sont pas localisés

dans des SPI mais plutdt portés sur des éléments genetiques transférables dont les plasmides,

transposons et bactériophages. 11 s’agit du plasmide de virulence de Salmonella (Spv)) dont

I’expression de génes (SpvRABCD), potentialise la propagation systémique de I'agent

pathogéne et I’aide a se répliquer dans les sites extra-intestinaux (Zou, 2012). En effet,

I’expression de ces genes pourrait jouer un rdle dans la multiplication intracellulaire des

salmonelles. Le produit du géne spvR est une protéine de régulation positive essentielle pour

I'expression des autres genes Spv(Millemann, 1998).




I1. Epidémiologie des salmonelloses
Les salmonelloses comprennent deux principaux types d'infections :

- Les salmonelloses typhiques (fievres typhoide et paratyphoide)

- les salmonelloses non typhiques
Les salmonelloses typhiques ou paratyphiques sont dues a S.Typhi et S. Paratyphi encore
appelées fievres typhoide et paratyphoide. Ces sérotypes sont strictement adaptés a ’homme.
La contamination peut se faire par voie directe (mains sales) ou indirecte (par I’intermédiaire
d'aliments ou d’eau souillés par des déjections humaines)(Weill, 2008).
La fievre typhoide est une infection systémique, bactérienne, potentiellement sévere.
Dans de nombreux pays en voie de développement, il s’agit d’une infection endémique liée a
la précarité des conditions sanitaires; elle pose alors un véritable probleme de santé publique.
L'incidence dans les pays en voie de développement est de 540 cas/100 000 habitants (versus
0,2 cas/100 000 dans les pays temperés).Cette maladie, qui constitue la forme la plus grave
des salmonelloses, touche chaque année 22 millions de personnes dans le monde et conduit a
217 000 déces(Crump and Mintz, 2010). Les salmonelloses non typhiques ou mineures sont
dues a de nombreux autres serotypes le plus souvent en cause dans les toxi-infections
d'origine alimentaire. Elles entrainent des gastroentérites, des formes invasives eétant
observées chez les malades a risques, en particulier les malades immunodéprimés. Les
réservoirs de virus sont les animaux domestiques ou sauvages.
Comme un grand nombre d’animaux sont porteurs de Salmonella, la contamination humaine
peut se faire par le biais de divers produits alimentaires (viande, et particulierement
volaille, produits carnés, ceufs et produits laitiers). La contamination peut aussi étre
interhumaine et elle est importante chez I’enfant, favorisée par le phénomeéne de portage

asymptomatique (Bergeron, 2010).

I11. Portage de salmonelles chez ’homme

L’état de porteur sain de salmonelle est représenté par un étre humain ou animal hébergeant
des salmonelles et ne présentant aucune manifestation clinique.

Les porteurs représentent dans certaines conditions un risque pour la collectivité et parfois
pour leur propre santé.

Ce phénomene de portage asymptomatique permettant a la bactérie de persister dans les
populations humaines constitue une source de contamination pour I’environnement. Certains
individus infectés peuvent continuer, apres leur guérison, a excréter pendant des dizaines

d’années des salmonelles de maniére intermittente dans leurs selles (Perron et al., 2007).




Cela contribue a entretenir le réservoir des salmonelles qui pourrait ainsi constituer une source
de contamination possible au cours de la préparation et de la conservation de denrée d’origine
humaine, liée a des manipulations par un personnel porteur.

En outre, le portage asymptomatique représente un réel probléeme de santé publique dans la
mesure ou les salmonelles d’origine animale peuvent se retrouver dans les aliments ainsi que
dans les industries agroalimentaires et ainsi étre a ’origine de la contamination de 1’homme
par ingestion ou par contact des produits contamines.

Le premier cas de porteur sain de salmonelles a été note aux Etats-Unis chez une cuisiniére
dénommée Mary Mallon (Figure4), connue sous le nom de Mary Typhoid qui contaminait les
victimes au fil de ses déplacements (Roumagnac, 2006).

Ainsi, dans I’entourage du malade, il ya la nécessité de dépister les porteurs sains afin d’éviter
une dissémination de I’infection, principalement chez les personnes travaillant dans le secteur
agroalimentaire, en collectivités de jeunes enfants, et des personnes agees ainsi que chez le
personnel soignant.
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Figure 4 : Mary Mallon : Premiere personne identifiée porteur sain de salmonelle.

IVV.Symptomatologie

IV.1.Salmonelloses typhiques
Aprés une peériode d'incubation de 1 a 2 semaines, survient une fiévre continue plus ou moins

associée a des signes digestifs : douleurs abdominales, diarrhée ou constipation et un
abattement (tuphos = torpeur).

Chez I’enfant, la fievre typhoide peut se présenter comme une fievre isolée ou associée a une
obnubilation. dissociation du pouls et de la température

Une particularité de ces pathogénes est 1’existence de porteurs sains. En effet, apres guérison

d’une fiévre typhoide chronique, 2 a 5% des individus continuent & héberger des Salmonella



http://fr.wikipedia.org/wiki/Mary_Mallon

Typhi (essentiellement au niveau de la vésicule biliaire) qui sont excrétées épisodiquement
dans les selles et qui peuvent étre a ’origine de cas secondaires (Freney et al., 2000).

IV.2.Gastroentérites a salmonelles non typhiques
Elles sont dues aux autres sérotypes de salmonelles ubiquitaires (Enteritidis,

Typhimurium...... ) présentes chez I’homme et I’animal. Les symptémes de gastroentérite
(diarrhee, fievre, douleurs abdominales, nausées, etc.) apparaissent entre 6 et 24 heures apres
I’ingestion d’aliments contaminés. L’évolution de la maladie est en géneéral favorable en 2 a 3
jours chez le sujet immunocompétent.

Cependant, ces bactéries peuvent entrainer des formes invasives chez les nouveaux nés et les

malades a risque, en particulier les malades immunodéprimés.

V. Antibiorésistance des salmonelles

V.1.Définition de la résistance aux antibiotiques
Un antibiotique est une substance de nature biologique, produite par des microorganismes

(champignons microscopiques et bactéries) ou par synthese (chimique) capable d'inhiber la
multiplication (bactériostatique) ou de tuer des bactéries (bactéricide) (Freney et al., 2000). La
résistance aux agents antimicrobiens est définie comme la capacité d’un micro-organisme a
résister a 1’action inhibitrice d’antibiotiques auxquels il était jusque la sensible (Courvalin et
al., 2006).

V.2. Mécanismes et types de résistance aux antibiotiques
Pour s’échapper a I’action des antibiotiques, les bactéries peuvent étre capables d’utiliser

plusieurs mécanismes de résistance. I1 s’agit de:

- la modification des cibles des antimicrobiens pour empécher leur action,

- D’inactivation de I’antimicrobien par la sécrétion d’enzymes,

- laréduction des concentrations intracellulaires de I’antimicrobien soit par des pompes

a efflux, soit par une diminution de la perméabilité de la membrane(Hur, 2012 ).

La résistance aux antimicrobiens peut €tre le résultat d’une résistance intrinséque ou acquise
par conjugaison, par transformation ou par transduction, et parfois médiée par des éléments
génétiques mobiles (plasmides, intégrons, etc.)(Maskell, 2006).
La resistance est dite naturelle si ce caractere est présent chez toutes les souches d’une espece
ou d’un meme genre et délimite de ce fait le spectre d’activité de 1’antibiotique. Elle peut étre
I’expression d’une propriété innée reflétant I’empéchement d’accéder a la cible ou I’absence

de la cible. Elle est stable et transmise a la descendance. Elle a pour support génétique le




chromosome bactérien et définit le phénotype «sauvage ». Elle peut etre liee aux
caractéristiques physiologiques de 1’espéce ou a la présence constitutive d’un geéne de
structure.

La résistance acquise est généralement obtenue par une mutation au niveau des génes du
chromosome ou par acquisition de génes via un plasmide chez certains isolats de 1’espéce.

Les mécanismes génétiques de la résistance acquise peuvent expliquer le caractére
épidémique que peut parfois revétir la résistance aux antibiotiques.

Cette résistancee n’apparait que chez certaines souches d’une espéce donnée normalement

sensible. Elle peut résulter de I’emploi abusif des antibiotiques.

V1. Méthodes de typage des salmonelles

VI1.1.Le sérotypage des salmonelles selon Kauffman White
Le schéma de Kauffmann-White permet une classification des sérotypes selon leurs formules

antigeniques (Freney et al., 2000).

Ce schéma tient compte de la structure antigénique des Salmonella ; il repose principalement
sur la présence et la mise en évidence de facteurs antigéniques reliés aux antigénes:
somatiques (O) de type polysaccharidique,

flagellaires (H) constitues de polymeres de flagelline, et possédant

le plus souvent deux spécificités antigéniques,

Capsulaire(Vi) éventuellement.

V1.2.Typage moléculaire des salmonelles selon la méthode “Multi-Locus
Sequence Typing” (MLST)
Les méthodes de séquencage reposent sur la détection de variations dans la séquence de

certains genes codant pour les enzymes metaboliques afin de mesurer la distance génétique
multi-locus (MLST, Multilocus sequence typing).

Le MLST est une méthode de séquencage partiel de I’information génétique de souches
bactériennes et de certains eucaryotes unicellulaires, parasites ou champignons.

Il porte sur des portions de genes constitutifs d agents pathogenes dits « genes de ménage »
désignant un géne dont ’expression est indispensable et qui est responsable du métabolisme
de la cellule. La grande discrimination du MLST combinée au procedé relativement lent
d’accumulation de changements dans la séquence des génes métaboliques au cours du temps

rend cette méthode idéale pour des études épidémiologiques globales (Fakhr et al., 2005).




Les génes séquencés ont la particularité d’étre indépendants des génes de virulence et de
résistance aux antibiotiques de 1’agent pathogéne, ainsi que des caractéres phénotypiques
cliniques observables chez I'individu qui en est infecté. Ces derniers caractéres dépendent
d’ailleurs autant de I’individu lui-méme que de I’agent pathogene.

L’intérét de cette méthode standard de séquencage est de permettre 1’établissement
d’importantes bases de données répertoriant chaque séquence, et a laquelle des laboratoires du
monde entier ont ’accés ; mais peuvent également participer en partageant les séquences des
souches qu’ils étudient.

Le séquencage puis la comparaison de ces séquences avec les bases de données, sont un
moyen pour les épidémiologistes d'analyser la répartition de chaque souche pour ensuite

tenter de prévoir leur propagation dans la population(Maiden et al., 1998).




DEUXIEME PARTIE :
TRAVAIL EXPERIMENTAL



I. Objectifs de I’étude

L’objectif général de cette étude était d’étudier les salmonelles isolées de porteurs sains
résidant dans la banlieue de Dakar.

Les objectifs spécifiques étaient de :

-Déterminer le taux de portage de salmonelles de la population étudiée
-Déterminer les caracteres phénotypique et génotypique des salmonelles isolées de porteurs
sains.

Il. Type et cadre d’étude
Cette étude prospective a été réalisée sur la population de Pikine, dans la banlieue de Dakar
entre Janvier 2013 et Avril 2014.

I11. Matériel et Méthodes

I11.1.Matériels

Verrerie, milieux et réactifs utilisés pour la caractérisation phénotypique des
salmonelles:

- Boites de pétri,

- ensemenceur,

- tubes a hémolyse,

- étuve,

- logiciel Apiweb

- geélose XLD,

- geélose Hektoen,

- BCP,

- gelose Ordinaire,

- Hajna Kliger,

- Api20E,

- Mueller-Hinton,

- Mueller- Kauffman,

- Urée- Indole,

- disque d’oxydase,

- disques d’antibiotique.




Matériel utilisé pour la caractérisation génotypique des salmonelles

Tampon réactionnel 10X,

solution de dichlorure de magnésium,
désoxyribo nucléotides triphosphates,
ADN polymérase,

Amorces spécifiques,

Poudre d'agarose,

Tampon TAE,

Bromure d'éthidium,

Bleu de bromophénol,

Marqueurs de masse moléculaire
Vortex,

Machine a glace,

Hotte,

Balance,

Four a micro-ondes,

Thermocycleurs,

Cuve d'électrophorése horizontale,
Genérateur de courant,
Transilluminateur a ultra-violet,

Appareil de visualisation (Doc-Print VX2).




111.2.Méthodes
111.2.1.Choix des sites d’étude

La sélection des sites a été effectuée sur la base de paramétres épidémiologiques et de la
charge escomptée de la fiévre typhoide ; d'une population cible bien définie ; de I'existence de
laboratoire et de sa capacité a mener une surveillance; d'une expérience antérieure dans le
domaine. La surveillance a eu lieu dans la zone de Pikine couverte par le contre de santé de
Dominique ou se tenait une étude antérieure portant sur la surveillance de la fiévre typhoide.
La population de Pikine est de 360 000 personnes et la zone abrite des quartiers pauvres.

Cing sites ont été choisis : Guinaw Rails Sud(GRS), Guinaw Rails Nord(GRN), Pikine
Nord(PN), Pikine Est (PE), Thiaroye Kaw Djeddha (DTK) (cf. figure 5).

Les ménages ont été sélectionnés au hasard via Google Earth qui a permis d’obtenir une
cartographie de chaque site d’étude (cf. figure 6) avec leurs coordonnées géographiques
précises. Il a été également prévu des ménages en reserve en cas de refus.

Les examens de laboratoire ont éteé réalisés a 1'unité de Bactériologie Expérimentale de

I'Institut Pasteur de Dakar.

Djddan Thinmoye Keo

Pikine Nowd

&

O Pikine sl

Tomme S

Pikine Ouent O

Figure 5 : Localisation des sites d’étude
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Figure 6 : Cartographie Pikine Est

111.2.2. Population d’étude

Il s’agit d’une étude communautaire portant sur les porteurs sains de salmonelles.

Les ménages situés dans les sites d’étude ont fait ’objet d’une visite par des enquéteurs
recrutés pour recueillir des informations sur I'utilisation des structures sanitaires (EUSS) par
les différents participants. L'Enquéte d'Utilisation des Structures de Santé permet d'ajuster le
dénominateur dans les calculs d'incidence de cas d’infections a Salmonella spp. Cette enquéte
étant nécessaire pour déterminer le comportement de résidents ayant recours aux soins dans la
zone d’implantation de I'établissement de santé sentinelle de 1’étude.

Les ménages étaient choisis au hasard dans la zone d'étude du Programme de Surveillance de
la Fievre Typhoide en Afrique : PSFTA (zone couverte par les établissements de soins de
santé qui diagnostiquent et traitent les maladies fébriles). Un code d’identification et des
coordonnées géographiques (latitude et longitude) obtenues a I’aide d’un systéme de
localisation (GPS : Global Positionnement System) sont attribués a chaque ménage inclus
dans I’étude.

Les enquéteurs se rendaient dans les ménages pour avoir le consentement du chef de ménage
afin de permettre aux membres de la famille de participer a 1’étude. Les enquéteurs ont
expliqué clairement dans la langue maternelle I’intérét et les différentes étapes de 1’étude et

répondaient aux différentes questions posées par les participants potentiels au projet.
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Un consentement écrit et traduit en langue nationale faisait aussi partie du protocole pour une
meilleure compréhension du principe de 1’étude par les participants.

A tout moment de I’étude, le participant a le droit de poser des questions ou de décider de ne
plus y participer.

Tous les sujets qui présentaient un résultat positif a I’isolement de la bactérie étudiée faisaient
I’objet d’un suivi. En effet, des suivis journaliers sur une durée d’un mois et mensuels pendant
six (06) mois étaient réalisés pour déterminer la durée de I’excrétion intermittente des

salmonelles.

- Critéres d’inclusion

Etait incluse dans 1’étude, toute personne, sans distinction de sexe ou d’age, asymptomatique
habitant dans la zone d’étude et ayant donné son consentement libre et éclairé (voir fiche de
consentement éclairé en annexe).

Les sujets &gés de 18 ans ou plus signaient la fiche de consentement éclairé

Les sujets de 12-17 ans donnaient leur consentement éclairé accompagné de celui des parents
informés.

Pour les sujets de moins de 12 ans le consentement éclairé était fourni par un parent ou tuteur.

- Criteres de non inclusion
N’était pas incluse dans I’étude, toute personne n’habitant pas dans la zone d’étude ou n’ayant

pas donné son consentement éclaire.

111.2.3.Recueil des prélevements de selles
Deux enquéteurs munis de I’appareil de localisation géographique (GPS) se rendaient dans les

différents ménages sélectionnés pour remettre aux participants consentants des pots a selles en
leur expliquant la procédure de prélévement. Ils y retournaient le lendemain pour les
récupérer. Les échantillons de selles étaient placés dans une glaciére et acheminés a 1’unité de
bactériologie expérimentale de 1’IPD, accompagnés des fiches de recrutement et de

laboratoire (cf. annexes).

111.2.4.Analyse bactériologique des selles
La culture, I’identification, 1’é¢tude de la sensibilité aux antibiotiques et la détection des genes
de virulence des salmonelles ont été effectués a I’Unité de Bactériologie Expérimentale.
Les selles ont été ensemencées sur des milieux gélosés selectifs (XLD : Xylose Lysine
Desoxycholate; Hektoen) et sur bouillon de Mueller Kauffman pour enrichissement qui

favorisait la croissance des salmonelles éventuellement présentes en faible quantité.




L’identification des salmonelles a été réalisée sur la base des caracteres morphologiques,
culturaux, biochimiques et antigéniques des colonies suspectes obtenues aprés mise en culture
des échantillons.

Apres une incubation de 24h en atmosphere aérobie a 37°C, les colonies suspectes (colonies
rose pale a centre noir) ont fait 1’objet de tests a I’uréase suivi d’ensemencement sur mini
galerie () et confirmées a I’aide de galeries APl 20 E (réf. 20190) (Biomérieux) (cf. Figures7
et 8).

Le sérotypage des souches isolées a été réalisé au laboratoire d’analyses de biologie médicale

de I'IPD qui abrite le Centre National Sénégalais des Entérobactéries(CNSE).

Figure 7 : Aspect des salmonelles sur milieu Kliger Hajna

Figure 8 : Identification des salmonelles par Api 20E

11.2.5.Sérotypage des salmonelles isolées
Les sérotypes ont été déterminés par un test d’agglutination sur lame avec des immun sérums

spécifiques dirigés contre les antigenes O, H et Vi des salmonelles (cf. figures 9 et10).
La formule antigénique était déterminée suivant le schéma de Kauffman -White.

- Typage de I’antigene somatique O
Il a été réalisé a partir des colonies isolées sur Mueller Hinton.
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Un test d’agglutination était réalisé avec les antisérums de chaque groupe O : OMA, OMB,
OMC, OMD.

- Typage de I’antigene flagellaire H
Il a été réalisé a partir de la suspension bactérienne a la surface du culot.
Les antisérums de groupe H (HMA, HMB, HMC, HMD, HME) étaient testes.
L’antigéne H peut exister sous deux phases H1 et H2 qui généralement n’apparaissent pas
simultanément.
On procédait ensuite a une inversion de phase qui consistait a bloquer la phase exprimée sur
de la gélose Sven gard afin de révéler I’autre phase : Test de Sven Gard.
Un anticorps dirigé contre la phase a neutraliser est ajouté sur la gélose molle de Sven Gard.
Les antigénes flagellaires de la phase 2 éventuellement présente étaient ensuite recherchés par

agglutination sur lame de verre a I’aide d’antisérums spécifiques.
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Figure 9 : Matériels de sérotypage




Figure 10 : Résultat du test d’agglutination des salmonelles

A : Réaction positive ; B : Réaction négative

111.2.6. Etude de la sensibilité des salmonelles aux antibiotiques
La technique de | antibiogramme par méthode de diffusion en milieu gélosé a été utilisée pour

étudier le profil de sensibilité des salmonelles selon les recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA- SFM, édition 2013).

Seize disques d’antibiotiques ont été testés : l'ampicilline (AMP), la Ticarcilline(TIC), la
cefalotine (CF), la céefoxitine (FOX),la céfotaxime(CTX), le ceftazidime(CAZ),
I’imipéneme(IMP), la gentamicine (GM), I’amikacine(AN), les tétracyclines (TE), l'acide
nalidixique (NA), la ciprofloxacine (CIP), la norfloxacine(NOR), la fluméquine (UB),
I'association triméthoprime-sulfamétoxazole (SXT), le chloramphénicol (C). Une suspension
bactérienne de 0,5 Mc Farland a été réalisée dans une solution saline 0, 85% NaCl a partir des
colonies pures de salmonelles issues d’une culture de 18 a 24 h. Cette suspension a été
ensemenceée sur une gélose Mueller-Hinton par écouvillonnage.

A T’aide d’un distributeur, des disques d’antibiotiques étaient appliqués sur la gélose incubée
a I’étuve 37 °C pendant 24 heures.

Les résultats de I’antibiogramme étaient interprétés suivant les réegles du CA-SFM édition
2013.




111.2.7.Extraction de PADN
L’ADN des salmonelles isolées a été extrait par la méthode chimique (Qiamp DNA Mini Kit

Cat. 51304 Qiagen) a partir des colonies fraiches de 18-24h sur gélose Trypticase Soja (TCS)
selon les étapes suivantes:
Mise en suspension des colonies dans 180ul de Tampon ATL, puis agiter au VVortex.
Ajout de 20 pL de Protéinase K, agiter au Vortex puis incuber a 56°C pendant 1 heure.
Centrifuger brievement (15 secondes).
Ajout de 200 ul de Tampon AL, agiter au Vortex puis incuber a 70°C pendant 10 minutes.
Centrifuger brievement.
Ajout de 200 ul d’éthanol absolu, agiter au Vortex.
Centrifuger brievement.
Dépdt de 600 pl de solution sur la colonne Qiagen et centrifuger & 6000g (8000rpm) pendant
Iminute.
Placer la colonne dans un nouveau tube de 2ml.
Ouvrir doucement la colonne puis ajouter S00 ul de Tampon AW, refermer et centrifuger a
6000g (8000rpm) pendant 1minute.
Placer la colonne dans un nouveau tube 2ml puis jeter I’ancien.
Ouvrir la colonne doucement et ajouter 500 pl de Tampon AW?2.
Refermer et centrifuger a 20000g (14 000rpm) pendant 3 minutes.
Placer la colonne dans un tube eppendorf de 1,5ml et ajouter 200 ul de Buffer AE, incuber a
température ambiante pendant 1minute et centrifuger a 6000g (8000rpm) pendant 1minute.
Jeter la colonne puis conserver le tube eppendorf contenant I’ADN a — 20°C.
La qualit¢é de I’ADN était ensuite veérifiée par migration sur gel d’agarose 1% (135 Volts
pendant 30 mn).

111.2.8. Recherche des génes de virulence
La détection de six génes de virulence a été realisée sur toutes les souches de salmonelles
isolées durant 1’étude par PCR simplex en utilisant des couples d’amorces spécifiques :
invAl/invA2, spiC1/spiC2, orfL1/orfL2, pipD1/pipD2et spvR1/spvR2 (cf. Tableau I1I).
Un mélange réactionnel (mix) a été préparé pour chaque couple d’amorces.
Pour la validation des PCR, des témoins positif (souche de référence présentant le géne a
rechercher) et négatif (Eau pour préparation injectable) ont été utilisés.

Souches témoins : 4/74 ATCC Salmonella Typhimurium et SS44 Salmonella Abortusovis




Tableau 111 : Amorces utilisés pour la recherche des genes de virulence rajouter une colonne
pour les témoins

Amorces | Séquence d’amorce (5°2>3°) Taille Fonction  Température | Souches
attendue d’hybridation | témoins
InvAl TGCCTACAAGCATGAAATGG
450 pb Gene Invasif  58°C 474 ATCC -
InvA2 AAACTGGACCACGGTGACAA Salmonella
Typhimurium
SopB-F CGGACCGGCCAGCAACAAAACAAGAAGAAG
220 pb SPI-1 55°C
SopB-R TAGTGATGCCCGTTATGCGTGAGTGTATT
SpiC-1 CCTGGATAATGACTATSTGAT
301 pb SPI-2 54°C
SpiC-2 AGTTTATGGTGATTGCGTAT
MisL1 GTCGGCGAATGCCGCGAATA
561 pb SPI-3 60°C SS44
MisL2 GCGCTGTTAACGCTAATAGT Salmonella
Abortusovis
OrfL-F GGAGTATCGATAAAGATGTT
332 pb SPI-4 60°C
OrfL-R GCGCGTAACGTCAGAATCAA
PipD-1 CGGCGATTCATGACTTTGAT
399 pb SPI-5 56°C
PipD-2 CGTTATCATTCGGATCGTAA
SpvR-1 CCCCGGGAATTCGCTGCATAAGGTCAGAAGG Plasmide de
SpVR-2 CCCCGGGATCCATGGATTTCTTGATTAATAA | 890 PP virulence 4r°C

A

- Préparation du mix réactionnel

Les amplifications des différents genes de virulence ont été réalisées avec 25 uL. de mélange
(mix) contenant 2,5 uLL d'ADN ; 0,25 uL de Taqg ADN polymérase (5UI) ; 1,5 uL d'amorces

sens et antisens (10 mM) ; 0,5 ul désoxynucléosides triphosphates (10 mM) ; 2,5 pl de tampon

10X ; 2 pl MgClI2 (25 mM) et 22,5 pul d’eau pour préparation injectable.

Le mix est ensuite distribué dans des cupules pour PCR a raison de 22,5 pl auquel 2,5 pul

d’ADN ont été ajoutés. L’amplification des genes était réalisée suivant un programme

déterminé pour chaque géne cherché (cf. Tableau V).




Tableau IV : Programme d’amplification des génes de virulence

Etapes Température (°C) Temps (mn) Cycles
Dénaturation initiale 95 5 1
Dénaturation 95 0,5

Hybridation* 47-60 ( ) 1 35
Elongation 72 1

Elongation finale 72 7 1

Température varie selon le géne a rechercher : elle se calcule en fontion du nombre de paire de bases :
2(A+T) + 4(G+C)

- Migration électrophorétique
Un gel d’agarose a 1% a été utilisé pour la migration électrophorétique des produits PCR.
Le gel a été préparé avec de I’agarose (1g), du tampon TBE 1X, de I’eau distillée, auquel on a
ajouté du bromure d’éthidium (1-2 gouttes).
6-8 ul d’amplicon mélangé avec 2-3 ul de bleu de bromophénol a été dépose par puits pour
chaque souche testée. Un marqueur de poids moléculaire de 200 paires de base a été utilisé
pour la lecture des bandes.
Les conditions de migration elctrophorétiques étaient : 135 V pendant 30 mn.

- Visualisation des produits PCR

Aprés migration, le gel était placé sur une plaque de révélation sous ultra-violet (312

nm) pour visualiser les bandes fluorescentes avec comme référence le marqueur de taille.

111.2.9. Multi -Locus Sequence Typing (MLST) des salmonelles
Il a été décrit pour la premiere fois par Maiden en 1998 et est basé sur le séquencage de génes

de ménage. Différents genes de ménages ont été utilisés par différents auteurs pour le typage
des salmonelles. Dans cette étude, | e typage par MLST a été réalisé sur seize (16)
salmonelles isolées selon le procédé décrit dans des études antérieures (Ikumapayi U.N
Antonio et al., 2007) basées sur le séquencage de sept genes de ménage.

Les sept loci (cf. Tableau V) utilisés pour I’analyse des salmonelles sont les génes de ménage
codant pour:

- I’ Aspartokinase + Homosérine déshydrogénase (thrA)




- la Carboxylase phosphoribosylaminoimidazole (purk)

- I’Alpha cétoglutarate déshydrogénase (SucA)

- I’ Histidinol déshydrogénase (hisD)

- la Synthase chorismate (aroC)

- I’Uroporphyrinogene III cosynthase (hemD)

- la Polymérase Il sous-unité béta de I’ADN (dnaN)
L’amplification des sept génes de ménage a été réalisée par PCR classique dans un mix
réactionnel de 50 ul (cf. Tableau VI).
Les amorces utilisées pour I’amplification des génes de ménage sont répertoriées dans le
tableau V.
Tableau V: Amorces utilisées pour la caractérisation des salmonelles par MLST

Loci Séquence nucléotidique des primers (5°-3%) Tailleenpb  Tm

thrA F : GTCACGGTGATCGATCCGGT 852
R : CACGATATTGATATTAGCCCG

pure Fi : GACACCTCAAAAGCAGCGT' 510
R2 : AGACGGCGATACCCAGCGG

SUCA: F1 : CGCGCTCAAACAGACCTAC 643
R1: GACGTGGAAAATCGGCGCC

55°C
hisD F1 : GAAACGTTCCATTCCGCGC 894
R1: GCGGATTCCGGCGACCAG

aroC F : CCTGGCACCTCGCGCTATAC 826
R: CCACACACGGATCGTGGCG

hemD Fi1 : GAAGCGTTAGTGAGCCGTCTGCG 666
R : ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCA

dnaN F : ATGAAATTTACCGTTGAACGTGA 833
R: AATTTCTCATTCGAGAGGATTGC

Tm : Température d’hybridation  F: Forward R : Reverse




Tableau VI: Composition du mix réactionnel pour MLST des salmonelles

Réactifs Concentration Volume (pl)
Tampon 10x 5

MgCI2 25Mm 2

Eau PPI - 30

dNTP 2mM 2.5

amorces P1 12,5mM 2,5

amorces P2 12,5mM 2.5
Tagpolymérase 50/ul 0,5

ADN - 5

Volume final - 50

Tableau VII1: Programme d’amplification des génes de ménage des salmonelles

Etapes Température (°C) Temps (mn) Cycles
Dénaturation initiale 94 5 1
Dénaturation 94 0,5

Hybridation 55 1 35
Elongation 72 1

Elongation finale 72 7 1

Les produits PCR obtenus ont été migrés sur un gel d’agarose 1% et les bandes obtenues
étaient visualisées sous lampe ultra-violet (312nm).

Le séquencage des produits PCR a été réalisé au centre de Beckman Coulter Genomics
(Royaume uni).

Les produits PCR sont purifiés par le kit QIAquick Gel extraction de Qiagen puis séquencés
en utilisant le protocole BigDye terminator sur ’automate séquenceur ABI PRISM 3100
suivant les recommandations du fabricant (Perkin-Elmer Applied Biosystems, les Ulis,
France).

L’analyse des séquences obtenues a été faite au Centre National de Référence des Salmonelles
(Institut Pasteur Paris). Les séquences étaient soumises a la base de données pour MLST :

(http://mlst.ucc.ie/website) et des numéros d’alléles (existants ou nouveaux) étaient attribués

aux séquences étudiées (la séquence type étant définie par la base de données MLST).



http://mlst.ucc.ie/
http://mlst.ucc.ie/

La figure ci — aprés represente le schéma récapitulatif des différentes étapes de la technique de
MLST des salmonelles.

Maiden et al. Proc Natl Acad Sci U S A 1998.

Multilocus S
Sequence !
PCR amplification of seven housekeeping genes
v
Sequencing on both strands, approx. 500 bp
* Sequence of one qtne {aroC 500 bp) sAllele
20 20 220 0 980
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Alleles: aroC dnaN hemD hisD purE sucA thrA
1 1 1 7 22 39 7
Sequence type (ST) Alleles
g 1 131 722397
Salmonella scheme 2 121722397
Kidgell et al. Infect Genet Evol 2002 3 1.3 722397

Figure 11 : Schéma récapitulatif du MLST

111.2.10. Saisie et analyse des données
La saisie et I’exploitation des données ont été réalisées au niveau(Dione et al., 2011) de

I’Unité d’Epidémiologie de I'Institut Pasteur de Dakar. Le logiciel R et le test de Chi 2

ont été utilisés
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1V. Résultats et Discussion

IV.1.Résultats
IV.1.1.Population d’étude

Au total, Google Earth a permis de sélectionner 46510 structures constituées de ménages, de
point de vente (boutique...) etc. 592 ménages ont été sélectionnés au hasard et inclus dans
I’étude. Avec ’appareil de localisation géographique (GPS), seulement 381 concessions ont
éte visitées et 2268 sujets ont été pré inclus.
Durant la période d’étude, mille huit cent quatre vingt huit (1888) sujets ont accepté de
donner de leurs selles dont la majorité était obtenue au niveau de DTK (669/1888) soit 35%
suivie de PW (381/1888) soit 20 % ; de PE (262/1888) soit 13,9 %; de GRN (257/1888) soit
13,6 % ; de PN (195/1888) soit 10,3 % ; de GRS (124/1888) soit 6,6 %. (Fig.12).
La répartition de la population en fonction du sexe a montré que les sujets de sexe féminin
étaient majoritaires : 1265 femmes contre 718.

mPO
EPN
HPE
mGRN
m GRS
EDTK

Figure 12 : Répartition des échantillons selon les sites
PW : Pikine Ouest ; PN : Pikine Nord ; PE : Pikine Est ; GRN : Guinaw Rail Nord
GRS : Guinaw Rail Sud ; DTK : Djedda Thiaroye Kao

IV.1.2.Portage des salmonelles
Seize (16) souches de salmonelles non typhiques ont été identifiees sur les mille huit cent
quatre vingt huit (1888) échantillons de selles, (16/1888) soit un taux de portage de 0,84% (P-
value =2,2 e %°<0.05 %).
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Onze (11) souches étaient isolées chez les femmes. La répartition des souches de salmonelles
isolées était différente en fonction du site d’étude (cf. Tableau VIII).

Tableau VII11: Répartition des salmonelles en fonction du site d’étude

Sites Nombre de selles collectées Nombre de salmonelles isolées
DTK 669 5
PW 381 4
PE 262 3
PN 195 4
GRN 257 0
GRS 124 0

IV.1.3.Distribution des sérovars
Neuf (9) sérovars étaient identifiés sur les 16 salmonelles isolées dont les plus dominants

étaient représentés par Salmonella Corvalis (n=5); suivis des sérotypes Give(n=2),
Johanesburg (n=2),Chester(n=2),Poona (n=1),Agona(n=1),Branchaster(n=1),Enteridis(n=1),
Istanbul(n=1).Le sérotype Enteritidis, n’a été retrouvé que chez un patient dans le site de
Pikine Quest (PW) alors que le sérovar Corvalis était le seul sérotype isolé a Pikine Nord (cf.
Tableau IX).

@



Tableau IX: Distribution des sérovars dans les différents sites d’étude

Sérotypes Sites d’isolement
Noms Formules antigéniques DTK PE PW
Poona 13,22:2:1,6 - - 1
Agona 4:19,s:- - - 1
Brancaster 4 79 :- - - 1
Enteritidis 9,12:g, m:- - - 1
Give 10:1,v:1,7 - 2
Johanesburg 40:b:en, X 2 - -
Istambul 8:z10:6n, X 1 - -
Chester 4:e,h:en x 1 1 -
Corvalis 8 124293 :- 1 - -

PW : Pikine Ouest ; PE : Pikine Est ; DTK : Djeddah Thiaroye Kao ; PN : Pikine Nord




1V.1.4. Profil de sensibilité aux antimicrobiens

L’¢étude de la sensibilité des salmonelles aux antibiotiques a montré que quatre souches de
salmonelles étaient résistantes a au moins une molécule d’antibiotique, soit 25 % de
I’ensemble. Ainsi, trois profils de résistance ont été observés : TE®; Nal®; Nal®-SXTR-TE® ;

Ces résistances ont concerné différents sérovars. En effet, la résistance a été observée avec la
tétracycline (n=3 soit 19 % : Chester, Branchaster et Istanbul) ; a 1’acide nalidixique
(n=3 (19%) : Chester (2), Istanbul (1)) et a I’association sulfaméthoxazole -triméthoprime
(n=2 (13%) : Chester et Istanbul) (Figure 12).

Deux sérotypes Chester isolés dans des sites différents avaient un profil de résistance différent
vis-a-vis des antibiotiques. Alors que le sérotype Chester isolé a Pikine Est était résistant a
’acide nalidixique, (Nal¥), celui de Djedda Thiaroye Kao présentait une résistance a la fois a

I’acide nalidixique,a la tétracycline et a 1’association sulfaméthoxazole-triméthoprime (Nal®-
SXTR-TER).
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Figure 13 : Phénotypes de résistance des seize sérovars isolés
1VV.1.5.Résultat de la caractérisation moléculaire des salmonelles

IV.1.5.1. Recherche des génes de virulence
Tous les sérotypes isolés dans notre étude hébergeaient la quasi-totalité des genes de virulence

recherchés (p-value = 2,2 e *® < 0,05) (invA, pipD, spiC, orfL misL,spvR et sopB) a

I’exception du gene SpVR retrouvé uniquement chez le sérotype Enteritidis isolé a Pikine Nord
(cf. Figure 14).
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Figure 14: Résultat PCR des genes : InvA, SpiC, SpvR

PM : Poids moléculaire ; T : Témoin = 4/74 ATCC Salmonella Typhimurium

IV.1.5.2. Résultat MLST des salmonelles
Chaque sérotype correspondait a un ST ufnique. Sur les 16 souches réparties en 9 sérotypes,

neuf séquences types (ST) ont été identifiées dont deux nouvelles ST découvertes sur les
sérotypes Chester (n=2) et Brancaster. Les deux sérotypes chester qui avaient un profil de

résistance différent avaient les mémes profils alléliques (cf. Tableau X).
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Tableau X : Résultats MLST desseize (16) sérotypes de salmonelles isolées en portage

Profil des alléles

Sérotypes Aroc dna hemD hisD purE sucA thrA ST
Johanesburg 13 109 49 157 12 13 4 515
Johanesburg 13 109 49 157 12 13 4 515
Corvalis 39 338 93 429 36 343 48 1357
Corvalis 39 338 93 429 36 343 48 1357
Corvalis 39 338 93 429 36 343 48 1357
Corvalis 39 338 93 429 36 343 48 1357
Corvalis 39 338 93 429 36 343 48 1357
Poona 22 104 25 113 12 83 4 308
Give 13 41 16 42 40 71 4 516
Give 84 11 16 42 40 71 4 516
Brancaster - - 10 36 88 108 36  New
Chester 11 10 25 42 337 13 4 New
Chester 11 10 25 42 337 13 4 New
Enteritidis 5 2 3 7 6 6 11 11
Istanbul 2 5 6 7 5 7 12 33
Agona 2 5 6 7 5) 7 12 13

V.2 Discussion

Cette étude est la premiére au Sénégal portant sur la caractérisation des salmonelles isolées de
porteurs asymptomatiques humains. La faisabilité de cette étude a fait appel a I’intervention
de différents acteurs afin d’effectuer le travail de terrain et de laboratoire.

Les situations précaires (inondations, insalubrité) de la plupart des sites ne facilitaient pas
I’accés aux concessions pour les enquéteurs venus pour récupérer les prélévements de selles.
De plus sur le terrain, I’obtention du consentement des participants était difficile malgré les
efforts de sensibilisation. Toutefois, les personnes incluses dans I’étude ont bénéficié d’une
prise en charge médicale gratuite (consultation, ordonnance, analyses).

L’utilisation de 1’outil GPS était nécessaire pour le repérage des ménages inclus dans 1’étude.
Les sites étaient caractérisés par la promiscuité et I’insalubrité favorisée par des inondations

constituant ainsi un milieu favorable au développement des maladies infectieuses.




Cette étude a éte réalisée sur mille huit cent quatre vingt huit (1888) prélevements de selles.
Le taux de portage de salmonelle trouvé dans notre population d’étude était de 0,84 %
(16/1888). Le test de Chi 2 utilisé a montré que la prévalence du portage obtenue était

significative (p-value = 2.2 e®

< 0,05). Ce taux était relativement plus faible que ceux
trouvés dans des études similaires réalisées il y a longtemps dans des pays africains.

Au Sénégal, Baylet et al. (1976), dans le cadre d’une étude réalisée chez des enfants en zone
rurale avaient trouvé un taux de portage de 4,14% alors qu’en Cote d’lvoire, P. Le Noc et al.
(1967) avaient rapporté un taux de 2,6 % chez des enfants d’age scolaire.

Le faible taux observé dans notre population d’étude pourrait s’expliquer par une faible
circulation de la bactérie dans la zone d’étude ou du fait de ’excrétion intermittente de ces
germes, raison pour laquelle des recueils successifs seraient intéressants pour détecter plus de
porteurs.

Ce portage observeé surtout chez les femmes (p-value =0,672) était encore plus inquiétante du
fait qu’elles constituent une source potentielle de dissémination des salmonelles dans leur
entourage a 1’occasion de leurs nombreuses activités (cuisine, couchage nouveau-ne,
allaitement etc.).

L’histoire de Mary Mallon cuisiniére, plus connue sous le nom de Mary Typhoide, porteuse
de salmonelle qui contaminait inconsciemment ses clients, au fil de ses déplacements est une
parfaite illustration du danger que peut représenter le portage dans la dissemination du germe
dans I’environnement (Roumagnac, 2006).

Neuf sérotypes de salmonelles étaient isolées en portage dans la banlieue de Dakar et le
sérotype Corvallis était majoritaire (n=5). La plupart des sérotypes isolés dans notre étude
sont ubiquistes et étaient retrouvés dans des études antérieures notamment dans la filiere
avicole et dans les cas d’intoxications alimentaires (Bada-Alambedji et al., 2006).

Les sérotypes, Chester, Brancaster, Agona, Poona avaient été isolés dans des prélevements de
volaille mais aussi en pathologie humaine au Sénégal (Combari, 2014; Dione et al., 2009).

Le sérotype Enteritidis, pathogéne majeur en santé publique a été isolé chez un seul porteur.
L’étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées n’a montré aucune résistance
aux bétalactamines et aux aminosides. Cependant, quatre (Brancaster, Istanbul, Chester (n=2))
sur 16 souches soit 25% montraient une résistance a la tétracycline, au sulfaméthoxazole-
triméthoprime et aux quinolones.

L’émergence et la diffusion de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques est un phénoméne
complexe, et inquiétant, pouvant entrainer de grandes difficultés de prise en charge pour les

patients, avec des situations d’impasse thérapeutique (Fofana, 2004).




Ceci, d’autant que les antibiotiques inefficaces a savoir les tétracyclines, les sulfamides et
I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole sont les plus utilisés au Sénégal pour traiter les
diarrhées infantiles(Toko, 2010).

La résistance des salmonelles a ces molécules pourrait étre favorisée par leur vente illicite,
leur utilisation incontr6lée augmentant la pression de sélection qui concourt a I’émergence de
bactéries résistantes. Ces bactéries peuvent alors conduire a une infection grave ou contaminer
d’autres patients. Ainsi, la tétracycline largement utilisée dans le monde du fait surtout de son
large spectre d’action, de sa faible toxicit¢ mais aussi de son accessibilité, est largement
incriminée dans les cas de résistance de salmonelles.

Les déterminants génétiques de la résistance portés soit par le chromosome soit par des
éléments mobiles transférables (plasmides, transposons, intégrons), peuvent étre transmis vers
d’autres bactéries de méme ou d’especes différentes et induire ainsi une émergence et une
propagation de la résistance bactérienne(Beceiro et al., 2013). Ainsi, 1’état de portage
caractérise par une excrétion de salmonelles de fagon intermittente pourrait constituer une
réelle menace pour la collectivité quand elles diffusent dans 1’environnement et se
transmettent a d’autres sujets. La résistance observée concernait quatre sérotypes différents
dont Istanbul qui présentait une multirésistance a 1’encontre de I’acide nalidixique, de la
tétracycline et du cotrimoxazole ; la fréquente résistance du sérotype Istanbul a été rapportée
dans une étude antérieure (Dione et al., 2012).

L’émergence de la résistance des salmonelles aux quinolones constitue un réel probleme de
santé publique ; ceci est d’autant plus inquiétant que les résultats issus de notre étude
concernaient des souches isolées chez des patients sans aucune manifestation clinique et
pourrait constituer de ce fait une source de contamination de leur environnement(Roumagnac,
2006).

Le sérotype Chester retrouvé en majorité chez 1’animal, a été isolé dans notre étude dans deux
sites différents et avaient un profil de résistance différent. Ceci pourrait s’expliquer par une
acquisition de genes de résistance.

Cependant, malgré la bonne sensibilité des souches aux bétalactamines, elles hébergeaient la
presque totalité des genes de virulence recherchés (invA, spiC, pipD, misL, orfL) contenus
respectivement dans les SPI-1, SPI-2, SPI-5, SPI-3. Ces génes de virulence situés sur des Tlots
de pathogénicité jouent un réle crucial dans la pathogenése des infections a Salmonella
enterica et proviennent souvent d’un transfert horizontal entre bactéries (Hensel, 2004)

Malgré leur degré important de pathogénicité, ces souches restent en portage.




Par ailleurs, les facteurs ainsi que les mécanismes impliqués dans le portage asymptomatique
sont extrémement mal connus. Neéanmoins, certains facteurs comme la diminution de
I’expression de génes de virulence ou I’expression de facteurs bactériens spécifiques au
portage pourraient étre incriminés (Amy et al., 2004) .

Ces geénes codés par des ilots de pathogénicité jouent un role essentiel dans les différentes
étapes de la pathogénie des salmonelles.

Le géne invA est responsable de la virulence de Salmonella en particulier ’invasion des
cellules hotes par les bactéries(Millemann, 1998). Toutes les souches portant ce géne
pouvaient potentiellement envahir les cellules épithéliales et par conséquent étre virulentes.
D’autre part, ce géne est un marqueur utile pour la détection moléculaire dans le cadre
diagnostic des salmonelles(Amini et al., 2010; Oludairo et al., 2013). Seul le sérotype
Enteritidis portait le gene (SpvR).

L'opéron SPV est situé dans des plasmides de virulence retrouvés chez des sérotypes
specifiques dont Enteritidis (Amini et al., 2010).

Ce géne n’a pas été retrouvé sur les souches de Salmonella Enteritidis isolées de sources
diverses au sud du Brésil (Oliveira, 2003)

Cependant, le gene spvR a éte retrouvé sur les souches de Salmonella Nitra d’origine animale
(Andrianony, 2014).

Le MLST est considéré comme une méthode de choix pour la caractérisation d'un
grand nombre d'agents pathogenes (Torpdahl et al., 2005).

Cette technique de typage moléculaire basée sur le séquencage de génes de ménage permet de
déterminer la similarité génétique au sein des sérotypes.

Dans notre étude, cette technique a permis de montrer que les sérotypes identiques sur le plan
phénotypique ne présentaient aucune variation allélique c'est-a-dire appartenaient aux mémes
sous-types. C’est le cas de du sérotype Corvalis (ST 1357) majoritairement isolé dans le
meme site de Pikine nord avec les memes caracteres phénotypiques et génotypiques. Ce qui
laisse supposer une possible contamination interhumaine.

En outre, un autre moyen possible de transmission par les aliments pourrait étre incriminé
suite a I’isolement, dans deux sites différents de deux sérotypes Chester identiques sur le plan
génotypique et ayant un profil de résistance différent, Nos résultats sont compatibles avec
ceux issus d’études antérieures utilisant cette méme technique MLST et n’ayant pas permis
d’établir une distinction entre souches étroitement apparentées au sein du méme

sérotype(Ross and Heuzenroeder, 2004)




Par ailleurs, il a été reporté que cette méme technique présentait un pouvoir discriminant élevé
entre les divers isolats de salmonelles. Ainsi, 1I’étude de (Dione et al., 2012) avait permis de
distinguer par cette méme technique des sérotypes de Kentucky identiques sur le plan
phénotypique mais avec des séquences types (ST) différents : ST 198 et ST 832.

La plupart des sous types de Salmonella isolés dans notre étude ont déja été décrit dans des
études antérieures (Dione et al., 2012; Sangal, 2008) portant sur des souches de salmonelles
d’origines diverses (animale, humaine et alimentaire).

S. Agona ST13 retrouvé dans notre étude en portage chez ’homme a également été décrit en
portage chez ’homme en Allemagne (Sangal, 2008)et chez les poulets au Sud du Sénégal
(Dione et al., 2012).

ST33 retrouvé chez le sérotype Istanbul était caractérisé par une multirésistance (Nal- SXT-
TE) alors que ce méme ST 33 retrouvé dans une étude antérieure (Dione et al., 2012) a partir
de poulets était beaucoup plus résistant (plus de cing antibiotiques). Ceci montre que
I’émergence de salmonelles multirésistantes est un phénomene réeel. Or, la circulation de ces
souches virulentes et multirésistantes constitue un probleme de santé publique de par leur
possible dissémination dans I’environnement pouvant impacter sur ’efficacité de la prise en
charge thérapeutique.

En effet, les supports genetiques de la virulence et de la résistance peuvent étre transmis a
d’autres bactéries auparavant sensibles et conferer a ces derniéres le caractére résistant et/ ou
virulent.

Vu la circulation de ces salmonelles dans différents secteurs (humain et alimentaire), il serait
intéressant d’une part de faire des investigations quant a 1’origine des souches isolées en
portage dans cette étude et de déterminer les bases moléculaires de la résistance aux
antibiotiques d’autre part.

Toutefois, ce méme sous type ST33 a été trouvé avec le sérotype Hadar a partir de diverses
sources en Europe(Sangal, 2008). Dans notre étude, I’utilisation du MLST a montré que les
sérotypes de salmonelles phénotypiquement identiques et isolées dans la méme zone ne
présentaient aucune différence génétique c'est-a-dire appartiennent aux mémes séquences
types. Ceci suggére que ces clones ont largement diffusé géographiquement et sont
probablement en circulation dans un large éventail d'hétes.

Cependant, en comparaison avec d’autres techniques de typages moléculaires, des études
ultérieures ont montré que le MLST peut étre une bonne option épidémiologique moléculaire
pour distinguer des isolats génétiqguement indiscernables par la technique de PFGE. Ce faible

pouvoir discriminant a aussi été rapporté par d’autres auteurs (Stepan et al., 2011).
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Notre étude portant sur la caractérisation phénotypique et génotypique des salmonelles isolées
en situation de portage avait comme objectifs de :
» déterminer la prévalence des porteurs sains de salmonelles au sein de la population
étudiée
> reéaliser leur typage antigénique et moléculaire
> détecter les supports moléculaires de la virulence des souches
> identifier les ST en portage
Cette étude menée sur 1888 prélevements de selles provenant de sujets vivant dans la banlieue
de Dakar particulierement a Pikine a mis en évidence:
- un taux de portage de salmonelles relativement faible de 0,84 % pour la population d’étude
pouvait étre li¢ au respect des regles d’hygiéne, a une faible circulation de germes dans les
sites d’étude et/ou a I’excrétion intermittente des salmonelles.
-une répartition hétérogene des sérotypes isolées avec une prédominance du sérovar Corvallis
(5/9) alors que le sérotype Enteritidis n’a été retrouvé que chez un patient.
- Une résistance au moins a une molécule d’antibiotique était observée pour quatre sérotypes
et concernait la tétracycline, 1’association sulfaméthoxazole-trimétoprime, I’acide nalidixique
et aux fluoroquinolones. La résistance a ces molécules observées rend encore plus complexe
I’impact du phénomene de portage pour la population du fait de la possibilité de diffusion des
genes de résistance et méme des genes de virulence des salmonelles.
- La présence de la totalite des géenes de virulence sur toutes les souches de salmonelles
isolées montraient ainsi une importante pathogénicité des souches circulantes.
Le géne InvA marqueur de diagnostic des salmonelles a été retrouvé chez tous les isolats; par
contre le gene spvR n’a été retrouvé que chez un seul sérotype identifié¢ Enteritidis.
-La présence d’'un méme profil allélique par MLST pour les souches de salmonelles
identiques phénotypiquement.
Quelques recommandations nous semblent importantes a formuler, vu les résultats obtenus :
- Surveillance des porteurs sains pour éviter la dissémination de ces souches
hébergeant des génes de virulence et ou de résistance
- Sensibilisation de la population sur les risques liés au portage
- Surveillance moléculaire de souches de salmonelles en portage et en situation
pathogene.
En perspective, pour une bonne compréhension du mécanisme lié au portage,

il serait intéressant :




- d’étudier I’interaction des facteurs de 1’hote (age, sexe, état nutritionnel, état
immunitaire) dans la survenue de I’infection a salmonelles ;

- de déterminer les mécanismes liés a la persistance des salmonelles chez 1’ hote.
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RESUME

Titre : Caractérisation phénotypique et génotypique des souches de
salmonelles isolées de porteurs sains dans la banlieue de Dakar

Les salmonelloses constituent un probléme majeur de santé publique surtout avec 1’émergence
de salmonelles multirésistantes. Le porteur sain, facteur important de dissémination des
salmonelles dans I’environnement assure la transmission inter-humaine, importante surtout
chez I’enfant.

Au sénégal, des études sur les salmonelles en portage font défaut. Ainsi, ce travail été réalisé
pour déterminer le taux de portage de salmonelles, caractériser phénotypiquement et
génotypiquement les souches de salmonelles isolées de porteurs asymptomatiques a Dakar.
C’est une étude communautaire prospective concernant cing sites (Djedda Thiaroye Kao,
Guinaw Rail Sud, Pikine Nord, Pikine Est, Guinaw Rail Nord entre Janvier 2013 et Avril
2014.L’analyse phénotypique (Sérotypage, Antibiogramme) et [’analyse moléculaire
(détection genes de virulence par PCR simplex et le typage par Multi-locus Sequence Typing)
a été réalisée a I’Unité de Bactériologie Expérimentale de I’Institut Pasteur de Dakar.

Seize (16) salmonelles, sur mille huit cent quatre vingt huit (1888) échantillons de selles, ont
été identifices soit un taux de portage de 0,84 % concernant une variété de
sérovars(Brancaster, Chester, Poona, Agona, Johanesburg, Istanbul, Enteritidis, Corvalis).

Si toutes les souches de salmonelles étaient sensibles aux bétalactamines, environ 25 %
étaient résistants a au moins un antibiotique (Acide nalidixique, Sulfaméthoxazole-
Trimétoprime , Tétracycline). Tous les isolats présentaient la totalité des genes de virulence
(invA, orfL, pipD, spiC, misL) sauf le gene spvR retrouvé que chez le sérotype Enteritidis
.Ceci traduit leur degré de pathogenicité donc leur capacité a provoquer des maladies.

La technique MLST a permis de constater que les sérotypes identiques phénotypiquement
n’avaient aucune variation allélique. Ceci suggeére queces clonesont largement diffusé
géographiguement et sont probablement en circulation dans un large éventail d'hotes.

Deux nouvelles ST ont été découverts avec Chester et Brancaster.

Vu I’impact du portage pour la santé publique, il s’avére nécessaire de surveiller les porteurs
asymptomatiques pour éviter la dissémination de ces souches hébergeant des genes de

virulence et / ou de résistance.

Mots clés : Salmonella, génes de virulence, Résistance, Multi-locus Sequence Typing
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