Available online at http://www.ifgdg.org —
International Journal

Int. J. Biol. Chem. Sci. 17(3): 899-906, April 2023 of Biological and

Chemical Sciences

ISSN 1997-342X (Online), ISSN 1991-8631 (Print)

Original Paper http://ajol.info/index.php/ijbcs http://indexmedicus.afro.who.int

Etiologie d’une épidémie de diarrhée chez les enfants d’un orphelinat de la
ville de N’zérékoré, République de Guinée

Mory SANGARE", Lanciné SANGARE?, Namory KEITA? et Youssouf SIDIBE*

L Université de N’zérékoré / Centre International de Recherche sur les Infections Tropicales en Guinée.
Département de Microbiologie (CIRITG), République de Guineée.
2 Institut Supérieur Agronomique et vétérinaire de Faranah, Département : Agriculture, République de
Guinée.
3 Université de Kindia, Département de Biologie, République de Guinée.
4 Laboratoire de Biologie Moléculaire de /’Hopital Régional de Nzérékoré, République de Guinée.
*Auteur correspondent ; E-mail: morisangare@yahoo.fr ; Tel : +224 622 38 04 95.

Received: 23-11-2022 Accepted: 04-04-2023 Published: 30-04-2023

RESUME

Les épidémies de diarrhées aigiies sporadiques restent préoccupantes dans des milieux vulnérables
comme un orphelinat. L'objectif du présent travail était de déterminer ’agent causal de 1’épidémie de diarrhée
aiglie sanglante qui s’est déclarée chez 143 enfants de 6 mois a 15 ans d’un orphelinat de la ville de N’zérékoré.
Selon une liste établie par le responsable de 1’orphelinat, une analyse systématique et biologique des selles par
la Réaction en Chaine par polymérase a été effectuée pour détecter I’ADN des germes communément impliqués
dans des toxi-infections alimentaires. Les données ont été traitées avec le logiciel Bio statGV en ligne. Les
résultats ont révélé 27% de positivité en ADN d’Escherichia coli 0157-H7 dont 16,78% positifs chez les gargons
contre 10,5% positifs chez les filles. A part la tranche d’age de 6 mois a 4 ans, présentant 6% de positivité, toutes
les 3 autres tranches d’age se valent, chacune & 7% de positivité. Dix-sept (17%) de positivité en ADN de
Campylobacter spp ont été détectées, dont 5,6% positifs chez les gargons contre 11,2% chez les filles. Aussi,
6,2% de co-infection E. coli 0157 :H7 et Campylobacter ssp ont été détectées. E. coli O157 :H7, et les
Campylobacter spp étaient donc les responsables de 1’épidémie a I’orphelinat.
© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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Etiology of an epidemic of diarrhea in children of an orphanage in the city of
N'Zérékoré, Republic of Guinea

ABSTRACT

Epidemics of sporadic acute diarrhea remain a concern in vulnerable environments such as an orphanage.
The objective of this work was to determine the causative agent of the bloody acute diarrhea epidemic which
broke out in 143 children aged 6 months to 15 years from an orphanage in the city of N'zérékoré. According to
a list drawn up by the head of the orphanage, a systematic and biological analysis of the stools by the Polymerase
Chain Reaction was carried out to detect germs commonly involved in food poisoning. Data were processed with
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the online Bio statGV software. The results revealed 27% positivity in Escherichia coli 0157-H7 DNA, including
16.78% positive in boys against 10.5% positive in girls. Apart from the age group from 6 months to 4 years, with
6% positivity, all the other 3 age groups are equal, each at 7% positivity. Seventeen (17%) DNA positivity of
Campylobacter spp was detected, including 5.6% positive in boys against 11.2% in girls. Also, 6.2% of E. coli
0157:H7 and Campylobacter ssp co-infection were detected. E. coli O157:H7 and Campylobacter spp were
therefore responsible for the epidemic at the orphanage.

© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Les Pensionnaires des orphelinats sont
extrémement exposés aux agents infectieux des
maladies  diarrhéiques, notamment les
entérobactéries dont certaines espéces sont
responsables des toxi-infections alimentaires
collectives. Il est rapporté qu’en 2009,
I’Europe a connu 5550 cas de TIAC (Toxi-
Infection Alimentaire Collective), qui ont
affecté 48 964 personnes, dont 4 356 ont d
étre hospitalisées et 46 sont décédées (OMS
2018; Guehi et al., 2022). Les principales
bactéries qui sont a I’origine de TIAC sont ; les
Salmonelles et les Campylobacters (OMS
2018; Guehi, et al 2022). En Europe, par
exemple, le nombre de cas de salmonellose
chez I’homme ne cesse de baisser depuis 5 ans.
Ainsi entre 2008 et 2009, le taux d’infection a
chuté de 17,4% (OMS, 2018; Guehi et al.,
2022). Cette diminution est le fruit d’un plan de
controle spécifiqgue mis en place dans les
élevages de volaille afin de garantir une qualité
sanitaire accrue des ceufs (OMS, 2018; Guehi
et al., 2022). Escherichia coli (E. coli) est une
bactérie que 1’on trouve couramment dans le
tube digestif de I’étre humain et des organismes
a sang chaud (OMS, 2020). La plupart des
souches sont inoffensives. Certaines en
revanche peuvent provoquer une intoxication
alimentaire, pouvant provoquer une maladie
grave (OMS, 2020; Mariama et al.,2022). E.
coli producteur de shigatoxines est une bactérie
pouvant provoquer une maladie grave
d’origine alimentaire (Didier et al., 2016;
OMS, 2018). A [lorigine des flambées
épidémiques d’E. coli  producteur de
shigatoxines, on trouve principalement la
viande hachée crue ou mal cuite, le lait cru et
la contamination fécale de légumes (Didier et
al., 2016; Soudah et al., 2022). Dans la plupart
des cas, la maladie guérit spontanément, mais

900

elle  peut évoluer wvers une forme
potentiellement mortelle comme le syndrome
hémolytique et urémique (SHU),
particulierement chez les jeunes enfants et les
personnes agées (Didier et al., 2016). E. coli
producteur de shigatoxines est une bactérie
thermosensible. Le sérotype O157:H7
d'Escherichia coli n'a été reconnu comme
pathogéne humain qu'il y a un peu plus d'une
décennie, mais il est devenu un pathogéne
majeur d'origine alimentaire. Aux Etats-Unis,
la gravité des infections au sérotype O157:H7
chez les jeunes et les personnes agées a eu un
impact considérable sur la santé humaine,
I'industrie alimentaire et les réglementations
fédérales concernant la sécurité alimentaire
(Didier et al., 2016). L'implication des aliments
acides en tant que vecteurs d'infection a dissipé
le concept selon lequel les aliments a faible pH
sont sans danger.  Concernant les
Campylobacters, le nombre de cas est resté
stable (OMS/FAO, 2020; PLOS BIOLOGY,
2005). Campylobacter (du grec, courbe) est un
genre de bactéries Gram négatif, micro
aérophiles, oxydase positive, non sporulant
provoquant des intoxications alimentaires
(OMS/FAO, 2020; PLOS BIOLOGY, 2005).
Elles sont présentes dans [lintestin de
nombreux animaux, d'élevage notamment. lls
sont considérés comme source de zoonose dans
les élevages, et comme étant la principale cause
bactérienne de gastro-entérites humaine dans le
monde, avec une incidence croissante dans les
pays développés, qui pourrait notamment étre
due & la concentration du bétail (PLOS
BIOLOGY, 2005; OMS/FAO, 2020). Les
infections a Campylobacter sont généralement
bénignes, mais peuvent étre mortelles chez les
trés jeunes enfants, les personnes agées et les
individus immunodéprimés (PLOS
BIOLOGY, 2005 ; OMS/FAO, 2020). Les
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espéces du genre Campylobacter peuvent étre
détruites par la chaleur et une cuisson a ceeur
des aliments. Pour prévenir les infections a
Campylobacter, il faut veiller a appliquer les
bonnes pratiques de base en matiére d’hygiéne
lorsqu’on prépare des aliments. L’incidence
élevée de la diarrhée due a Campylobacter,
ainsi que sa durée et ses complications
éventuelles, revétent une importance majeure
du point de vue socioéconomique. Dans les
pays en développement, les infections a
Campylobacter sont particulierement
fréquentes chez les enfants 4gés de moins de
deux ans, conduisant parfois au déces.
Actuellement, on dénombre 17 espéces et 6
sous-especes de Campylobacter, la plus
fréquemment associée aux maladies humaines
étant les espéces C. jejuni (sous-espece jejuni)
et C. coli. D’autres espéces comme C. lari et C.
upsaliensis ont également été isolées chez des
patients présentant une maladie diarrhéique,
mais elles sont moins fréquemment signalées.
Par contre, en Afrique subsaharienne, parmi les
toxi-infections alimentaires qui menacent
encore les populations des zones pauvres,
figure en bonne place la fiévre typhoide
(Okome-Nkoumou et al., 2010; Lefebvre et al.,
2016). Cette maladie est une infection
bactérienne due a Salmonella enterica
sérotypes Typhi (bacille d'Eberth) et Paratyphi
A, B ou C (Betina, 2014). Le réservoir de
germes de cette affection est strictement
humain (Okome-Nkoumou et al., 2010;
Lefebvre, et al., 2016): la contamination se fait
par l'intermédiaire des selles de malades ou de
porteurs sains (Okome-Nkoumou et al., 2010;
Lefebvre, et al., 2016). La transmission est le
plus souvent orofécale par ingestion d'eau ou
d'aliments contaminés par les germes (Okome-
Nkoumou et al., 2010 ; Vazquez et al. 2020).
Elle peut également se faire par contact direct
avec des selles infectées ou absorption
d'aliments manipulés par un porteur de germe
(Okome-Nkoumou et al., 2010; Vazquez et al.,
2020). 1l existe actuellement une aggravation
des facteurs de risque liés a la pauvreté
grandissante, le changement climatique
mondial associé a la dégradation des services
sanitaires des centres de concentration
humaine. En tenant compte de ce contexte
alarmant, de I’importance de cet orphelinat et
du nombre de personne malade, il était
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important de faire cette étude dont 1’objectif
visé était de déterminer 1’agent causal de
I’épidémie de diarrhée sanglante qui s’est
déclarée chez les 143 enfants de cet
établissement.

MATERIEL ET METHODES
Lieu et type d’études

La ville de N’zérékoré a abrité cette
étude. Elle a une population essentiellement
agropastorale et comptait 396.949 habitants en
2014 (Institut national de la statistique/RGPH,
2013). Suite & la déclaration dans d’un
I’orphelinat de la commune urbaine de
N’zérékoré, d’une épidémie de diarrhée avec
une colite hémorragique, de diarrhées
sanglantes et de crampes abdominales chez les
enfants, le Centre International de Recherche
sur les Infections Tropicales en Guinée
(CIRIT/G) a été y effectué une enquéte
bactériologique le 10 Novembre 2022. Ces
enfants sont recensés par le responsable de
I’orphelinat et soumis a la consultation
médicale d’un médecin. Il s’agissait d’une
étude d’enquéte du type expérimentale qui
s’est effectuée dans les sections de
Microbiologie du (CIRIT-G) & Nzérékoré. Elle
a concerné 143 enfants de 6 — 15 ans.

Considérations éthiques

Tous les patients concernés par 1’étude
ont été informés de 1’objectif de cette enquéte
et ont accepté suivant un consentement éclairé
a participer a 1’étude.

Formation et suivi des enquéteurs
- Préparatifs

Apres avoir élaboré la feuille de recueil
de données, établi un emploi de temps en
collaboration avec le chef du personnel et le
propriétaire de I’orphelinat, prévu les moyens
logistiques et financiers nécessaires, des
enquéteurs ont été formés. La plupart des
enquéteurs jouaient déja un role dans la prise
en charge sanitaire de la population. Tous les
enquéteurs sont du niveau Baccalauréat ou
Universitaire. Au cours d’un jour de formation,
les objectifs de I’enquéte et les techniques
d’échantillonnage ont été expliqués. La séance
de formation a été conclue par une pré-enquéte.
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- Equipes de Médecins et Laborantin
Deux Médecins et un laborantin enquéteurs,
ont été renforcés par une formation sur la
notion de toxi-infection alimentaire collective,
la prise de température, le prélévement de
selles, la Réaction en Chaine polymérase
(RCP), le remplissage des fiches.
Déroulement de IP’enquéte, recueil des
données

Le Laborantin prélevait les selles, les
acheminait juste aprés au laboratoire pour la
Réaction en Chaine par Polymérase a temps
réel (RCP). Les Médecins assuraient la
consultation médicale. Pour tous les 143
enfants, le nom et prénoms, la date de
naissance, age, le sexe, le poids étaient
enregistrés. Un sondage systématique a été
réalis¢ a I’aide d’une liste faite par le
propriétaire de 1’orphelinat. Les tubes de
prélévement, contenant 1’eau physiologique, la
glaciere a +4°C, le thermocycleur a temps réel,
le microscope, lames et lamelles, la
centrifugeuse, les réactifs pour la RCP a temps
réel ont servi de matériels d’enquéte.

Technique de la RCP en temps réel.

Au laboratoire mobile de la fédération
de Russie (Rospotrebnadzor) en Guinée,
I’analyse a été effectuée de la fagon suivante :
la premiére étape a consisté a homogénéiser les
échantillons. Echantillons dilués 1/10eme (25
g de selles dans 225 mL d’eau physiologique).
Apreés lyse cellulaire, I’ADN a été extrait pour
rechercher la bactérie correspondante (Alain et
al., 2019 ; Ecole de I’ADN, 2020 ; FAO/OMS,
2022). Les principaux germes pathogenes
recherchés dans les échantillons de selles
étaient Salmonella Typhi, Campylobacter spp,
Eschérichia coli 0157 : H7 et autres agents
causaux. Cette méthode permet de multiplier
une séquence spécifique d’ADN d’une
bactérie: Une RCP consiste a extraire I’ADN
de la bactérie présente dans 1’échantillon grace
a des solvants qui cassent I’enveloppe des
cellules. Cet ADN est ensuite filtré et purifie.
Dans une seconde étape, I’ADN est placé dans
un thermocycleur ou il va étre amplifié au
cours de quarante cycles. Les séquences
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d’ADN dupliquées, lors d’un cycle servent de
base de duplication aux cycles suivants. Cela
permet une multiplication exponentielle du
nombre de fractions d’ADN  significatif.
Durant cette phase de duplication, un marqueur
chimique fluorescent est fixé sur les séquences
des bactéries dupliquées pour mesurer de fagon
semi-quantitative (+++, ++, +, +/- -) par
lecture spectrométrique, la présence des
bactéries dans 1’échantillon initial (FAO/OMS
2022 ; Sangaré et al., 2022).

Les données ont été introduites dans le
logiciel Biostatgv en ligne pour calculer la
valeur de Student (p value) comparant les sexes
et les tranches d’ages.

RESULTATS
L’évaluation de I’orphelinat a montré
un manque d’eau potable, d’hygi¢ne

corporelle. Ses pensionnaires font 1’objet de
consommation de viande de vache mal
conservée et mal cuite. Un déplacement massif
des orphelins dans des milieux absolument
insalubres proche d’une ferme avicole a été
constate.

Le Tableau 1 présente la distribution
des patients en fonction de I’age et du sexe. Il
ressort de ce tableau que les filles sont plus
représentées (52%) et que la majeure partie des
patients se trouve dans la tranche d’age de (4-8
ans).

Le Tableau 2 présente la distribution
des cas positifs d’ADN d’Escherichia coli
0157 : H7 chez les patients en fonction de
I’age et du sexe. On y note que les gargons sont
plus infectés d’Escherichia coli 0157 : H7
(16,78%) et que la majeur partie des patients
chez laquelle un grand nombre d’ADN a été
dépisté, se trouvent dans les trois derniéres
tranches d’age, ayant toutes (7%).

Le Tableau 3 présente la distribution
chez les patients des cas positifs d’ADN de
Campylobacter spp par sexe et par age. Il en
ressort que les filles présentent le plus grand
nombre d’ADN de Campylobacter spp dépisté
(11,2%) et que la majeure partie des patients
chez laquelle un grand nombre d’ADN a été
dépisté, se trouvent dans la tranche d’age de (8-
12 ans) (7%).
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Tableau 1 : Distribution des participants selon I’dge et le sexe.

Age/année Gargons Filles Total Ratio
nombre. % nombre. % nombre. % Filles/ Garcons
6 mois-4ans 9 6 16 11 25 17 1,8
4-8 35 24 18 13 53 37 0,5
8-12 13 9 19 13 32 22 15
12-15 12 8 21 15 33 23 1,8
Total 69 48 74 52 143 100 11

La différence est statistiquement non significative entre fille et gargon (p = 0,5)

Tableau 2 : Cas positifs d’ADN d’Escherichia coli O157 : H7 par sexe et par age.

Gargons Filles Total
Agef annee Nombre cas % Nombre. cas % Nombre. cas %
positif positif positif
6 mois — 4 4 3 21 16 6 4 25 9 6
ans
4-8 35 5 35 18 5 3 53 10 7
8-12 13 7 4,9 19 3 2 32 10 7
12-15 12 9 6,3 21 1 1 33 10 7
Total 69 24 16,78 74 15 10,5 143 39 27

A D’orphelinat, le niveau d’exposition de toutes les tranches d’ages reste a peu prés le méme (P=0,7)

Tableau 3 : Cas positifs d’ADN de Campylobacter spp par sexe et par age.

Gargons Filles Total
Age/annee Nombre ;?)Zitif % Nombre. | cas positif | % Nombre. | cas positif
6 mois—4ans 9 1 0,7 16 2 1 25 3 2
4-8 35 2 1,4 18 3 2 53 5 3
8-12 13 3 2,1 19 7 5 32 10 7
12-15 12 2 14 21 4 3 33 6 4
Total 69 8 5,6 74 16 11,2 143 24
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DISCUSSION

Il n’y’a pas de statistique nationale
claire concernant la toxi-infection alimentaire
collective en Guinée, les données sont éparses.
La toxi-infection était a I’origine de cette
épidémie de diarrhée sanglante déclarée le 10
novembre 2022 a I’orphelinat. La prospection
sanitaire de 1’orphelinat montre un lieu
insalubre, les enfants avaient, il y’a une
semaine consommé une viande de vache mal
conservée et mal cuite. Cent quarante-trois
(143) échantillons de selles des patients de 6
mois a 15 ans ont été examinés. Les filles sont
a 52% contre 48%, pour les gargons. Le ratio
Filles/garcons est de 1,1. La majeure partie des
patients se trouvait dans les tranches d’ages
(4 - 8ans) avec 37% et (12 - 15 ans) avec 23%.
La différence est statistiquement non
significative entre fille et garcon (p =0,5). Cela
dénote que les deux sexes ont tous le méme
niveau d’exposition dans cet orphelinat.
Néanmoins 52% des filles confirment la
tendance grandissante de la population
féminine sur celle masculine. A D’issu des
examens par RCP en temps réel, 39 cas (27%)
de positivitt en ADN d’Eschérichia coli
0157 : H7 ont été détectés dont 24 cas positifs
chez les garcons soit 16,78% contre 15 cas
positifs chez les filles soit 10,5%. Ceux-ci
explique que le niveau d’exposition de toutes
les tranches d’ages reste a peu prés le méme
(p= 0,7). La plus grande spécificité de la
méthode de détection par la réaction en chaine
par polymérase aurait rendu plus petits nos
chiffres par rapport aux ceux de (Agromédia,
2011 ; Betina et al., 2014), qui ont montré par
la méthode classique d’isolement de microbes
sur milieux de culture que plus de 700
personnes dans quatre Etats des USA ont été
infectées ; il y a eu 51 cas de syndrome
hémolytique et urémique (SHU) et quatre
déces. Dans cet orphelinat, il n’y a pas eu de
décés, mais de nombreux cas de diarrhées
sanglantes, une pathogénicité qui, selon (W
Stuart et al., 2005), semble étre associée a un
certain nombre de facteurs de virulence, dont la
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production de plusieurs cytotoxines. Vingt-
quatre (24) cas (17%) de positivité en ADN de
Campylobacter spp ont été détecté dans ces
échantillons de selles dont 8 cas positifs chez
les garcons soit 5,6% contre 16 cas positifs
chez les filles soit 11,2%. La tranche d’age la
plus touchée est : (8-12) ans avec 7%, suivi de
celle de (12-15) ans avec 4%. Ces résultats,
dans leur ensemble confirment un récent
rapport épidémiologique de Skarp et al.
(2016), indiquant que de 50% a 80% des cas de
campylobactériose humaine pourraient étre
attribués au poulet et aux viandes de vache
impropres a la consommation humaine. La
proximité de I’orphelinat d’une ferme avicole
en est donc une explication plausible de source
de contamination. Aussi, il a été identifié 9 cas
(6,2%) de co-infection E. coli 0157 : H7 et
Campylobacter ssp chez des patients, signe de
contamination orofécale c’est-a-dire la viande
mal cuite en contact avec la matiére fécale
comme ’ont expliqué (Stuart et al., 2005;
Sangaré et al., 2022).

Conclusion

Apres analyse de 143 échantillons de
selles des patients de I’orphelinat de la ville de
N’°zérékoré a la RCP en temps réel, il a été
identifié : 39 cas (27%) d’E. coli 0157 :H7 et
24 cas (17%) de Campylobacter spp. Ensuite,
9 cas (6,2%) de co-infection E. coli 0157 :H7
et Campylobacter ssp. L’épidémie de diarrhée
sanglante déclarée le 10 Novembre 2022, chez
143 enfants de 6 mois a 15 ans, est donc due a
Eschérichia coli 0157: H7 et a
Campylobacter ssp. Il faut donc procéder au
traitement et a I’hygiéne du milieu.
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