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RESUME

Les Salmonelles se retrouvent parmi les agents pathogeénes multirésistants qui suscitent une grande
inquiétude au Centre Hospitalier de Référence Nationale (CHU-RN) de N’Djamena. IIs sont responsables des
toxi-infections alimentaires et de la fiévre typhoide. Le but de cette étude était d’actualiser la connaissance sur
la présence, la diversité et I’antibiorésistance de Salmonella spp dans le milieu hospitalier au Tchad. Au total,
341 spécimens de selles des patients hospitalisés et externes ont été collectés entre ao(t 2018 et févier 2019.
L’identification des souches de Salmonella a été réalisée a ’aide de la galérie Api 20F et confirmée par
I’automate compact VITEK® 2TM 15 au Tchad et sur le milieu XLT4 de I’institut Pasteur en France. Les
isolats ont été caractérisés a l'aide d’un sérotypage en utilisant le Kit de Kauffmann-White. Les tests de
sensibilité aux antimicrobiens ont été réalisés selon les directives de EUCAST. Les résultats montrent que le
phénotype de résistance aux béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) a été signalé dans 42% des isolats.
Environ 2% (6/314) des échantillons étaient positifs pour Salmonella. Parmi les 6 sérovars identifiés,
Salmonella enteritidis (50%) était le plus commun, suivi de S. colindale (33,3%) et S. grampian (16,7). 100%
des isolats (6) étaient résistants a au moins un antimicrobien. La résistance a été le plus fréquemment observée
a l'amoxicilline-acide clavulanique, Cotrimoxazole et a la Tétracycline (100%). De plus, une diminution de
sensibilité au ceftriaxone (83,3%) et I’aztreoname (83,3%) a été observée. Nos résultats ont indiqué une
augmentation de la contamination par Salmonella et I’apparition des isolats résistants a plusieurs
antimicrobiens dans le CHU.
© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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Prevalence and characterization of Salmonella serotypes isolated at the
National Reference Hospital of N'Djamena in Chad

ABSTRACT

Salmonella spp are among the pathogens and multi-resistant agents that are causing great concern at the
National Reference General Hospital (HGRN) in N'djamena. They are responsible for food poisoning and
typhoid fever. This study has aimed to update knowledge on the presence, diversity and antibiotic resistance of
Salmonella spp in hospitals in Chad. A total of 341 stool specimens from inpatients and outpatients were
collected between August 2018 and February 2019. The identification of Salmonella strains was carried out
using the Api 20E gallery and confirmed by the VITEK® 2TM 15 compact automaton in Chad and on the
XLT4 medium at the Pasteur Institute in France. Isolates were characterized by serotyping using the
Kauffmann-White Kit. Antimicrobial susceptibility testing was performed according to EUCAST guidelines.
Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) resistance phenotype was reported in 42% of isolates. About 2%
(6/314) of the samples were positive for Salmonella. Among the 6 sérovars identified, Salmonella enteritidis
(50%) was the most common, followed by S. colindale (33.3%) and S. grampian (16.7). 100% of isolates (6)
were resistant to at least one antimicrobial. Resistance was most frequently observed to amoxicillin-clavulanic
acid, Cotrimoxazole and Tetracycline (100%). Moreover, a decrease in sensitivity to ceftriaxone (83.3%) and
aztreonam (83.3%) was observed. Our results indicated an increase in Salmonella contamination and the
appearance of isolates resistant to several antimicrobials in the CHU.

© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION se traduisant par une gastro entérite aigue,
Les Salmonelles sont des d'évolution le plus souvent bénigne mais se
entérobactéries reconnus trés pathogenes pour compliquant parfois de septicémies et de
I’Homme et les animaux a sang chaud, du fait localisations métastatiques (Laine, 2020 ;
de [l’acquisition de divers facteurs de Humbert, 1998 ; Korsak et al., 2004).
virulence. Leurs caractéres antigéniques On estime que 1,4 millions de
permettent de les classer en sérotypes. Ainsi, personnes aux Etats-Unis, sont infectées par
certains sérotypes comme Salmonella typhi, des salmonelles non typhiques chaque année,
Salmonella paratyphi et Salmonella sendai avec 15000 hospitalisations et 400 morts.
sont strictement humains, responsables des Alors qu’en France, le nombre est estimé a
fievres typhoides et paratyphoides, 30000 cas de salmonelloses avec entre 92 et
s'accompagnant de septicémie et 535 morts (Voetsch et al., 2004 ; Humpreh,
d'endotoxinémie ; d'autres sont pathogénes 2009). En Afrique subsaharienne, ces
uniguement pour certaines especes animales. derniéres liées a la contamination de 1’eau et
Parmi ceux-ci, citons : S. choleraesuis chez le des aliments souillés par les selles, aboutissent
porc, S. Abortus equis chez le cheval, S. au déces de 22 a 45% des personnes infectées
Abortus ovis chez le mouton, S. gallinarum, (Okoro et al., 2012 ; Kingsley et al., 2013).
spécifique de la volaille etc. (Humbert, 1998 ; Avec environ 21,7 millions de malades et 217
Korsak et al., 2004). Par contre d'autres enfin 000 déces dans le monde en 2000, la fiévre
sont pathogeénes, a la fois pour les animaux typhoide est un probleme mondial de santé
qui en constituent le réservoir naturel et pour publique (Crump et Mintz, 2004).
I'nomme qui se contamine en consommant des La multirésistance a I'nopital fait partie
aliments souillés : Salmonella enteritidis et des indicateurs d'activités et de qualité des
Salmonella typhimurium (Humbert, 1998 ; établissements sanitaire (CLIN, 2007). Les
Korsak et al., 2004). Ces derniers sérotypes difficultés croissantes rencontrées a 1’hopital
sont responsables de salmonelloses digestives pour traiter certaines infections résultant de

2216



H. ABBA et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 17(6): 2215-2224, 2023

bactéries multirésistantes suscitent une grande
inquiétude a la santé publique. Au Tchad, les

données sur la fiévre typhoide et les
salmonelloses sont mal connues. Le
diagnostic de la fievre typhoide repose

principalement sur la recherche des anticorps
dirigés contre les antigénes somatiques et
flagellaires des salmonelles par le test
sérologique de Widal-Félix. Le but de la
présente  étude était  d’actualiser la
connaissance sur la présence, la diversité et
I’antibiorésistance de Salmonella en milieu
hospitalier au Tchad.

MATERIEL ET METHODES
Site et durée de I’étude

Cette étude a été réalisée pour le
diagnostic ~ étiologique  des infections
bactériennes multirésistantes, pendant six
mois (de septembre 2018 a février 2019) au
Laboratoire de Bactériologie du Centre
Hospitalo-universitaire de Référence
Nationale de N'Djaména.

Population d’étude

La population étudiée était composée
de tous les patients des départements du CHU.
Il s’agissait des départements de la médecine
générale (MG), des maladies infectieuses (M)
et dela gastro-entérologie (Gastro). Par
ailleurs, l'étude a également porté sur les
patients ambulatoires qui visitent le service de
pavillon d'urgence (PU).

Prélevement d'échantillons

Au total 341 échantillons des selles ont
été collectés dans des flacons universels
stériles prélevés sur les patients de ces
différents services du CHU. Aprés les
prélevements, tous les échantillons ont été
immédiatement transportés au laboratoire
pour traitement.

Isolement de Salmonella spp

Aprés un enrichissement des produits
pathologiques sur le bouillon sélénite, 0,1 ml
de ce bouillon ont été ensemencés sur la
gélose Hektoen (BIOMERIEUX) et incubé a
37°C pendant 18 a 24 heures. Les colonies
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vertes avec ou sans centre noir ont été
suspectes de Salmonella ont été repiquées sur
la gélose Mueller-Hinton (BIOMERIEUX)
pour obtenir des colonies pures.

Identification biochimique

L’identification des souches
Salmonella a été réalisée a 1’aide de la galérie
Api 20F et confirmée par I’automate compact
VITEK® 2TM 15 au Tchad et sur le milieu
XLT4 a l’institut Pasteur de Paris en France.
Sur le VITEK, les cartes d'identification
biochimique des bactéries a Gram-négatives
(AST N 222) ont été utilisées.

Sérotypage de Salmonella spp isolées

Le sérotypage des souches de
Salmonella spp a été realisé par
I’agglutination sérique sur lame en utilisant le
Kit de Kauffmann-White a I’institut Pasteur
de Paris, en France qui est un centre de
référence de sérotypage des salmonelles
(Figure 1).

Susceptibilité des souches de Salmonella
isolées aux antibiotiques

Dix-neuf antibiotiques appartenant a
sept (7) familles différentes ont été testés
(Bio-Rad, France). Le test de sensibilité des
isolats a douze 12 antibiotiques appartenant a
7 familles différentes ont été réalisé sur gélose
Mueller-Hinton  selon la  méthode de
diffusionde Kirby Bauer (CA-SFM/EUCAST,
2018) comme le montre le Tableau 1.

Les diametres des halos de sensibilité
aux antibiotiques ont été relevés et
l'interprétation des catégories de sensibles,
intermédiaires et résistants était basée sur les
lignes directrices de CA-SFM/EUCAST.
(2018). Les isolats résistants a au moins deux
classes d'antibiotiques non apparentées ont été
considérés comme multirésistants.

Détection des phénotypes BLSE

Le test de synergie & double disque
(DDST) a été utilisé pour détecter les isolats
qui produisent les B-lactamases & spectre
étendu (BLSE). Ce test est basé sur la
détection d'une synergie entre les disques de
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[ Echantillon Selles ]

Enrichissement sélectif

~\

[ Bouillon Sélénite Cystine, 6h d’incubation

J

l Isolement sélectif

[ Geélose Hecktoen, 24 h d’incubation

J

l Identification et confirmation

Galérie Api 20E, Vitex compact apres 24 h d’incubation ]

Sérotypage

\ 4

Test d’agglutination sur lame en utilisant une colonie ne présentant pas
d’auto-agglutination en eau physiologique

l Sérotypage

Rechercher les Ag O majeurs en testant d’abord les antisérums O mélanges « OM » :
OMA, OMB, OMC, OMD

Sérotypage

Tester les antisérums mono, di ou trivalents dans I’ordre de fréquences des groupes

i Sérotypage

[ Rechercher les Ag Hen utilisant les antiserums les mieux adaptés au groupe ]

\ 4

[ Sérotypes ]

Figure 1 : Méthode d’isolement et de sérotypage de Salmonella.
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Céftriaxone, Aztréonam et Céfepime disposés
autour d'un disque d'amoxicilline + acide
clavulanique séparés de 20 a 30 mm sur
gélose de Miller-Hinton puis incubés a 37°C
pendant 24 heures. La synergie entre les
disques donnant l'apparence d'une forme de
"bouchon de champagne" indique Ia
production de BLSE par la souche testée.

Considérations éthiques

L’étude a été approuvée par le comité
de recherche du laboratoire du CHU- la
Référence Nationale de N’Djaména. Les
autorités du CHU ont autorisé les auteurs a
mener I’étude (Reéf :
659/PR/PM/MSP/SE/SG/DGHGRH/DT/2018
). Tous les échantillons biologiques ont été
collectés dans le cadre de la prise en charge
clinique de routine des patients.

Analyse des données

L'analyse des données a été réalisée a
I'aide de Microsoft Excel 2016 et du logiciel
statistique pour les sciences sociales (SPSS
™) yversion 20.0 (IBM, Armonk, NY, Etats-
Unis) et présentée en pourcentage de
distribution de base. Les données avec une
valeur p inférieure & 0,05 (IC 95%) ont été
considérées comme significatives.

RESULTATS
Prévalence des sérotypes de Salmonella
isolées

Au total 6 souches de Salmonella
d’origines humaines ont été isolées dans cette
d’étude, soit une prévalence de 2% (6/314).
Le sérotypage de ces souches a permis
d’identifier 3 sérovars. 11 s’agitde S.
entéritidis (50%), S. grampian (33,33%) et S.
colindale (16,66). S. entéritidis était le
sérovar le plus retrouvé, suivi de S. grampian
et S. colindale (Figure 2).
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Prévalence des Salmonella producteurs de
BLSE

La Figure 3 montre une zone
d’inhibition en " bouchon de champagne"
caractéristique de la présence des BLSE entre
céfépime, aztroname et de I'amoxicilline/acide
clavulanique distantes de 30 mm. 100% des
isolats ont été identifiés comme producteurs
de BLSE. Ces données montrent une
prévalence élevée de portage de Salmonella
producteurs de BLSE chez les patients du
CHU de N’Djaména.

Profils de résistance aux antimicrobiens
Des tests de sensibilitt  aux
antibiotiques ont été réalisés pour les six
isolats de Salmonella, qui comprenaient S.
colindale (n = 1) et S. grampian (nh = 2), S.
enteritidis (n = 3). 1l ressort de I’étude que
66,66% (4/6) des sérovars de Salmonella
isolées chez nos patients présentaient une
résistance a au moins un antibiotique. Par

ailleurs, une résistance de 100% a
I'amoxicilline-acide clavulanique,
Cotrimoxazole et a la Tétracyclines

I’ Aztreoname respectivement a été observée.
De méme, la résistance de Salmonella a la
norfloxacine, a la ciprofloxacine et & l'acide
nalidixique était de 83,3% et celui de la
tobramycine et gentamicine était de 66,7%
respectivement. Par ailleurs, une sensibilité
totale pour I’imipenéme et céfépime
(céphalosporine de quatriéme génération) a
été observée chez tous les isolats. Une
diminution de sensibilit¢ au ceftriaxone
(83,3%) a été observée comme le montre la
Figure 4. Les (6) isolats (100%) étaient
résistants a au moins un antimicrobien. La
résistance a été le plus fréquemment observée
a I'amoxicilline-acide clavulanique,
Cotrimoxazole et 50% des isolats présentaient
une multirésistance a plus de trois
antibiotiques.
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Tableau 1: Antibiotiques, concentrations et leurs zones d’inhibition.

Antibiotiques Concentration @ (mm)
Famille Classe
R(9) S(9)
Aminopénicillines Amoxycilline + acide
30 14 21
clavulanique (AUG)
Carbapénémes Imipénéme (IPM) 10 17 24
Béta-lactamines
Monobactames Aztréonam (ATM) 30 16 22
Céphalosporines C4G Céfépime (FEP) 30 21 24
Céphalosporines C3G Ceftriaxone (CRO) 30 20 23
Quinolones Acide nalixidique (NA) 30 15 20
Fluoroquinolones Norfloxacine (NOR) 10 22 25
Ciprofloxacine (CIP) 5 19 22
o Gentamycine (CN) 10 14 16
Aminosides Tobramycine (TMN) 10 16 18
Cyclines Tétracycline (TET) 30 17 19
Sulfamides Triméthoprime-sulfamide
1,25/23,75 13 16
(SXT)
60
50
50
o 40
b 33,3
Fa
c
g 30
1
3
£ 20 16,7 W Pourcenaget
10
0
S. Enteritidis S. Colindale S. Grampian
Sérotypes de Salmonella

Figure 2 : Prévalence des sérotypes de Salmonella.
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Figure 3 : Souches Salmonella présentant un test de synergie a double disque positif.
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Figure 4: Sensibilité des sérovars de Salmonella isolées.
DISCUSSION peuvent, théoriquement, provoquer des

La présente étude a été entreprise pour
actualiser la connaissancesur la présence, la
diversité et I’antibiorésistance des sérotypes
de Salmonella producteurs de BLSE chez les
patients du CHU de la Référence Nationale de
N'Djamena au Tchad.

Nous avons isolé six (6) sérovars de
Salmonella humaines & l'issue de cette étude
soit une prévalence de 2% (6/314). Etant
donné que tous les sérovars de Salmonella

maladies systémiques chez I'nomme ayant un
statut immunitaire faible, ce taux de
prévalence observé dans cette étude met en
exergue un probléme de santé publique
alarmant. Des résultats similaires ont été
observés par Sylla (2020) au Mali et par
Bessimbaye (2013) au Tchad respectivement
1,8 et 2,90%. Par ailleurs une légére
différence entre nos résultats et celui de Tabo
et al. (2015) (9,3%) a été observé. Cela

2221




H. ABBA et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 17(6): 2215-2224, 2023

pourrait s’expliquer par le fait que Tabo et al.
(2015) avaient travaillé dans cing (5) hdpitaux
de la ville de N’Djaména au Tchad et notre
étude a concerné que le CHU la référence
nationale de N’Djaména. Cependant, nos
résultats sont inférieurs & ceux observés au
Nigeria (53,33%) par Emmanuel et al. (2018),
au Burkina (39%) Somda et al. (2017) et au
Congo (20,3%) par Lunguya et al. (2012). Ces
résultats  pourraient  s’expliquer  par
I’utilisation des eaux souterraines (Forage) par
la population de N’Djaména (Tchad) et des
eaux des barrages remplies des
microorganismes a Ouagadougou (Burkina
Faso).

La distribution des sérotypes de
Salmonella dans cette étude comprenait S.
entéritidis (50%), S. grampian (33,33%) et S.
colindale (16,66). La forte prévalence de S.
entéritidis parmi les isolats révéle que cet
agent pathogéne constitue toujours la cause
principale des gastro-entérites dans le pays.
Alio et al. (2017) au Mali ont montré qu’en
Afrique les sérotypes majeurs de Salmonella
retrouvés chez I’homme sont S. typhimurium
suivi de S. enteritidis et S. typhi. Quant a
Vandenberg et al. (2010) (22%) ont montré
qu’au Congo sur les Salmonella non
typhoidiques isolées a partir d'hémocultures
d'enfants dans un hopital de district rural, les
sérotypes les plus représentés étaient S.
typhimurium (61%) suivi de S. enteritidis
(22%). Le taux de mortalité associé a ces
sérotypes était de 23%. Par ailleurs, depuis
2004, le sérotype S. enteritidis a repris la 1°
place des sérotypes responsables des
salmonelloses humaines en France (Weill et
al., 2016 ; Weill et al., 2020). Ce changement
de situation pourraitétre expliqué par le niveau
d’hygiéne acceptabledes pays développés
comme la France.

Cette étude a montrél’existence d’une
hétérogénéité des sérotypes de Salmonella
pouvant étre isolé au Tchad. Cependant des
études menées respectivement par Tabo et al.
(2015) ; Guard et al. (1973) ; Le Minor et al.
(1969), Vigier et Chamoiseau (1967) avaient
déja signalé la présence d’une diversité des
sérotypes de Salmonella au Tchad.
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Cette étude a apporté des données
concernant 1’antibiorésistance des isolats de
Salmonella isolés chez I'hnomme a N'Djamena,
au Tchad. En effet, la proportion de souches
de Salmonella résistantes était de 66,66%. Ces
résultats corroborent les résultats de Dembélé
et al. (2020) au Burkina Faso qui a montré un
taux de résistance supérieur a 50%.

Il ressort de I’étude que les serovars de

Salmonella isolées chez nos patients
présentaient une résistance a 100% a
I'amoxicilline-acide clavulanique,
Cotrimoxazole et a la  Tétracycline

I’aztreoname respectivement. De méme, la
résistance de Salmonella a la norfloxacine, a
la ciprofloxacine et a l'acide nalidixique était
de 83,3% et celui de la tobramycine et
gentamicine était de 66,77% respectivement.
Par ailleurs, une sensibilit¢ totale pour
I’imipenéme et céfépime (céphalosporine de
quatriéme génération) a été observée chez
tous les isolats. Nous avons noté dans notre
étude une diminution de sensibilit¢ au
ceftriaxone (83,3%) comme le montre la
figure 1. Tous les isolats (6) étaient résistants
a au moins un antimicrobien. La résistance a
été le plus fréquemment observée a
I'amoxicilline-acide clavulanique,
Cotrimoxazole et 50% des isolats présentaient
une multirésistance a plus de trois
antibiotiques. Ces résultats sont similaires a
ceux observés par Vandenberg et al. (2010)
qui ont montré que la plupart des isolats
étaient résistants a plusieurs antimicrobiens

(92%). Cette  résistance  élevée  est
probablement due & [lutilisation clinique
extensive et excessive dantibiotiques.

L’émergence d'une résistance aux quinolones
et fluoroquinolone chez les sérotypes de
Salmonella isolés cette étude est un grave
probléeme de santé publique. Par ailleurs
plusieurs études ont montré que la résistance a
l'acide nalidixique a été associée a une
efficacité réduite des fluoroquinolones telles
que la ciprofloxacine (Rawat et Nair, 2010 ;
Spanu et al., 2002).

Conclusion
Cette étude a révélé la présence
effective de Salmonella spp producteur de
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BLSE au CHU la Référence Nationale de
N’Djaména. Par ailleurs une diversité des
sérotypes résistantes de Salmonella a été
également observée. La détermination des
caractéristiques moléculaires des isolats de
BLSE est indispensable afin d’assurer
l'utilisation approprié des médicaments
antimicrobiens au Tchad.
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