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Introduction

Dans les pays développés, le gei@ammpylobacterest reconnu comme June des
causes habituelles de gastro-entérite humaine slemri identification par Skirrew €en
1977 (Skirrow, 1977). Il est 'un des premiers pagnes responsable desyinfections
entériques d’origine zoonotique (WHO, 2001). Lesergoirs de ces bacteries sont les
volailles et d’autres animaux d’élevages, qui omagent la contaminationsdé plusieurs
catégories de denrées alimentaires. Le contacttdineec les animaux et Lingestion des
aliments souillés sont considérés comme les prahesp voies de transmission de
l'infection a 'homme (Georges-Courbet al., 1990; WHO, 2001; Cokeet al, 2002).
Cependant, d’'autres voies de contamination existérie doivent pas étre négligées.
D’'une maniere générale, I'eau de consommation Ieeudst.eonsidérée également comme
'une des sources de campylobactérioses, d’apagerice frangaise de sécurité sanitaire
des aliments (Colin, 2006).

L’existence deCampylobactespp. dans les.milieux aquatiques fut I'objet d'&tsid
dans de nombreux cas. En Angleterre, un réseatalflinaversant les zones rurales et
urbaines fut contaminé par ce germe (Bokt@l, 1987, Jonest al, 1999). En Nouvelle
Zélande, la présence de la bactériefa éte révelaes s eaux de rivieres (Sawit
al.,2001 ; Eyleset al, 2003 ; Devaneet ‘al., 2005). Et aux Etats-Unis, les eaux de
montagnes et de rivieres ont été “echantillonnéag p@terminer la distribution et
I'écologie du germé&ampylobacte(Carteret al, 1987 ; Vereert al, 2007). Pour le cas
de Madagascar, aucune étude antérieure n’a étésiaita recherche de cette bactérie dans
les eaux. Il a été mentionné également que la pitdabde I'eau dans la Grande lle est
insuffisante dans les zonessrurales, (Vicens & Gmda, 1982).

Les études relatives a I'eau et aux maladies gaststinales visent généralement
a déterminer une causalité des cas épidémiologiquas étude menée en Espagne a
montré que les eaux de puits étaient épidémiolmyigent associées a la présence de
Campylobacter col(David Pérez-Boteet al, 2010). Les perspectives actuelles visent a
étudier la survie et I'épidémiologie deampylobacterspp. dans les systémes d'eau
naturelle (Thoma®t al., 1998). A Madagascar, un pays en voie de développenes
diarrhées'sont considerées comme la troisieme chus®rbidité dans les centres de santé
(Calvertone “et Maryland, 2005). A Antananarivo, uttede étiologique de diarrhées
infantiles ont permis de déterminer la prévalertide edle de nombreux agents pathogene
a savoir le.germ€ampylobacte(Cassel-Beraudt al.,1992).

Les études préliminaires entreprises par |'Unitédépiologie de I'Institut

Pasteur de Madagascar ont permis de faire ressoniir prévalence élevée notée dans la
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zone rurale de Moramanga. Ces travaux ont étésésatlans le cadre d’une évaluation des
impacts environnementaux sur les diarrhées inantilausées pa&ampylobacterdans
cette région. La prévalence élevée meéne a suppoeer circulation du germe
Campylobactedans le milieu. L'eau de boisson a été choisie ceramité a analyser en
tant que facteur environnemental. La qualité dau’€onsommée est souvent mise en
guestion lors des manifestations diarrhéiques,tdidgwlus que dans les pays pauvres, les
agences de surveillance sanitaire n’existent guer@résence de I'épidémie causée par la
Campylobactériose dans la réegion de Moramangallest-erigine hydrique ?

L'objectif de la présente étude est de vérifier’sau consommée par les
villageois de Moramanga est un vecteur de propagatu pathogeneCampylobacter
Les objectifs spécifiques visent :

- a dresser un profil de contamination des eaux dssbo par le germe
Campylobacter
- a donner un apercu de la qualité de I'eau en teeneharge microbienne,

en vue de prendre d’éventuelles dispositions.

Au cours de cette recherche, une autre méthodalgsmPCR est mise en place
pour la recherche du germe, mais elle nécessiteailitation par rapport a la méthode de

référence qui est I'analyse microbiologique.

Pour atteindre ces objectifs, des analyses quaétatmicrobiologiques et
moléculaires des eaux de boisson sont effectuégmgtant la mise en évidence de la
présence du germ€ampylobacterdans I'environnement. L’évaluation de la charge
microbienne est faite pour discerner la conforrdéd’eau.

Dans le présent document, la premiére partie sermsacrée a quelques
généralités ; suivie de la deuxieme partie, expliques matériels utilisés et méthodes
appliguées entreprises lors de cette étude. Lsi¢roe partie met en évidence les résultats
obtenus avec leurs interprétations. En dernier, lizuiquatrieme partie est consacrée a la

discussion.
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Contexte général

| — Généralités sur le germe
Les généralités traitent les aspects descriglyfstématiques, écologiques et
épidémiologiques de la bactéiampylobacter.
| — 1 — Description et caractéristiques

| — 1 -1 - Position taxonomique du germe

Régne : Bacteria
Embranchement : Proteobacteria
Classe : e-Proteobacteria
Ordre : Campylobacterales
Famille : Campylobacteraceae
Genre : Campylobacter

La classification a été prélevée dans [4®Zdition du Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology (Garrisst al.,2004). L'’embranchement des Protéobactéria est le
groupe le plus important et le plus diversifié égme Bacteria (Prescat al, 1999). Ce
regne fut défini par une différence fondamentalecds microorganismes, en étant des
cellules procaryotes (Batzing, 2002). lseBroteobacteria sont caractérisés par des bacilles
a Gram négatif pouvant étre incurvées ou hélicegddCet embranchement est déterminé
par la présence d’une protéine spécifique riboskenmeopre aux-Proteobacteria (Gupta,
2006). Ce groupe comprend un seul ordre, Campyletades. Ce dernier est formé par
deux familles : Campylobacteraceae et Helicobacter® dont les caractéristiques sont
une croissance en microaérophilie et une mobiigérttive (Batzing, 2002). Le germe
Campylobacteravec les genreécrobacter et Sulfurospirillum forment la famille des
CampylobacteraceagVandamme et al, 1991). CertainsCampylobacter sont dits
thermotolérants dont la température requise paurdeissance est comprise entre 30°C et
48°C ; avec une température de croissance optidggdde a 42°C (Vandammet al,
1991). Ce groupe comprend les espéeCasnpylobacter jejuni Campylobacter coli

Campylobacter upsalienset Campylobacter lari

| — 1 — 2 — Description du germe
Campylobacteest une bactérie, ayant entre 0.2 um et 0.8 prarde et 0.5 um a
5 um de long, a coloration Gram négative dont lapmologie est spiralée ou incurvée ;
leur mobilité en vol de moucheron est caractémgtigrace a un flagelle situé a chaque

extrémité des podles (Prescettal,1999). Un taux de 2 a 10 % d’oxygene, 5 a 10 % de
3
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dioxyde de carbone, (et si possible 5 & 9 % d’hyéine@) est nécessaire pour sa croissance
optimale, ainsi qu’'une température comprise entf€3 et 42° C (Vandamnmet al, 1991),

d’ou I'appellation deCampylobactethermotolérant.

| — 1 — 3 — Caracteéeres biochimiques

Le germeCampylobacteest une bactérie a oxydase positive, une desplantités
des bacilles a Gram négatif. La réaction d’oxydasst en évidence la capacité de la
bactérie a oxyder la forme réduite incolore dew#sriméthylés du paraphénylene diamine,
en leur forme oxydée produisant une couleur vidadi&ure 6). La recherche de cette
oxydase consiste a déceler la présence d’'un engimia chaine respiratoire qui est le
cytochrome-oxydase (Prescettal, 1999).

C’est également une bactérie qui possede une entyroatalase qui décompose le
peroxyde d’hydrogéne @,) en oxygene et de I'eau {8 + 2 Q) (Prescotet al, 1999).
Elle réagit au contact de I'eau oxygénée en pradides bulles d’'oxygenes (figure 7).

Ce germe ne fermente ni n‘oxyde les hydrates ddoocas (CHO), leur
physiologie ne nécessite pas I'assimilation duesatme le métabolise pas (Presebil.,
1999).

| — 2 — Pouvoir pathogene du germe

Les bactéries du gent@ampylobactersont des microorganismes connus comme
agents responsables de diarrhées. Les es@arepylobacter jejunét Campylobacter coli
sont actuellement reconnues comme une des priesigaluses d'entérite aigué (Skirrow,
1977). Linfection se manifeste chez 68% des esfamts d’'une étude de la place des
Campylobactedans les diarrhées infectieuses de I'enfant (Ladéenal, 1991). Ce germe
fut décrit réellement comme pathogéne alimentamresdes années 77 (Skirrow, 1977). La
plupart des especes @ampylobactesont assez peu pathogénes pour les animaux qui les
hébergent généralement de maniére asymptomatiqaés N& peuvent toutefois étre
responsables d’avortements chez les ruminants étodbles digestifs chez le porc, les
oiseaux et méme les carnivores domestiques. Agitwei d’infection diarrhéique chez les
humains, cette bactérie figure parmi les premiathggenes responsables de maladies
gastro-intestinales dans le monde (Tauxe, 1992)ir8kence est redoutée et fait I'objet de

surveillance sanitaire dans les pays développés.
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| — 3 — Manifestation clinique

La maladie humaine la plus frequemment observéeirestentérite aigué, causée
par une infection intestinale, pouvant se compliquea une bactériémie. La présentation
clinique différe selon I'espec€. fetusest I'espece majoritaire en France (Pacanowiski
al., 2010). En comparaison avec les patients présemt@nbactériémie @. jejuniou acC.
coli, ceux avec une bactériémie @ fetus sont plus souvent des hommes, agés
(Pacanowsket al, 2010). La durée d’incubation est comprise ente 20 jours (Prescott
et al, 1999). L'infection entérique se manifeste pailterement par des diarrhées (90 %
des cas), des douleurs abdominales, des sellesisaleptes, de la fievre et parfois des
nausées et des vomissements (Colin, 2006). La plaes toxi-infections alimentaires
collectives liées &ampylobactespp. sont associées a la consommation d’eau, @atsn
ou de lait cru contaminés. Chez les enfants, unireyne de Guillain-Barré est souvent
observé ; cette pathologie est une inflammatiopldsieurs nerfs qui survient subitement
et de fagon transitoire due a un mécanisme d'agreste ces nerfs par les anticorps

propres a l'organisme.

| — 4 — Habitat du germe

Le germeCampylobactea pour hote réservoir les animaux a sang chasdjted
les volailles et les animaux d’élevages (Presebtal, 1999). Il semble que leur niche
écologique soit constituée par le tube digestitee animaux. Ces bactéries réussissent a
coloniser la muqueuse intestinale d'un large évedtadtes, aviaires et mammaliens, y
compris les humains et éventuellement des appaspi®ducteurs chez les bovins pour
certaines especes deampylobacter fetusesponsable d'avortements. En général, cette
colonisation est, soit un commensalisme comme t®iseaux, soit a l'origine d’'un
syndrome infectieux chez les humains. Bien Gaenpylobactemne croisse pas en dehors
de I'hbte, il peut rester viable pendant quelqéesdes dans I'eau, dans les aliments ; dans
ces conditions, ces microorganismes s'adaptent a ndmbreuses contraintes
environnementales. Une étude menée en Nouvellomd&la montré que les écosystemes
d’eau douce, avoisinant les fermes d’élevage, fbobjet d’'une contamination a
Campylobactethermotolérants (Eylest al.,2003).

La présence d€ampylobacterdans I'environnement, notamment dans les eaux,
varie selon plusieurs facteurs : les effluentsflug des eaux usées et les déjections des
animaux porteurs du germe. La densité de ces genamds selon les sources de

contamination. Des études sur les flux dans le Mokt de I'Angleterre ont montré que
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les bactérie€Campylobactersont absentes dans des ruisseaux qui traversertalges
terres, mais sont présentes dans les mémes ceatsghissant par les paturages des bovins
(Joneset al, 1990; Jones and Hobbs, 1996). La présenceCampylobacterdans
I'environnement peut étre considérée comme uneacanation fécale récente, vu que
cette bactérie ne se multiplie que dans son hétrvéir (Jones, 2001). Ce pathogene a été
isolé dans un large éventail d’échantillons enviementaux : les fientes des animaux

d’élevage, le sol et 'eau (Browat al, 2004).

| — 5 — Mode de transmission du germe
Le pathogéne peut se transmettre par voie dirkctcontact avec les animaux
porteurs du germe ; ou indirectes : par le biaisl'a@énentation ou I'exposition a un
environnement contaminé (Prescettal, 1999). L’'évaluation des risques pour 'lhomme
d’attraper le germe est montrée sur la figure litaneen évidence les interactions entre
les hétes réservoirs du germe, I’homme et son enr@ment. Les humains sont exposeés
au germe Campylobacter par une gamme de facteurs d’origine alimentaire et

environnementale.

Animaux Aliments :

Enwronner?ent S— réservoirs poulets,
(eau, sol, Déjections |  (volailles, Abattage viandes
fientes...)

bovins...)

Contact dlirect

Transmission indirecte Transmission indirecte

Homme
Population
exposée

A

Y

ermes engages

Maladie Statut Maladie

Sporadique Immunitaire Epidémiologique

Figure 1. Interactions écologiques @ampylobacter 'environnement, I'eau, les

aliments et les infections@ampylobactefAndrianaivoravelona, D., 2011)
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Les germes peuvent étre diffusés a I'extérieurl’pgermédiaire des déjections et
participent ainsi a la contamination de I'envirommaat (figure 1). L'eau peut étre infectée
par les effluents ou les excréments d’animaux.i@®lus autres facteurs de risques liés aux
aliments ont été déterminés plusieurs fois dongéstion d’autres types de nourritures et
de viande crue ou cuite au barbecue (Oosteetral., 1984; Ikramet al, 1994), de
crustacés et de coquillages, d’eau de surface naitée (Hopkinset al, 1984). Plusieurs
sources peuvent étre considérées comme a l'orggnka propagation du germe. Le non
respect de I'hygiene contribue en grande partietié circulation qui va de 'homme a son
entourage. Le rejet des effluents sans aucunastnficture de traitement (les évacuations,
les canalisations) est a l'origine des pollutiomgamiques. Bien que la survie de cette
bactérie dans I'environnement hydrique soit retatient faible, les eaux de rivieres, des
étangs, des lacs peuvent étre un réservoir norigeégle. Les eaux de surfaces sont
impliquées aussi dans la transmission @eEmpylobacteret peuvent étre d’importants
réservoirs (Denist al.,2009).

| — 6 — Exemple a I'appuiCampylobacter jejun{Prescotet al, 1999)

Campylobacter jejunest une bactérie Gram négatif, bacille incurvéaimual’un
flagelle a I'extremité de chaque péle (figure 2Jj, donnant sa mobilité. Elle se multiplie
dans une atmosphere microaérobie (5 a 10 % d'oxygdn3 a 10 % de dioxyde de
carbone). Cette bactérie colonise le tractus im@sdes animaux. Des études sur les
poulets, les dindes et les bétails ont démontréjugo’'a 50 a 100% de ces volailles ou
troupeaux excretent le gern@2jejuni. Cette bactérie a été également isolée d’'un grand
nombre d’échantillon provenant des eaux de surfalie.se transmet a 'hnomme par la
consommation d’aliment ou d'eau souillé ou par tamtact direct avec les animaux
réservoirs. C.jejuni cause environ 2 milion de cas de gastro-intelmaou
campylobacteriose aux Etats Unis tous les ans.ériage d’incubation dure 2 a 10 jours,
ce germe envahit I'épithélium intestinal et causs ihflammations par la production d’'une
exotoxine. Les symptomes incluent la diarrhée, iévré, de séveres inflammations

accompagnées d'ulcere et de selles sanguinolentes.
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Figure 2: Image au microscope a balayage électronique ctériesCampylobacter jejuni
Source: Virginia-Maryland Regional College of Vatary Medicine, Blacksburg, Virginia

Il — Eau de boisson a Madagascar

Il - 1 — Importance de lI'eau

L’eau est indispensable, elle joue un rble déteamimans la vie des hommes, des
animaux et des plantes. Dans la vie quotidienrle, edt une ressource faite pour de
nombreux usages : I'agriculture, I'élevage, lesgesadomestiques. Elle joue également un
r6le trés important dans les systémes écologig®es.ailleurs, I'eau peut aussi engendrer
des effets néfastes a cette vie. Elle peut transem@és maladies dans les pays de tous les
continents, des plus pauvres aux plus riches. Bades maladies épidémiques ont pour
origine la consommation d’eau non potable (Monjd@97), pouvant parfois induire une
mortalité plus ou moins élevée. Les infections stitmles et les diarrhées d’origine
hydrique et/ou alimentaire sont les principalesadigs qui provoquent des épidémies,
surtout dans les pays en voie de développemerda surleillance sanitaire est encore un
effort a déployer. La plupart de maladies diarrhégsont reliées a la mauvaise qualité de
I'eau, a un assainissement insuffisant et a unehggléfectueuse.

Il — 2 — Ressources en eau de la Grande lle
Elles sont constituées par les eaux continentalgsercielles, les apports
pluviométriques, et les eaux souterraines (Chapetai, 1993). Les eaux continentales
sont représentées par les riviéres, les fleuvetestlacs qui constituent les écosystemes

aquatigues de surface. Les apports pluviométrigoasles précipitations et contribuent a
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l'alimentation des eaux de surface ainsi que deasx esouterraines. Ces dernieres
proviennent de l'infiltration des eaux de surfateles eaux de pluie a travers les couches
terrestres, formant une nappe phréatigue a I'eneodfune couche imperméable.
Généralement les eaux des nappes souterrainepatabtes et sont a I'origine des sources
naturelles d’eau.

La précipitation annuelle en mm et les principaaurs d’eau de la Grande lle sont

représentés par la figure 3

M

A

Cumul annuel de Précipitation (mm)

Zone d'etude Moramanga,

precipitation annuelle de
1700mm a 2900mm
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carte hydrographique de Madagascar

Legende

/. Rivieres

Limite de Madagascar

0 0.0006.001 0.002 0.003 0.004
- Kilometres

source BD 500

Figure 3: A, Carte des précipitations annuelles ; B, Cartatrant les principaux cours
d’eau de la Grande lle (Source : Direction de laédélogie et la FTM)

Les principales sources en eau dans les zonegswsaht les rivieres, les puits, les
eaux de sources, les riziéres et les lacs, quidesitnées a des fins récréatives ainsi qu'a
la boisson. Ces eaux dont la population ruraleadispsubissent rarement des traitements
pour les rendre potables (Vicens & Coulanges, 1982nhéralement, les eaux destinées a
la consommation sont éventuellement bouillies pécgution. En terme de santé publique,
'eau contaminée par des agents pathogenes est dles principales causes de maladies
diarrhéiques, d’ou I'importance de la surveillanisela qualité de 'eau consommeée par la

population (Colins, 2006).
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Il — 3 — Potabilité de I'eau

Une eau potable est définie comme une eau deddité&€onsommation humaine
qui, par traitement ou naturellement, répond a wesnes organoleptiques, physico-
chimiques, microbiologiques. L'aspect, I'odeur et oGt définissent les qualités
organoleptiques. Pour la qualité physico-chimidieau ne doit pas contenir des produits
chimiques indésirables (fer, manganése) ou toxigumescure, plomb) qui seraient nocifs a
la santé de 'homme, a court ou a long terme (OMBS8). La qualité microbiologique est
appréciée par sa charge en microorganismes, I'et@able ne doit contenir aucun germe
pathogene (bactéries, virus, parasites...) qui proe@jt des maladies chez le
consommateur. La qualité bactériologique est Ia phyportante sur la potabilité de I'eau,
par rapport a la qualité physico-chimique et ordgpiique.

La nature et la forme des normes s’appliqguant @aul’de boisson peuvent varier
d’'un pays ou d’'une région a l'autre. Il n’existaspd’approche unique, universellement
applicable. Lors du développement et de la miseeemre des normes, il est essentiel de
prendre en compte la législation, la santé, I'adstiation locale et d’évaluer la capacité
du pays a établir des réglementations et a les &ppliquer. Des démarches susceptibles
de fonctionner dans un pays ou une région ne sastngcessairement transposables a
d’autres pays ou régions. Il importe que chaques ffasse le bilan de ses besoins et de ses

capacités pour la mise au point d’un cadre régleamen

Il — 4 — Acces a I'eau potable

L'acceés a l'eau potable a Madagascar est problgmatiGénéralement dans les
zones rurales, les eaux de boisson ne font I'afiggicune surveillance sanitaire. Il est
estimé qu’en 1999, moins d'un cinquiéme de la pagoh nationale a accés a l'eau
potable propre — acheminée a domicile ou a pastivatnes fontaines publiques (Calverton
& Maryland, 2005). Pourtant le gouvernement malgaahmis en place le code de I'eau
(loi n° 98 029, janvier 1999) qui stipule une amtion de I'acces de I'eau potable par le
peuple. Un accés a I'eau potable nécessite un getiod pour Madagascar surtout dans
les zones enclavées. Il y va de soi que la quaditteau dans les zones rurales ne suit pas
les normes imposées par I'Organisation Mondialéadganté (OMS) pour la potabilité de
I'eau.

Faute de moyens, la majorité des gens issus d'ys pauvre comme Madagascar
ne peut s’offrir un contréle sanitaire de 'eautde&e a la consommation. Un contrdle qui

peut colter cher et seule une minorité de la ptipulanalgache peut s’en procurer.
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Il = 5 — Pollution de I'eau

La pollution de I'eau est une altération qui remeh sitilisation dangereuse aussi
bien pour la santé que pour I'environnement. EBeatpconcerner les eaux superficielles
(rivieres, lacs, fleuves) et/ou les eaux souteesirktlle peut se présenter sous différentes
formes : pollution chimique, bactériologique, pajeéoe ou non. Elle constitue un outil
pour refléter le niveau de la contamination desirenmements. Elle peut provenir des
effluents d’élevages, des déchets domestiques agsndustriels. Les rejets d’eaux
domestiques, dites « eaux usées » ont depuis rsuatéré la qualité des cours d’eau, par
'entrainement de matiéres organiques susceptidlesgendrer des contaminations

bactériennes.

Il — 6 — Maladies associées a l'eau

La qualité de l'eau de boisson suscite des inqigstypour la santé humaine dans
tous les pays du monde. Les risques pour la samié I@s a la présence d'agents
infectieux, pathogénes, et/ou de produits chimiquesiques. L'eau, I'hygiéne et
l'assainissement ont d'importantes répercussionsgassanté de la population. Parmi les
maladies liées a l'eau, on retrouve les maladies/oguées par la présence de
microorganismes pathogenes dans l'eau de boissote(iann, 2001). Il a été rapporté par
'OMS que prées de trois millions de personnes m@uckaque année, principalement des
enfants, suite a des maladies causées par desnsalubres (OMS, 2001). Effectivement,
ceux qui sont les plus exposés au risque de malatlieulée par I'eau sont les nourrissons
et les jeunes enfants, les personnes affaiblievivant dans de mauvaises conditions

d’hygiene et les personnes agées, ainsi que lesimodeprimes.
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Matériels et méthodes

| — Prélevements

Les zones d’étude, les criteres d'inclusion, leslguements d’eaux et la stratégie
d’échantillonnage ont été définis et effectués [Equipe de I'Unité Epidémiologie de
I'Institut Pasteur de Madagascar, dans le cadretrdgaux de recherches sur I'exposition

environnementale des populations infantiles, ddttion aCampylobacter

| — 1 — Site d’étude et lieux de prélévements

A Moramanga s’est implanté un site de recherchel'lstitut Pasteur de
Madagascar, dans le cadre d'un projet d’étude sg whanifestations diarrhéiques
infantiles. Les points de prélévements ont étésibquour étre représentatifs des zones ou
la population est susceptible d’étre exposée esalli des cas d'infectionGampylobacter
ont été détectés. Dans ce site de recherche,ittihf?asteur de Madagascar effectue
plusieurs études et suivis épidémiologiques sur agwrtes. La présente étude a été
effectuée dans le district de Moramanga, commu#@entiohibary dont les délimitations
sont : 18°49' S et 18° 53' S pour la latitude8t#l' E et 48° 14' E pour la longitude. Pour
la période de collecte, il a été décidé de déerr@remier lieu le niveau de contamination
des eaux a partir du mois d’'ao(t jusqu’au mois deembre 2011, sur un total de 10

hameaux. La localisation de ces différents hameasix montrée sur la figure 4.
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Figure 4 : Carte des différents sites de préleveésn@andremanana, R., 2012)
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Dans ces différents hameaux se situent les villagdss diarrhées infantiles se
sont manifestées. La localisation des différentatpal’eau collectifs est définie par

rapport aux usages des villageois.

| — 2 — Stratégie d’échantillonnage
Un échantillonnage stratifié a été adopté pourrawoe meilleure appréciation, en
catégorisant chaque type de prélevement. Afin di@saine représentativité suffisante, les
points d’eaux collectifs ont été prélevés a raislen40 échantillons répartis dans les
différents hameaux, le choix des points d’eauxté&ahaustif. Ces derniers regroupent des
eaux de puits, de riviere, de riziére et de maneoliire, des exemplaires d’eaux provenant
des ménages avec des enfants porteurs symptonsgtagyenptomatiques et ceux n’ayant
jamais été porteurs déampylobacterspp. sont analysés. Les porteurs symptomatiques
indiquent ceux qui excretent le germampylobacteret présentent les symptomes de
I'infection. Les porteurs asymptomatiques sontitelividus porteurs de la bactérie chez
lesquels la maladie ne se manifeste pas. Quam@uyorteurs désignent les étres n'ayant

jamais excrétés le germe.

| — 3 — Transport des échantillons

Le germe Campylobacter est particulierement sensible aux conditions
environnementales, en particulier la déshydratatiorygene atmosphérique, la lumiére
du soleil et les températures élevées. Le transpofaboratoire et les étapes suivantes
doivent donc étre aussi rapides que possible (ddénq@nce le jour méme). Les
prélevements doivent étre transportés dans uneiégta accompagnés de plusieurs
accumulateurs de froid ou des plaques eutectigoeannexe V), pour maintenir la
température adéquate de 5 + 2° C, sinon les ge@aespylobacterisquent de mourir
rapidement. Un milieu de transport approprié augméa probabilité de maintenir les
bactéries Campylobacterprésentes dans les échantillons en un état cukivakes

échantillons doivent étre protégés de la lumiéere.

| — 4 — Regles de prélevement des échantillonaud’ea
Les échantillons d’eau sont prélevés dans desrfiasteériles fournis par I'Institut
Pasteur de Madagascar, en vue d’'une analyse notoglfjue indiquée dans les normes
appliguées au sein du Laboratoire d’ Hygiéne desnéiits et de I'Environnement
(LHAE). La qualité de l'analyse microbiologique @@ du respect des conditions
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d’asepsie lors du prélevement, dont le principe de&strit dans le mode opératoire du
document qualité du LHAE.

Il — Méthode d’analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques ont été effectuéesahoratoire d’'Hygieéne des
Aliments et de 'Environnement (LHAE) de I'Institiasteur de Madagascar. La recherche

par I'identification phénotypique et biochimiqueéi réalisée dans cette étude.

Il - 1 — Recherche déampylobacter
A l'arrivée au laboratoire, les échantillons d'raont été analysés directement
selon la norme A.F.N.O.R. (Association FrancaiseNdemalisation) en vigueur (ISO
10272) avec des modifications apportées suivantdenode de filtration adoptée par Tai-
lee Hu et Pao-chi Kuo en 2009.
La recherche d€ampylobactethermotolérant est la détermination de la présence
ou de l'absence de ces micro-organismes dans um#it@udéterminée d'eau, lorsque

I'essai est effectué conformément au mode opéeagaivant :

Il —1 -1 - Principe

Le principe de la recherche @ampylobactethermotolérant comprend les étapes
suivantes :

- Filtration de 1 L d’eau a travers une membraiieafite stérile de 0,45 um de porosite,
pour amasser les microorganismes présent dansiiéton.

- Enrichissement en bouillon Preston et incubaéioratmosphére micro-aérophile a 42°C
pendant 48 h, pour multiplier les chances d’istdagerme cible.

- Isolement de la culture obtenue en bouillon stlioge selectif a la cefopérazone, au
charbon et au désoxycholate CCDA (figure 5 B) etlbation pendant 3 jusqu’a 5 jours a
42°C, en atmosphére micro-aérophile.

- Repiquage des colonies présumées étreCdmpylobacterthermotolérant pour la
confirmation biochimique.

L’enrichissement sélectif consiste a déposer lteefide la prise d’essai dans un
milieu de culture sélectif, que I'on incube a 42p&hdant 48h dans une atmosphere micro-
aérophile, pour augmenter la quantité d’'unité pauyarmer des colonies. Le milieu de
culture est le bouillon Preston (figure 5 A) auqast rajouté du sang de mouton stérile
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ainsi gu’un supplément contenant des antibiotiqpms €liminer les flores interférentes.
Le mode d'utilisation est indiqué sur la noticesdypplément Preston.

\\\V"
e

Filtre déposé dans
du bouillon
d’enrichissement

Gélose CCDA

Figure 5 : A : Préenrichissement au bouillon Prest@h:;Isolement sur CCDA

(Andrianaivoravelona, D., 2011)

Il — 1 — 2 — Isolement et Identification
L’isolement est réalisé a l'aide d'un ensemenceard@ pl, a partir du bouillon
Preston du pré-enrichissement, sur gélose CCDAIr¢i% B). Les boites sont incubées a
42°C £1°C en atmosphére micro-aérophile. La lectie® boites se fait aprés 24 heures ou
plus généralement apres 48 heures et méme 3 ard gdncubation en examinant les
colonies sur les boites. Sur gélose CCDA, les ¢etosont grises, plates avec tendance a
I'étalement d’ou une certaine difficulté a les prédr a 'ensemenceur.

Il — 1 — 3 — Confirmation phénotypique

Elle est réalisée sur un total de 5 colonies typsget/ou suspectes sur I'ensemble
des boites ensemencées, s'il y en a moins de f&tient toutes les colonies
Comme les germes ne survivent qu’en atmosphere ora@mophile, les tests de
confirmation suivants doivent étre réalisés sare @éur que les germes ne meurent pas.

La morphologie et la mobilité des cultures sonaremées microscopiquement.
Pour cela, une coloration de Gram et un état Barg effectués. A partir des 5 colonies
suspectes, celles qui présentent une morphologieviée et une mobilité caractéristique
en vol de moucheron sont retenues pour les obsamgatltérieures. Elles sont repiquées
sur une gélose Mueller—Hinton au sang (MH) (cf aenH), que I'on incube en micro-
aérophilie pendant 24 a 48 heures dans une étgléera 37° C. Les essais biochimiques

sont réalisés a partir des cultures ainsi obtenues.
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La croissance a 25°C est testée par I'inoculation bouillon Brucella (cf annexe
II) par les souches isolées sur MH et que l'on loc 25°C en atmosphére micro-

aérophile pendant 48 heures. La présence d’'unleandique la croissance des bactéries.

Il — 1 — 4 — Confirmation biochimique
La recherche de I'oxydase et de la catalase éstteée pour la confirmation du

genre aprés un examen microscopidtempylobacteest une bactérie qui ne fermente pas
le sucre, un test est effectué par la culture sargélose TSI (Gélose au citrate de fer (I11)
et aux 3 sucres) en pente (cf annexe II).

* Recherche de I'oxydase

La recherche d’oxydase est d’'une grande importaoce la recherche des bacilles
Gram négatifs. Le réactif utilisé est I'oxalate dienéthylparaphénylene diamine. Une
colonie pure est prélevée a l'aide d’un ensemenpeaig déposée sur un papier buvard
imbibé par une ou deux gouttes du réactif. La présede I'oxydase se manifeste par

I'apparition d’une couleur violette (figure 6).

Figure 6 : Oxydase positif (Andrianaivoravelona, D., 2011)

* Recherche de catalase

La détection de l'activité catalase se fait en gréht une colonie sur un milieu
gélosé et en la mélangeant doucement dans uneegdett solution de peroxyde
d’hydrogéne. L'apparition dans I'immédiat de bulld@®xygene indique la présence de

catalase (figure 7).

Figure 7 : Catalase positif (Andrianaivoravelona, D., 2011)
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* Culture en gélose TSI

La fermentation des sucres et la production deisili’hydrogénee vérifient par la
culture surune gélose TSI = Gélose au citrate de fer (llljaet 3 sucres. La pente est
inoculée par des stries longitudinales et le fordlal gélose (le culot) par une piglre
profonde centrale. L'incubation se fait en atmosphmaicro-aérophile a 42°C pendant 24 a

48 h. Linterprétation des résultats est indiquaesde tableau 1.

Tableau 1: Interprétation des résultats de gélose TSlurm: document qualité LHAE)

Apparence Interprétation
Culot
Jaune Glucose-positif (fermentation du glucose)
Rouge ou inchangé Glucose-négatif (pas de fermentation du glucose)
Noir Formation de sulfure d'hydrogéne (H,S)
Bulles ou fissures Production de gaz a partir du glucose
Pente :
Jaune Lactose et/ou saccharose positifs (1 ou les 2 sucres
utilisé(s))
Rouge ou inchangée Lactose et saccharose négatifs (aucun sucre utilisé)

Aprés les examens microscopiques et biochimiguas,présence du germe
Campylobacteest confirmée si les résultats montrent les caratiques résumées dans le

tableau 2

Tableau 2: Tests de confirmation du ger@ampylobactepour les especes

thermotolérantes : (source : document qualité LHAE)

Test de confirmation Résultats pour G@mpylobactethermotolérants
Morphologie Petits bacilles incurvés (Gram négative)
Mobilité Caractéristique (forte mobilité en vrille)
Oxydase +
Catalase +

Glucose (TSI) -
Lactose (TSI) -
Saccharose (TSI) -
Gaz (TSI) -
Production d’'HS (TSI) (traces de noircissement possibles en présenCecaé)
Culture a 25° C -

+ : positif ; - : négatif
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Il — 1 — 5 — Confirmation de I'espece

Selon lI'espéece a laquelle elle appartient, le ge@ampylobactethermotolérant a
une faculté de résistance a certains antibiotigGeste derniére est déterminée a partir
d’'un antibiogramme qui est une technique de laboratvisant a déterminer la sensibilité
d’une souche bactérienne vis-a-vis d'un ou de plusiantibiotiques.

L’identité de I'espece peut étre confirmée paréisistance a I'acide nalidixique et
a la céphalotine suivie d’une recherche d’hydrolged’hippurate. Ce dernier est un test
utilisé chez les microorganismes pour révéler ikactd’'une enzyme capable d’hydrolyser

I'hippurate de sodium.

» Recherche de la sensibilité a I'acide nalidixiquea & céphalotine
Les étapes suivantes sont effectuées pour cefagrainme :
- Les colonies sur gélose MH sont ensemencées wahsuillon Brucella a I'aide d'une
anse, pour réaliser une suspension de densit&0l'®8chelle de Mac Farland.
- une dilution de cette suspension est effectuéd Hieme dans le méme bouillon
- la surface d'une de gélose MH est inondée awee sgspension diluée.
- un repos de 5 mn est donné, puis I'exces de ssigpeest rejeté.
- les boites sont séchées a I'étuve 37°C pendannl0
- a la surface de la gélose un disque d'acide irigjice et un disque de céphalotine sont
déposés.
- les boites sont ensuite incubées a 37°C en atréosmicro-aérophile pendant 24h.
- la croissance bactérienne est interprétée corihe s
Une croissance au contact du disque est classémeoesistante (figure 17).
Une présence d'une zone d'inhibition, méme iafide la croissance est considérée

comme sensible (figure 17).

e Recherche de I'hydrolyse de I'hippurate

Sa détection se fait en mettant ®ispension, une colonie dans 4d0d’'une solution
d’hippurate de sodium a 1 %, a l'aide d'un enseraengattention de ne pas incorporer
d’agar). L'incubation s’effectue a 37°C pendant, Dhis 200ul de solution de ninhydrine
est ajouté lentement sur le cété du tube de maaidoemer une couche supérieure. Les
tubes de réactions sont incubés de nouveau a 3tidapt 10 min pour pouvoir interpréter

les résultats. La réaction positive se manifeste lja@parition d’une couleur violette
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sombre/bleue. La réaction négative se traduit ‘phsénce de changement de couleur ou

une coloration grise (figure 8).

Apparition de couleur bleu-violet g —

Réaction positive

Réaction négative

Figure 8: Hydrolyse de I'hippurate de sodium (Oxoid Micrabgy product)

Parmi les espéces d@ampylobacteispp. poussant a 42°C, les plus fréquemment

rencontrées sor. jejuniet C. coli. Cependant d’autres especes sont rarement signalée

D’ordinaire, C. jejunipeut étre différencié des autres especes sur éadmmkhydrolyse de

I'hippurate car c’est la seule espece positive meutype de test. Toutefois, I'existence de

souches d€. jejuninégatives pour le test de I'hippurate a été révéléeours de certaines

études (Steinhauserow al, 2001). Le tableau 3 indique quelques caractgues des

especes les plus importantesGhampylobactethermotolérant

Tableau 3: Caractéristiques deéampylobactethermotolérant (source : document qualité

LHAE)

Caracteéristiques C.jguni C.coli C.lari C.upsaliensis
Croissance a 25°C - - - -
H2S (TSI} - +) ; ;
Acide nalidixique S S R S
Céphalotine R R R S
Hydrolyse de I'hippurate + - - -
Catalase + + + - ou faible
Légende: + : positif ; - : négatif ; (+) : faiblement positi S: sensible R : résistant
1 : faible développement d438 dans I'eau de condensation au bout de 5 jours.
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Il -1 -6 — Conservation des souches
Apres la confirmation, les souches issues d'urleur®pures sont récupérées et
conservées dans un milieu spécialisé appelé « shkilkn» (cf annexe Il), qui convient
parfaitement a la conservation des bactéries exigea Apres I'ensemencement et
I'étiquetage (référence échantillon et date) leskim milk » sont conservés a une
température de -80° C.

La figure 9 récapitule les étapes importantes dedaerche d€ampylobacter

Filtration de 1l d’eau
(filtre 0.45um)

A 4

PRE ENRICHISSEMENT
Filtre + 25 ml de Bouillon Preston

:

Incubation en micro aérophile & 42°C pendant 48h

Isolement sur gélose CCDA

:

Incubation & 42°C+1°C pendant 24 h & 72h (jusqu’a 5
jours si nécgssaire)

.

IDENTIFICATION

Prélevement de 5 colonies caractéristiques

<N

- Etat frais et coloration de Gram

- Isolement sur gélose MH ~ ———— |Culture sur gélose TSI

(Incubé & 37° C en microaérophilie) Test d’oxydase et catalase
Sensibilité a I'acide nalidixique + cephalotine
Hydrolyse de I'hippurate
Test de croissance a 25° C

-

EXPRESSION DES RESULTATS
(présence ou absence@ampylobacter

Figure 9: Schéma récapitulatif de la rechercheCdenpylobacter
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Il — 2 — Analyse de la qualité de I'eau

La qualité microbiologique de l'eau est reflétémr ga charge en bactérie, cette
charge bactérienne donne une appréciation sur llatipo de l'eau destinée a étre
consommeée.

La Flore Totale Mésophile Aérobie (FTMA) constituBensemble des
microorganismes aptes a se développer sur uneegéidmaire pour un dénombrement a
la température de 36° C et 22°C. Elle englobe lesabes pathogenes et les microbes
d’altération. Ainsi, un échantillon a valeur en FAMIlevé peut indiquer une probabilité
d’altération microbienne rapide ou une infectiom gas bactéries pathogenes. Elle est un
indicateur microbiologique qui permet d'évaluerctzarge bactérienne globale présente
dans un échantillon. Le dénombrement des microsyes revivifiables reste la
meilleure méthode d’appréciation de la qualité obarlogique de I'eau (Rakotoniaina,
2005).

La recherche des microorganismes aérobies ditsivifiables" permet de
dénombrer les bactéries se développant dans dektioos habituelles de culture. Elle
représente la teneur moyenne en bactéries d'ursduree naturelle. Sous certaines
conditions, ces germes peuvent générer des probldemsanté. Ce sont des indicateurs qui
réveélent le degré d'une contamination bactérietoizate.

La qualité de I'eau est ainsi analysée pour avoirapercu de la quantité de
microorganismes présente dans I'eau consommeéeepavillageois. Pour cela, la norme
EN ISO 6222 pour le dénombrement des microorgaessravivifiables est adoptée. Ces
derniers sont toutes des bactéries aérobies, wlae ou de la moisissure, capables de

former des colonies dans un milieu spécifié.

Il — 2 — 1 — Principe
Le principe consiste a ensemencer dans une gélbegtrait de levure coulée en
boites de Pétri, de volumes mesurés d'un échantifieau ou de ses dilutions, que I'on
incube a 22° C et a 36° C respectivement pendairt B8ures et 4414 heures. Le calcul du
nombre d'Unités Formant de Colonie (UFC) par mtithétillon se fait ensuite a partir du
nombre de colonies formé dans le milieu suivantfdanule suivante, etles valeurs

admissibles figurent dans le tableau 4.

nombre de colonies dénombré
volume ensemencé X dilution décimale

UFC/ml =
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Il — 2 — 2 — Préparation des échantillons
Les échantillons étudiés ont été dilués avec daildistillée jusqu’a une dilution au
100°™ Dans le cas présent, les dilutions af™@t au 108™ ont été ensemencées pour
obtenir a la fin de I'incubation des colonies coaljés.
Pour procéder au dénombrement des microorganisevdgfiables, la figure 10

récapitule les étapes a suivre.

Dilutions au 16™ et au 108™

1ml 1ml

A 4 A 4
Ensemencement en profondeur Ensemencement en profondeur
dans une gélose a I'extrait de dans une gélose a I'extrait de

levure levure
A 4 A 4
Incubation a 22° C Incubation & 36° C
pendant 72 pendant 48

Dénombrement des
colonies par comptage

Figure 10: Schéma récapitulatif du dénombrement des FTMA

Il — 2 — 3 — Valeurs maximales admissibles
Selon les normes établies par 'AFNOR, les valaneximales admissibles de

FTMA sont récapitulées dans le tableau 4

Tableau 4: Valeurs maximales admissibles de FTMA

Valeurs admissibles

Microorganismes revivifiables a 36° C 20 UFC / ml

Microorganismes revivifiables a 22° C 100 UFC / ml

UFC : Unité Formant des Colonies
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lIl — Méthode d’analyse moléculaire

La confirmation de genre et d’esp&ampylobacterpar une méthode moléculaire,
a été effectuée par le Laboratoire d’Epidémio-Sillareee (LES) par Polymerase Chain
Reaction (PCR) multiplex(Yamasaki Matsuneet al., 2007) en point final (PCR
conventionnelle). L'extraction des Acides désoxgnibcléiques (ADN) a été effectuée
avec le kit d’Instagene (Bio Rad).

[l — 1 — Généralités sur la méthode de PCR
La PCR est une méthode permettant la multiplicatitun court brin d’ADN
appelé séquence cible, a partir d’'une infime gt&dfiADN génomique. La séquence cible
est multipliee par syntheses successives a l'aidmatces oligonucléotidiques et d’'une
ADN polymérase thermostable. Chaque synthése ole @& PCR est constituée de 3
étapes constituées de trois plateaux de tempérdiffiéeents : dénaturation, hybridation
des amorces et polymérisation, figure 12.

Il —1 -1 - Dénaturation
Elle constitue la premiére phase d'un cycle de édaction, et se déroule
généralement a une température de 95° C. Soustade la chaleur, 'ADN double brin

perd sa configuration et devient simple brin paulsture des liaisons hydrogenes.

Il - 1 — 2 — Hybridation des amorces
La deuxieme phase est constituée par I'appariemdestamorces avec les brins
d’ADN séparés précédemment, les amorces sont dgmatléotides de courte séquence
servant a initier la polymérisation. Généralemémnphase d’hybridation se déroule a une

température aux environs de 55-60° C.

Il - 1 — 3 — Elongation ou la polymérisation
La troisieme phase d’'un cycle est la polymérisapamprement dite, il s'agit de la
synthese du brin complémentaire de 'ADN de dépavartir des nucléotides présents dans
la réaction et grace a une enzyme qui est 'TADN/p@rase. La polymérisation se déroule
généralement a 72° C.
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La réaction de PCR est une succession de plusigaiss de PCR, figure 11, pour
une amplification exponentielle de I'ADN cible. Lggoduits de I'amplification sont

ensuite révelés au bromure d’éthidium (BET), meseté&éparés par électrophorese.

e
3" cyele

4* cycle
=~ Gene cible < < Amplification exponentielle
/ <=
* cycle
<
( IEC\C]C e e i A » 35'!:'_‘-’CIE
Echantillon & <=
d’ADN < < _
= < <=
R
4 copics RBecopies  l6copies 32 copics 2 = 68 hillion copics

(Andy Vierstracte 1999

Figure 11: Schéma de la réaction de PCR sur plusieurs £y¥lerstarcte, A., 1999)

Température (*C)
94° — -if—— déeénaturation
72° - -4f}—— synthése
55° ] «—— hybridation

-— cycle1 —» at— cycle 22— f— CYCle3 —

Figure 12: Plateaux de température des cycles de PCR (M d&ne2011)
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[l — 2 — Principe de la PCR multiplex

Le principe de la PCR multiplex est basé sur I'dfigaltion, en une seule réaction,
de deux ou plusieurs fragments d’ADN cible difféeeBogardet al, 2005). La PCR
multiplex combine dans une seule réaction, un ehkediamorces pouvant produire des
amplicons de différentes tailles. lls sont spéaifiss des séquences d’ADN cible
différentes. Aprés la réaction, les produits deplaymérisation seront séparés par
électrophorése pour déterminer la taille en pagrdases (pb) des produits de la PCR et
discerner les différentes bandes, correspondapectgement a la taille des séquences
cibles. A partir du gel de I'électrophorése, ontpainsi lire la présence des produits de la
polymérisation de la séquence d’ADN cible.

Pour la confirmation d’espéce @ampylobacterles conditions adoptées pour la
réaction de PCR multiplex par le LES sont cellesrits par Yamasaki Matsuee al, en
2007. Cette analyse permet de déterminer en urle s&action I'identité de six especes,
appartenant au genr@ampylobacter reconnues comme étant les principales especes
responsables des maladies gastro-intestinalesesp@sces sont les suivantes.: jejuni,

C.coli, C.lari, C.upsaliensis, C.fetus, C.hyoinieslis.

Il — 3 — PCR conventionnelle
La PCR conventionnelle consiste a une réaction plification cyclique d’un
fragment d’ADN, basée sur une réaction enzymolagidwes amplicons ne sont mesurés
gu’a la fin de la réaction. Les produits de la ti@acsont révélés par le BET et sont séparés
par électrophorése. La réaction PCR est effectuéemayen d'un thermocycleur
(BIOMETRA 3 000 ou T Gradient) du LES de l'Institttasteur de Madagascar. Les

conditions de la réaction figurent dans le tablgau

Tableau 5: Conditionnement du thermocycleur Biometra 3 000

Température Temps
Polymérase activation 95°C 1 min
Dénaturation 95°C 2 sec
Hybridation 60°C 20 sec
Polymérisation 72°C 0 sec
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Les concentrations initiales du mix de la PCR iplgk sont indiquées dans le

tableau 6

Tableaus : Différentes concentrations du mix réactionneRPC

. Primer
Tampon Primer ) Taq
o MgCl, dNTPs _ mix- )
d’amplification mix-genre . polymérase
espece
[] 1X 3mM 200 pM 0,2 uM 0,2 uM 1U/25p

Dans chaque tube de réaction, la PCR est réalaeeuh volume final de 25ul contenant :

- 2 ul de prise d’essai d’extrait d’ADN a amplifier

- 2,5 ul de Primer-mix genre
- 2,5 pl de Primer-mix Multiplex-&AMPYLOBACTER 2 uM chacun
- 11,3 pul d’eau de qualitée PCR

- 2,5 ul de tampon a 1X

- 1,5 ul de MgQi

- 0,2 ul de Taq Polymérase

Il — 4 — Extraction de 'ADN

Les colonies d&Campylobactelisolées sur gélose MH serviront pour I'extraction

d’ADN a l'aide d’'InstaGene Matrix (Bio-Rad). Ce jplait permet une simple et rapide

préparation de 'ADN pour une réaction de PCR. dhtient des billes de chelex qui

absorbent les débris cellulaires. Les billes fixestimpuretés issues de la lyse cellulaire

qui pourraient interférer lors de I'amplification.

Deux ou trois colonies sont incorporées dans 2@0nktagene, qui ensuite est

incubé dans un bain-marie a sec pendant 10 miguis C, puis pendant 20 minutes a

100° C. Le mélange est ensuite centrifugé pendannihutes a 3 000 g, a température

ambiante. Le surnageant servira d’extrait d’ADNtp#él’'emploi et a conserver a une

température de -20° C pour ne pas abimer I’ADN.
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[l = 5 — Rimers ou amorces
Les références des amorces utilisées dans la PQiplex sont décrites dans
tableau 7. Et la figure 1Bwontre les difféerentes bandes en paire de | (pb) sur le gel

d’electrophoréese.

Tableau 7: Séquences des amorces utilisées pour la PCRpux et les tailles en pait
de bases (pbiles produits PC (source : Yamazaki-Matsume al, 2007

Species Size  Target GenBank Primer Sequence (5’ to 3') Reference or source
(bp} gene accession no.
Genus 816 165 rRNA AL111168 CA412F 5'-GGATGACACTTTTCGGAGC-3' Linton et al (1996)
Campylobacter
Cl1228R* 5-CATTGTAGCACGTGTGTC-3' Linton et al (1996)
C. hyointestinalis 611 235 fRNA  X6776] HYOIF 5’-ATAATCTAGGTGAGAATCCTAG-¥ Inglis & Kalischuk (2003a)
subsp.
hyointestinalis
HYOFET23SR 5'-GCTTCGCATAGCTAACAT-3' Inglis & Kalischuk (2003a)
C. coli 502 askt AFD17758  CCISF 5"-GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-3[  Linton ef al (1997)
CC519R 5'-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-3" Linton et al (1997)
C. fd‘m‘ 359  oHA AY158813 MG3IF 5'-GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT-3’ Hum et al (1997)
CF359R 5'-AGCCAGTAACGCATATTATAGTAG-3' This studyt
C. lari 251  gyA AF136495 CLF 5'-TAGAGAGATAGCAAAAGAGA-3' Wang et al. (2002)
CLR 5"-TACACATAATAATCCCACCC-3' Wang et al. (2002)
C. jejuni 161 g4l AL111168 C-1 5'-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3" Wang et . (1992)
c-3 5'-CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3" Wang et al. (1992)
C. upsaliensis 8% ipxA AY598996 CUGIF 5 -CGATGATGTGCAAATTGAAGC-3’ This studyll
CUI146R 5-TTCTAGCCCCTTGCTTGATG-3 This studyll

Les puitsl et 2 sont des témoins négatifs, 3 correspcC.upsaliensis4 et 5conviennent
a C.jejuni, la souche @&oncordea C.lari, 7 et 8 correspondent@fetu;, 9 représente la
soucheC.coli et 10 appartient a I'espéC.hyointestinalisLes souches 11 a 14averent
étre des soucheSampylobacte par la présence de la bande 816 pb, mais¢quence

définissant I'espéce ne figure pas parrs 6 amorces spécifiquasilisées

bp) M1 2 3 4 5 68 7 B 9 10 111213 14 (bp)

e 816
700 L

611
g% - 502
300 359
G 251

161
100 86

Figure 13: Gel d’électrophorése avec les différentes taillepares de bases d
amplicons (Yamazalidatsuneet al, 2007)
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IV — Méthode d’analyses statistiques

Pour les analyses statistiques, différents test®i@ utilisés pour faire ressortir les

significations des résultats.

IV — 1 — Test chi-deux d’'indépendance

Le logiciel utilisé pour ce type de test est leidoa) libre de statistique «R
commander », version 2.13.1. Cette analyse sesaamn test d'indépendance entre deux
variables qui sont les catégories d’eau et la pigseu 'absence du germe. La formule est
la suivante :

X2 = Z%
Avec un degré de liberté (ddl ou dfk=1
Oi = effectif observé
Ci = effectif calculé

k = nombre de catégories

IV — 2 — Fréquence des échantillons positifs

La fréequence des échantillons positifs permetedsartir le taux d’isolement du

germe et se fait selon le calcul suivant :

. nombre de positifs
Frequence = -
nombre d' echantillms

IV — 3 — Régression linéaire
La régression linéaire est un ajustement de medpltaur faire ressortir une

éventuelle corrélation entre deux variables qut fooharge microbienne et la présence du

germe dans les échantillons d’eau.
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Résultats

En rapport avec les matériels et méthodes, les résultats se rapportent plus aux
travaux effectués en laboratoires.

| — Sites de prélevements

Etant rattaché a I'étude de I'exposition environnementale des enfants dans la zone
de Moramanga, le choix des prélevements a été effectué par I'équipe de I'Unité
Epidémiologie de I'Institut Pasteur de Madagascar. Ce type d’échantillonnage est relatif a

I'étude sur I'exposition environnementale infantile.

Les 10 hameaux de la zone rurale de Moramanga, faisant I'objet de prélévement

d’eau sont récapitulés dans le tableau 8 :

Tableau 8 : Lieux de prélevement des eaux de baisson

Hameaux catégorie d’eau nombre d’échantillons
Ambohimanarivo eau de puits 04
Ambohimiadana eau de puits 01
eau de riviere 01
Ambohinierenana eau de riviere 01
eau de riziere 02
eau de puits 02
Ambohitranivo eau de riviere 01
eau de puits 03
Ambonidobo eau de riviere 01
eau de puits 02
Ampitambe eau de puits 05
Ankazondandy eau de riviere 01
eau de riziere 01
Antanambao eau de puits 04
Befotsy eau de puits 03
Beontsa mare 01
eau de riviere 01
eau de riziere 02
eau de puits 05
Eau de stockage des ménages 78
118

TOTAL  Rappori- graruitcom @
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Un total de 118 échantillons a été prélevé donprf¥iennent des points d’eaux
collectifs : avec 28 eaux de puits, 6 eaux de mvi& eaux de riziere et 1 eau de mare. 78
échantillons provenant des eaux de stocks de métagette méme zone ont également
éte prélevés. Ces derniers échantillons regrougesteaux de stock chez des foyers
porteurs symptomatiques, chez des foyers portesym@Eomatiques et enfin chez des
foyers non porteurs du germe. La répartition en brenrde chaque catégorie d’eau est

représentée sur la figure 14.

nombre d'echantillon
40
35
30
25 -
20 -
15 -
10 -
5 .
0 N W . . .
A\ < < X .
b@Q Q {é\ N ‘\\,\/Q} @'z} q\@Q ®¢$®Q (\Qoé
R 6?’ GQ' é & 00
&P 2 2 O&Q &Qo &
& EY

Stock port.sympt : stock d’eau chez les foyers porteurs symptajua8 du germestock port.asympt :
stock d’eau chez les foyers porteurs asymptomagiga®ck non port : stock d’eau chez les foyers non
porteurs du germe.

Figure 14: Répartition en nombre de chaque catégorie d’eau

Il — Analyse microbiologique

Il — 1 — Recherche déampylobacter

Apres l'enrichissement sélectif dans du bouillseg®on, les isolements sur CCDA
ont donné différentes colonies qui, pendant lesnexe microscopiques et biochimiques,
n'ont pas été d€ampylobacterPlusieurs nortGampylobacteront poussé sur CCDA et
ont donc résisté aux antibiotiques ajoutés au loouibrs de I'enrichissement ainsi qu’a

ceux présents dans le CCDA.

31



Résultats

* Aspect des colonies présomptives
Les isolements dGampylobactesur les boites CCDA ont donné des colonies de
taille variable (petites, moyennes et étalées)xaldeur grise et des fois avec un pourtour
irrégulier. La figure 15 montre les colonies susitdgs d'étre deCampylobacter.

Colonies présomptives

Figure 15: Isolement d&€ampylobactesur CCDA
(Andrianaivoravelona, D., 2011)

Des souches d€ampylobacteront été isolées a partir des échantillons d’eau de
boisson de la zone rurale de Moramanga, la préseété révélée mais uniquement dans

une minime partie des prélevements effectués.

* Observation microscopique :
Campylobacterest une bactérie bacilles gram négatifs dont laphwogie est
spiralée en forme de « S ». Au microscope optide®,cellules se présentent comme
indiquée dans la figure 16,

A

Bacilles incurvés
Gram négatif

o

Figure 16: Campylobacteru au microscope optique a fort grossissement 1Q0x

(Andrianaivoravelona, D., 2011)
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La sensibilité a I'acide nalidixique et la résigta au céphalotine sont montrées sur
la figure 17, montrant un rayon bien distinct pausensibilité. La figure montre bien que

le germe est sensible et ne pousse pas sur un aayour de I'acide nalidixique.

céphalotine
Acide nalidixique

Rayon de sensibilité

Figure 17: Antibiogramme a I'acide nalidixique et a la cgjoline
(Andrianaivoravelona, D., 2011)

La recherche d€ampylobactea démontré la présence de trois souches, isol@astia

des eaux de boisson

Les résultats des tests biochimiques des souoblégssa partir des eaux de boisson

sont résumés dans le tableau 9 :

Tableau 9 :Récapitulatif des résultats positifs

Tests résultats

Souche 1 Souche 2 Souche 3
Oxydase + + +
Catalase + + +

Culture sur TSI - - -

Sensibilité a I'acide nalidixique S S S
Sensibilité a céphalotine R R R
Hydrolyse d’hippurate - - -

+ : positif ; - : négatif ; S : sensible ; R : ré&sant
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D’aprés les tests effectués, les souchesCdmpylobacterqui se sont avérées
positives appartiennent a I'espéceoli

Parmi les points d’eaux collectifs, des eaux detspont été contaminées par
Campylobactedans les hameaux d’Ambohinierenana et d Ambohimanale troisieme
positif était isolé d’'un échantillon d’eau de statkn foyer ayant eu une manifestation de
diarrhée &ampylobacter.

Il — 2 — Analyse de la qualité de I'eau

Le nombre d’Unité Formant de Colonies (UFC) palliliie et calculé apres le

dénombrement représente une valeur qui reflatedege microbienne de I'échantillon.

Il —2 — 1 -Dénombrement des colonies

Les résultats de dénombrement sont représentédadtamideau A (annexe ).

Le dénombrement sur le milieu a I'extrait de leves effectué a partir de la
dilution au 108™ Les figures 18 et 19 montrent la valeur de largdanicrobienne de
chaque échantillon.

Le résultat a révéelé que le nombre de colonies reoemt moyenne une valeur
estimée & 175,69.1@FC/ ml pour, les valeurs sont réparties entr@“et 930.16 UFC/

ml pour les microorganismes revivifiables a 361.& valeur tolérée étant de 20 UFC/ml.

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

0

nbre de colonies/mix100

1 5 91317212529333741454953576165697377818589939710108091317
échantillons

Figure 18: Nombre de colonies x 18e développant & 36° C pour chaque échantillon
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Pour les colonies se développant & 22° C, la mayest estimée a 212,62°10
UFC/ml dont les valeurs sont comprises entre?et@502.16 UFC/ml. La valeur tolérée
étant de 100 UFC/m.

1600

1400

1200

1000

800 |

400

nbr de colonies/mIx100

600 ‘ ‘
0
1 5 913172125293337414549535761656973778185899397101109091317

échantillons

Figure 19: Nombre de colonies x 18e développant & 22° C pour chaque échantillon

Il est quand méme important de noter que les valextrémes influent la valeur de
la moyenne. Le dénombrement des colonies issuémdeulation des échantillons d’eau
de boisson, de la zone rurale de Moramanga, dépagmament les seuils d’acceptabilité
d’une eau destinée a la consommation qui sont déFZDet 100 UFC pour les incubations

respectives a 36° C et 22° C.

Il — 2 — 2 — Aspect des colonies

Une gamme de colonies de tailles variables a éténab (petites, moyennes, et
grandes), de couleurs différentes (blanches, jacnéene, créme fonceé et transparente), et

de forme circulaire, avec un pourtour régulier mégulier.

[1l — Analyse moléculaire

La confirmation moléculaire effectuée au LES ardble résultat représenté dans la

figure 20. Ce gel délectrophorése montre la p@satu genreCampylobactemar la
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bande & 816 pb pour les 11 échantillons, dontéés dernieres (9,10 et 11) correspondent

aux souches isolées a partir des eaux de boissgrpuits 7 et 8 sont des témoins négatifs
et les puits 1, 2, 3, 4, 5 et 6 sont respectiven@metus, C.lari, C.jejuni, C.cqli

C.hyointestinaliset C.upsaliensis D’aprés les témoins positifs, les trois souctsdées

appartiennent a I'espe€zcoli.

1 2 3 4 5 6 B 9 10 11

816 pb
502 pb

Figure 20: Gel d électrophorése (LES, Institut Pasteur dela@jascar, 2013)

IV — Analyses statistiques

IV — 1 — Dépendance entre la présence du gernas eatégories d’eau

Les échantillons positifs des différentes caté@god’eau sont regroupés dans le

tableaulO:

Tableau 10: Nombre de présence et/ou d’absence du germe lesl@atégories d’eau

Catégories Nombre d&¢ Nombre

Présence | d’Absence Totaux
Eau de puits 2 26 28
Eau de riviere 0 6 6
Eau de riziere 0 5 5
Mare 0 1 1
Stock chez les porteurs symptomatiques 1 18 19
Stock chez les porteurs asymptomatiques 0 24 24
Stock chez les non porteurs. 0 35 35
Totaux 3 115 118

Apres une analyse de Pearson's Chi-squared teststuchi-deux d’'indépendance,

les valeurs suivantes ont été obtenues:
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X-squared = 4.8116, df = 6, p-value = 0.5682

Soit I'hypothese nulle kest 'indépendance entre les deux variables “caiggd’eau” et
“nombre de présence/absence”

La valeur de la probabilité est de 0.5682 > 0.05cdthypothése nulle est rejetée soit le

nombre de la présence et/ou I'absence du gerntgpshdant des catégories d’eau.

IV — 2 — Fréquence d’'isolement du germe
Sur 118 échantillons d’eaux en provenance de Manga, trois uniquement ont
éte positifs.

La fréquence d’isolement pour chaque catégorieudésa résumée dans le tableau 11

Tableau 11: Tableau récapitulatif et frequence des échansllipositifs

Catégorie d'eau Nombre Nombre | Fréquence
d’échantillons| de positif | d’'isolement (%)

Eau de puits 28 02 7,14

Eau de riviere 6 0 0

Eau de riziere 5 0 0

Mare 1 0 0

Stock chez les porteurs symptomatiques 19 1 5,26

Stock chez les porteurs asymptomatique4 0 0

Stock chez les non porteurs. 35 0 0

Totaux 118 3 2,54

La fréquence de rencontre du germe est trés fddie chaque catégorie d’eau bien que la

présence du germe est dépendante de cette derniere.

IV — 3 — Analyse de la corrélation entre la présedeCampylobacteet la
charge microbienne
Le rapport entre la charge microbienne et la p@s@bsence du germe
Campylobacterdans les eaux de boissons est reflétée par unbecde tendance faite a
partir d'un nuage de points. Par la méthode derdgression linéaire, la formule de la
courbe est ressortie avec le coefficient de caioflaR représentant la dépendance entre
ces deux variables. Une valeur de 1 a été donnege rparquer la présence et O pour

I'absence. La fonction de la courbe est représesueta figure 21.
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Figure 21 : Corrélation entre la présence @ampylobacteet la charge microbienne

X = la présence ou I'absence

Y = la charge microbienne

R? = coefficient de corrélation

Le coefficient de corrélation de la courbe de tewgaavoisine la valeur zéro,
R?= 0.0116, indiquant qu'il n’existe aucune relatianmtre ces deux variables. La
présence/absence @Gampylobactedans I'eau de boisson est indépendante de laeharg

microbienne.
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Discussion

Cette étude a été menée dans le but de mettre idenég la présence de
Campylobacterdans les eaux de boissons et de dresser un peofdontamination de

I'environnement.

| — Fréquence d’isolement du germe

L’existence du germ€ampylobactern été révélée dans une faible proportion, dans
2,54% des échantillons d’eaux de boisson préledéesontamination environnementale
est confirmée par cette présence mais a un niwstteint. La détection deampylobacter
dans I'eau de consommation permet de justifieririeutation de ce germe dans le milieu
ambiant. Mais cette minime proportion de contandmatiaisse supposer qu’il existe
d’autres facteurs beaucoup plus pertinents, reghies de I'exposition a linfection a
CampylobacterNéanmoins, dans cette région, I'eau de boissdicipe a la transmission
de cette maladie bactérienne a I'hnomme. Il setalicjeux de connaitre l'origine de la
contamination de ces différents points d’eaux em vle prendre des dispositions
correctives ou préventives. Mais par manque d’'mfaions détaillées sur des états de
lieux de prélevements, les potentielles sourcda dentamination de ces eaux ne pourront

pas étre discernées dans le présent document.

Ce faible taux d’isolement peut étre di au fa@ ga germe est fragile nécessitant
de nombreuses conditions pour pouvoir le cultiZéautant plus que le comportement du
germeCampylobacterdans I'environnement est encore mal connu (Bewheat, 1992),
une perte rapide de sa viabilité sur les milieux cidtures est une supposition, un
phénomene associé au développement des formesidescdes cellules bactériennes.
Effectivement, dans des conditions environnemestal@déquates, leur physiologie
adopte la forme viable mais non cultivable en éaota des cellules coccoides a cause de
nombreux facteurs variables lors de leur passage léamilieu extérieur (Harvey et Leach,
1998).

De part cette perte rapide de viabilité, il sepadlicieux d’éviter de transporter les
échantillons sur une longue distance, d’autant plues les conditions de transports, faute

d’équipements adéquats, représentent une limiteqaite étude.

Il — Campylobactedans I'eau

Il a été noté dans les résultats que la présengedne dépendait de la catégorie

d’eau. Dans ce cas, les facteurs qui pourraientanuner ces différentes catégories

39



Discussion

devraient étre évalués. L'eau est reconnue commeat éne des principales voies de
transmission dé&Campylobacteret contribue a augmenter le nombre de cas d'itfesti
sporadiques, le gernt@ampylobactepeut en effet persister dans I'eau dans un étaleyi
mais non cultivable (Baffonet al, 2006). Ces formes viables mais non cultivabled so
potentiellement capables de causer des maladigfingRet Colwell, 1996), et cet état
pourrait expliquer ce faible taux de détection dasseaux (2,54 %). Il a été démontré que
deux souches sur quatre @ampylobactemn’étaient plus cultivables aprés un séjour de 6
semaines dans I'eau (Joretsal, 1991). La forme viable mais non cultivable est forme
de résistance adoptée par le germe pour prolomgsursie et assurer leur transmission a
leur héte (Harvey et Leach, 1998). Une fois dagrsvironnement, beaucoup de bactéries
perdent la faculté de pousser sur les milieux baebément utilisés (Blackburn and
McCarthy, 2000 ; Warekt al., 1990). L'étude des formes dites VBNC ou VNC (Véasbl
But Non Culturable) c'est a dire ne formant pascolenies est un domaine actif de la
recherche (Barer and Harwood, 1999 and Keil al., 1998). Des changements
métaboliques sont observés dans lesquels cesesehel poussent plus, mais gardent un
potentiel de membrane ainsi que des activités robtpies (Besnarét al, 2000 ; del Mar
Lled et al., 2000 ; Grey and Steck, 2001b ; Nilssanal, 1991 ; Turneret al, 2000 ;
Bogosiaret al.,2000).

Les souches isolées lors de cette étude sont tesi€ampylobacter colior la
plupart des études antérieures ont montré un tdsalement plus élevé pour I'espece
Campylobacter jejuniEyles et al, 2003) par rapport a l'isolement diampylobacter

coli ; un phénoméne encore a élucider.

[Il — Contamination de 'eau

L'eau, au cours de son parcours dans le sol ou Wensivieres, se charge de
différents polluants d'origine naturelle et/ou dgine humaine. Un large éventail de
causes participe a cette pollution. La contamimatiicrobiologique des eaux est en
relation avec les activités humaines domestiqugscaes, d’élevages et industriels. Les
sources potentielles de pollution organique santd&rines, les dépbts d’ordures, les eaux
usées domestiques, les dépbts de fumier, les étadtleencore tant d’autres. Il est donc
normale que les eaux de surface, les eaux de poitstraitées connaissent une charge
microbienne tres élevée. Or, les eaux de boisserzdees rurales ne connaissent aucun

traitement pour les rendre potables.
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Les infections &ampylobactenotées dans la zone rurale de Moramanga peuvent
étre aussi causées par d’autres facteurs a padnsommation d’eau contaminée tel le
contact direct avec les animaux réservoirs du geymeourrait favoriser I'exposition de
’lhomme, notamment les enfants en bas age, adlioie aCampylobacterEffectivement,
les infrastructures dans les zones rurales néglige@ bonne hygiene pour prévenir les
maladies diarrhéiques d’origine zoonotique. Le aontavec les déjections des animaux

porteurs du germe favorise aussi I'exposition eplatamination.

IV — Qualité de I'eau en termes de charge micratéen

Les résultats du dénombrement des microorganisev@sfrables présents dans les
échantillons d’eau montrent un chiffre trés élev@rpune charge microbienne. Le bilan de
ces analyses confirme la mauvaise qualité des éawonsommation de la population de
la zone de Moramanga. Ceci pourrait étre en rappat l'inexistence d’infrastructures
pour le traitement de I'eau afin de mettre a Ipadsstion de la population une eau de bonne
qualité. La présence de bactéries autresGpmapylobacteissues de la culture sur CCDA
montre qu’il existe un nombre considérable de Wagéantibiotiques-résistantes dans
'environnement et notamment dans les eaux. Leaonivélevé du dénombrement des
microorganismes n’'a pas de relation directe avgrédaence deSampylobactespp. dans
les eaux du fait que la corrélation entre eux aneia valeur zéro (R= 0,01)

La potabilité de I'eau consommée par la populafigare parmi les Obijectifs du
Millénaire pour le Développement (OMD) décrits p@rganisation des Nations Unies
(ONU). En projetant que d’ici 2015, la pauvretéageréduite, un développement durable
par I'accés a l'eau potable serait a portée de,tbassainissement et bien d’autres
objectifs. L'accés a I'eau potable est un enjeatégique pour la diminution des cas de
maladies épidémiologiques associées a la non ficdade I'eau. D’autant plus que le droit
a l'eau potable et a l'assainissement est un dieit’homme essentiel (Assemblée
Générale des Nations Unies, 2010). L'eau saineites, notre santé et notre bien-étre en
dépendent. En outre, le ministere malgache a mpaae le code de I'eau qui vise a offrir
une eau potable a sa population.

Les maladies diarrhéiques d’origine hydrique santvent reliées a la salubrité de
'eau consommeée ainsi qu’a un manque d’hygiéneid Basteur disait « Nous buvons 90

% de nos maladies ».
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V — Analyse moléculaire

L’analyse moléculaire a eu pour but au départ Blétan nouveau mode opératoire
en effectuant une PCR a partir du bouillon d’engsbment. Le principe étant de faire en
parallele une analyse moléculaire, pour les éclhamdi positifs, et une analyse
microbiologique. Cette derniere servira de méthieleéférence ; une comparaison devrait
étre entreprise pour pouvoir valider la méthode BER a partir du bouillon
d’enrichissement. Malheureusement, les échantillpositifs ne sont qu'au nombre de
trois, ce chiffre n’est pas valable statistiquenysour une comparaison et surtout pour une

validation de méthode.
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Les objectifs essentiels de cette recherche étalenconfirmer la présence de
Campylobacterafin d’en déduire le niveau de contamination dagxede boissons et
d’apprécier la qualité de I'eau consommeée par laufaiion de la zone rurale de
Moramanga. L’étude a permis de mettre en évidempedsence du gern@zampylobacter
principalement dans les eaux de boisson, maisésnfaible proportion. L'eau de boisson
est souillée par la bactérie du ger@mpylobactercela permet d’affirmer la circulation
de ce germe dans le milieu ambiant. Par contrayifennement pourrait étre beaucoup
plus contaminé que I'on ne pense par l'intermédiale la contamination fécale des
milieux. Des études pourraient étre menées swaulges facteurs environnementaux a part
I'eau de boisson.

Cette étude contribuera a expliquer les manifestati diarrhéiques, dues a
l'infection & Campylobacter notées dans la zone rurale de Moramanga ; ellergit
apporter quelques points essentiels pour I'étude<saxposition environnementale de la
population infantile de 0 & 3 ans, a l'infectiorCampylobactes> menée par le Dr Rindra
Vatosoa RANDREMANANA depuis 2008.

Pour ce qui est de la qualité de I'eau, les édi@amg présentent une charge tres
élevée en matiere de microorganismes revivifiaplagjualité bactériologique des eaux de
boissons est non conforme aux normes, du pointidaigrobiologique. Pour la population
de cette zone consommant une eau de mauvaisegguealilocument pourrait étre un outil
de base pour appuyer un éventuel projet d’assemisst comme l'adduction d’eau
potable. L’eau de boisson devrait étre traitée) dféliminer les polluants nocifs ou non,
pathogeénes ou non ; avant sa distribution a lalpépo.

Une étude plus approfondie sur la méthode moléeukserait intéressante pour
déceler la présence du germe méme en état VBNG &mnas, I'état viable de la bactérie
n'est plus nécessaire car il suffit que d’'une iimuantité de matériel génétique pour

détecter sa présence.
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Glossaire

GLOSSAIRE
Amplicon : un fragment d’ADN amplifié pendant une réactiorRieR.
Asymptomatique: se dit d'une maladie qui ne se manifeste pasigasymptomes. Se dit
d'une personne susceptible de transmettre une imalbds qu'elle n'en présente pas les
signes.cliniques.
Bactériémie: désigne la présence de bactéries pathogénelelas®g. La bactériemie
n'est pas forcément responsable de signes clinigaesout lorsque ce passage est
transitoire
Cohorte : Ensemble des individus ou des couples considénsemble sur le plan
démographique
Entérite : est une inflammation intestinale suite a urfedtion qui touche les muqueuses
présentes dans I'estomac et l'intestin. Elle estdduns la tres grande majorité des cas a un
virus ou a des bactéries.
Epidémie: propagation rapide d'une maladie infectieuse grand nombre de personnes,
le plus souvent par contagion.
Epidémiologie: une discipline qui fait une étude scientifiques &pidémies; qui a rapport
aux études des relations entre les maladies etsdifasteurs intervenant dans leur
apparition et leur développement.
Epidémiologique: qui se rapporte a I'épidémiologie.
Microaérophile : organisme dont la croissance est optimale damsmilieu ou la
concentration en oxygéne moléculaire)(6st inférieure a la concentration atmosphérique.
Morbidité : nombre de personnes souffrant d'une maladie @omeddant un temps
donné, en général une année, dans une population.
Organoleptique : se dit des substances (en particulier absorbéesvaiar buccale)
capables d'impressionner un récepteur sensorgaiferde sens).
Prévalence: nombre de personnes atteintes d'une certainadieah un moment donné
dans une population donnée.
Revivifiable : organisme capable de se développer et de sépheuldans un milieu de
culture
Sporadique: qualifie ce qui touche seulement quelques imdisi au sein d'une
population, cas par cas, sans qu'il se forme uamelde transmission continue
Symptomatique: Relatif aux symptédmes d’une affection. Phénorsé@revoqués par une
maladie, permettant d’établir le diagnostic deezell
Thermotolérant : capacité de tolérer une température élevée.

Zoonotique : maladie qui peut se transmettre de I'animal althe.



ANNEXES:


http://www.rapport-gratuit.com/

C et & 22° C POUR DES DILUTIONS au 06

catégorie d'eau réf echt MA 36°C| MA 22°C
eau de puits 2375 39 45
eau de puits 2376 55 64
eau de riviere 2377 49 51
eau de riviere 2378 53 77
eau de puits 2445 18 17
eau de puits 2446 16 24
eau de puits 2447 8 22
eau de riviere 2448 49 55
eau de puits 2449 2 2
mare 2464 52 54
riziere 2465 41 61
eau de puits 2466 32 47
eau de puits 2467 45 49
eau de puits 2471 39 52
eau de puits 2500 18 31
eau de riziere 2501 29 32
eau de puits 2502 22 29
eau de riziere 2503 13 11
eau de puits 2504 9 11
eau de riviere 2526 20 31
eau de riviere 2527 14 25
eau de riziere 2528 21 29
eau de puits 2529 17 28
eau de puits 2530 23 34
eau de puits 2593 9 9
eau de puits 2594 10 17
eau de puits 2595 236 382
eau de puits 2596 51 69
eau de puits 2597 7 9
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ANNEXE | : DENOMBREMENT DES MICRO-ORGANISMES REVINAIABLES a 36°

Tableau A :(Réf écht : référence échantillon, MMicroorganisme revivifiable en aérobie)



eau de puits 2618 51 45
eau de puits 2619 42 49
eau de puits 2620 32 41
eau de puits 2621 41 48
eau de puits 2622 24 33
eau de puits 2664 206 402
eau de puits 2665 41 63
eau de puits 2666 9 11
eau de riviere 2667 57 59
eau de riziere 2668 6 15
eau de puits 3347 143 219
eau de stock de ménage 2762 49 57
eau de stock de ménage 2763 1 1
eau de stock de ménage 2764 146 181
eau de stock de ménage 2765 101 133
eau de stock de ménage 2766 227 239
eau de stock de ménage 2781 102 197
eau de stock de ménage 2782 89 101
eau de stock de ménage 2783 67 71
eau de stock de ménage 2784 81 89
eau de stock de ménage 2785 94 99
eau de stock de ménage 2820 491 108
eau de stock de ménage 2821 591 690
eau de stock de ménage 2822 854 868
eau de stock de ménage 2823 301 354
eau de stock de ménage 2824 98 169
eau de stock de ménage 2852 94 125
eau de stock de ménage 2853 162 154
eau de stock de ménage 2854 201 237
eau de stock de ménage 2855 175 186
eau de stock de ménage 2856 93 103
eau de stock de ménage 2901 16 32
eau de stock de ménage 2902 27 31
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eau de stock de ménage 2903 675 702
eau de stock de ménage 2904 29 37
eau de stock de ménage 2905 46 61
eau de stock de ménage 2918 29 37
eau de stock de ménage 2919 54 66
eau de stock de ménage 2920 46 54
eau de stock de ménage 2921 39 44
eau de stock de ménage 3015 64 82
eau de stock de ménage 3016 448 492
eau de stock de ménage 3017 102 183
eau de stock de ménage 3018 86 155
eau de stock de ménage 3019 46 66
eau de stock de ménage 3020 237 189
eau de stock de ménage 3033 43 49
eau de stock de ménage 3034 27 32
eau de stock de ménage 3035 98 87
eau de stock de ménage 3036 149 161
eau de stock de ménage 3037 278 257
eau de stock de ménage 3072 102 210
eau de stock de ménage 3073 872 981
eau de stock de ménage 3074 228 339
eau de stock de ménage 3075 210 257
eau de stock de ménage 3076 489 829
eau de stock de ménage 3092 241 307
eau de stock de ménage 3093 274 297
eau de stock de ménage 3094 302 329
eau de stock de ménage 3095 247 259
eau de stock de ménage 3096 162 176
eau de stock de ménage 3157 141 175
eau de stock de ménage 3158 561 616
eau de stock de ménage 3159 322 256
eau de stock de ménage 3160 292 349
eau de stock de ménage 3161 64 78
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eau de stock de ménage 3182 57 65
eau de stock de ménage 3183 91 118
eau de stock de ménage 3184 167 154
eau de stock de ménage 3185 268 289
eau de stock de ménage 3186 411 399
eau de stock de ménage 3225 501 607
eau de stock de ménage 3226 347 378
eau de stock de ménage 3227 198 207
eau de stock de ménage 3228 206 297
eau de stock de ménage 3229 301 375
eau de stock de ménage 3282 524 816
eau de stock de ménage 3283 930 1297
eau de stock de ménage 3284 482 536
eau de stock de ménage 3285 688 756
eau de stock de ménage 3286 789 1502
eau de stock de ménage 3300 176 205
eau de stock de ménage 3301 207 309
eau de stock de ménage 3302 306 348
eau de stock de ménage 3303 407 468
eau de stock de ménage 3304 197 209
eau de stock de ménage 3344 256 274
eau de stock de ménage 3345 304 393
eau de stock de ménage 3346 207 299
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ANNEXE Il : MILIEUX DE CULTURES (SourceMicrobiologie alimentaire &™%dition)

Composition et préparation des milieux de culture
1 — Bouillon Preston :

Composition du milieu de base : 10.0 g d’extraitveéande, 10.0 g de Peptone, 5.0 g
de Chlorure de sodium, 1.0 g d’Agar-agar, 1000 'ewual

Préparation : Dissoudre les composants de baselebnans I'eau, en chauffant
jusqu’a dissolution compléte. Ajuster le pH de saytrapres stérilisation il soit de 7,5+0,2
a 25° C. Répartir le milieu de base dans des fabm capacités appropriées et les
stériliser a l'autoclave réglé a 121° C pendanmbbutes.

2 — Gélose a la cefopérazone, au charbon et axytdsmate (CCDA) :

Composition du milieu de base : 10.0 g d’extraitveéande, 10.0 g de Peptone, 5.0 g
de Chlorure de sodium, 4.0 g de charbon, 3.0 gditlysat de caséine, 1.0 g de
désoxycholate de sodium, 0.25 g de sulfate delfe®P5 g de pyruvate de sodium, 8.0 g
a 18.0 g d’Agar-agar selon son pouvoir gélifia®)Q ml d’eau.

Préparation : Dissoudre les composants de basel'dan en portant a I'ébullition.
Ajuster le pH a 7,4+0,2 a 25° C apres la stérilisat

Solution de céfopérazone : 0.064 g de céfopéragoeel’on dissout dans 20 ml
d’eau.

Préparation du milieu complet :

Ajouter stérilement a 990 ml du milieu de basegdfopuis refroidi & environ 47° C, 10 ml
de solution de céfopérazone et mélanger. Versaraen{5 ml du milieu complet dans des
boites de pétri stériles et laisser solidifierriBser a 'autoclave réglé a 121° C pendant 15

minutes.

3 — Gélose au citrate de fer et au trois sucre$gel Sl) :

Composition : 3.0 g d’extrait de viande, 3.0 gxtfait de levure, 20.0 g de
Peptone, 5.0 g de chlorure de sodium, 10.0 g dedac10.0 g de saccharose, 1.0 g de
glucose, 0.3 g de citrate de fer(lll), 0.3 g deoshifate de sodium, 0.024 g de rouge de
phénol, 0.8 & 18.0 g d’Agar-agar selon son pouyslifiant, 1000 ml d’eau.

Préparation : Dissoudre les composants de basel’dan, en portant a I'ébullition.
Ajuster le pH de sorte qu’aprés stérilisation,aitsle 7,4+0,2 a 25° C. Répartir le milieu,

par quantité de 10 ml dans des tubes et stérdid@utoclave réglé a 121° C pendant 15
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minutes. Laisser reposer en position inclinée @®rfaa obtenir un culot de 2,5 cm de

profondeur.

4 — Bouillon Brucella :

Composition : 10.0 g de Tryptone, 10.0 g de Pepjmeptique de viande, 1.0 g de
glucose, 2.0 g d’extrait de levure, 5.0 g de Chierde sodium, 0.1 g d’Hydrogénosulfite
de sodium, 100 ml d’eau.

Préparation : Dissoudre les composants de base beau, en chauffant si
nécessaire. Ajuster le pH de sorte qu’'apres satidin, il soit de 7,0+0,2 a 25° C. Répartir
le milieu par quantité souhaitée dans des tubesppgs. Stériliser a I'autoclave réglé a
121° C pendant 15 minutes.

5 — Skim-milk

Composition moyenne

Humidité : 5,0%

Cendres : 8,0%

Azote total : 5,3%

Sucres réducteurs (ex : lactose monohydraté) %48,0

Extrait éthéré soluble : 0,25%

Mélanger la poudre avec une petite quantité d'datilléle de facon a obtenir une pate
lisse, puis ajouter peu a peu de l'eau distilléerpabtenir un mélange a 10 %. Ceci
eéquivaut a du lait frais, et peut étre stériliséiutes a 121°C a l'autoclave. Prendre soin
de ne pas surchauffer pendant la stérilisation pmumpas caraméliser la solution. Ce
produit peut étre utilisé seul ou avec d’autresédegnts dans des milieux de culture plus
complexes. Une solution a 10 % de lait écrémé ardy@oadditionnée de 0,001 % de
pourpre de bromocrésol constitue un milieu trésfadant pour cultiver les germes des
produits laitiers ou pour différencier les espébe€lostridium etc. Les milieux contenant
du lait écrémé en poudre conviennent tout pargceifnent aux tests d’orientation tels que
la fermentation du lactose et la digestion ou laagedation de la caséine.
Ce produit n’est pas toujours exempt de résidusnarbbiens ; il faut donc effectuer des
tests de conformité lorsqu’il est spécifié dans fomenule d’utiliser un lait en poudre sans

antibiotique.

Vi
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ANNEXE Ill : FICHE D'IDENTIFICATION DES GERMES «Campylobactes
THERMOTOLERANTS
Tableau B : Fiche d’identification

Drate : Visa -
Feference du lot'echantillon

Isolement direct ] Isolement aprés enrichizsement ]
TESTS DE CONFIRAATION
Feférence échantillons colonie Ech1 Echi Ech 3 Ech 4 Ech £
Erar frais 1
4
Croovdase 1
Melot disques - 2
4
Caralase 1
2° 1ot ean oxygenss | 2
4
Culoare en gelosa TSI
Melot geloze 1
1
Croissance a 25°C 1
W lot bomillen Brucella 2
4
Sensibilits 3 I"acide nalidixiqus 1
Hlot ATE - .
Mot MEH + sang ; 3
4
Zansibilita 2 la cefalotine 1
Welpt ATE - 2
4
Hydralvsa de I'hyppurate l
Nelot réactifs : 2
4
+:tastposint - o hastoeganl - 5o sensible E. - resmstant
COMNCLUSION :
Présence de Campylobacter thermotolérants [ Absence de Campylobactar thermotolérants [

Vi



Tableau C : exemple de fiche d’identification coétpé

Drate
Feference du lot'echantillon

16 ao(t 2011
2374 au 237

Visa: 17

Annexes

Isolement direct Sl Isolement aprés enrichizsement X
TESTS DE CONFIEAATION
Fiéférence échantillons colonie 237 2378 237¢ 2371 237¢
Ear frais _I; Immobile Immobile Immobile Immobile Immobile
- Immobile Immobile Immobile Immobile Immobile
3 Immobile Immobile Mobile Immobile Immobile
4 Mobile Immobile Immobile Immobile Immobile
& Immobile Immobile Immobile Immobile Immobile
Croovdase 1 . . . .
Melot disques - E + + + +
2 + + + -
'1' + - -
Gt 1 R R R s :
M lot ean oxygenss | . + + + + +
4 + - + - +
4 + R R . .
:-" + + + + +
Culiare en gelosa TSI + j
H¥lot gelose : 1 B B
4 R R
Croissance 3 25°C 1
M* lot bowmillon Brucella ; p.
4 R
Sensibilits 3 I"acide nalidixiqus 1
Mot ATE - 2z
Welot MH + sang 3 s
4 S
Sansibilite & 1a céfalotine 1
Hlot ATE - F.
3 R
4 R
Hydralvsa de I'hyppurate 1
¥lot reactifs 2
4 R
+:tastposint - o hastoeganl i AL S -5
CONCLUSION

FPrésence de Campylobacter themmotclarant;

X

Absence de Campylobacter thermotolérants [

Présence de&Campylobacter coli dans les échantillons 2374 et 2376

VI
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ANNEXE IV : RESUME DU PROJET MADES

Résumé du projet Mades entrepris par le Dr Rinditod6a RANDREMANANA

La Campylobactériose zoonose et maladie d’origiimaeataire, constitue la®f

cause bactérienne de diarrhées dans les pays dpeslo

La multiplication de Campylobacter spp. se fait principalement chez les
mammiféres et les oiseaux. Les principaux résesvaiont les animaux sauvages,
domestiques, d’élevage (volailles, bovins,...) ebfitme. L’environnement, comme |'eau
et le sol, peut étre contaminé par les déjectiensed animaux. La transmission a 'hnomme
peut se faire alors soit par ingestion d’alimemstaminés, soit par contact direct avec les
animaux infectés. Les eaux de surface utiliséesntwreau de boisson ou a des fins
récréatives ont été rapportées comme source pelterdie contamination humaine. Dans
les pays en développement, les infections/diarrfié€ampylobactersont dues a un

manque d’hygiéne, la proximité avec les animauiifad’acquisition du germe.

L’'analyse préliminaire des données de I'étude ss infections/diarrhées a
Campylobacteren milieu rural dans la commune d’Ambohibary, Moamga a montré
'importance des portages asymptomatiques ; le daleéservoir animal et de I'hygiene
dans la survenue d'une infection Gampylobactecomme la possession d’animaux
d’élevage, I'existence de fientes de volailleslsusol de la maison et de volailles attachés
dans la maison. Ceci pourrait supposer une évéatweaiculation du germe dans la
population animale (avicole, bovine,...) donc prokaient dans I'environnement de ces 2
Fokontany. Pour vérifier cette hypothése et afinpdevoir estimer I'exposition de la
population infantile des 2 Fokontany aGampylobactespp., une étude des sources de

contamination comme I'eau de boisson sera menée.

L’étude durera 1 année avec des enquétes biansu@iesaison seche (Mai a Ao(t) et en
saison humide (Novembre a Mars). Des analyses devements des points d’eaux

communautaires et des stocks d’eaux des ménagesat smenées avec des recueils
d’'informations sur les pratiques des stockagesuX et boisson des ménages. L'analyse
des échantillons des stocks d'eaux sera systéneatitfns les ménages des enfants
diarrhéiques excréteurs deampylobacterspp. En plus, 30 prélevements d’eaux seront

analysés dans les ménages des enfants porteurptasyatiques d€ampylobactespp. et
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30 dans ceux n'ayant jamais été porteurs a raigof dar hameau. La quantité d'eau a

prélever sera de 1l que ce soit pour les pointsuXeu les stocks d’eau dans les ménages.

Identification des partenaires

Les participants a cette étude sont tous de ltiisfiasteur de Madagascar

Noms Fonction Coordonnées

Randremanana Rindra Vatospa Meédecin épidémiolegiste| rrandrem@pasteur.mg

Unité Epidémiologie

Ravaonindrina Noro Médecin — Adjointe du LHAEravaoni@pasteur.mg
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ANNEXE V : PHOTOS DE QUELQUES MATERIELS UTILISES AU LABORATOR
(prises par Andrianaivoravelona, D., & Onihary, A,[2011)

Hotte a flux laminaire

Etuves d’incubation

Boites CCDA dans une jarre

-

ouion Preston dans une jarre

Echantillons d eau

Rampes de filtration

Xl



Electrophorese sur gel

Oxydase positive

Plaque eutectique Membrane filtrante

XIl
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Titre : Etude de la contamination des sources d’eau dadioisarCampylobacteispp. en milieu rural, région

Alaotra-Mangoro, district de Moramanga, communerdb®hibary

Résumé

Une manifestation diarrhéique causée par le g&€arapylobacte Moramanga (région Alaotra-
Mangoro) relevée par I'Unité Epidémiologique de I'InstitAasteur de Madagascar, conduit & effectuer
une recherche pouvant expliquer I'origine de cetfiection. L'étude s’est focalisée principalement s
facteurs environnementaux susceptibles d’engenanerolifération de cette bactérie. Une analysdade
présence ou absence de ce microorganisme danauegle boissons, pour une période allant du mois
d’aolt au mois de novembre 2011, a permis de drasseprofil du niveau de contamination de
'environnement. Les résultats ont montré un fatblex d’isolement du germe (2,54 %), confirmant son
existence dans le milieu ambiant, sans pour aatiintner que I'eau de boisson est la principalerseu
de la diarrhée observée dans la zone précitéeektsstatistiques ont fait ressortir une déperelentre
les différentes catégories d'eau et la présenda Hactérie. Par contre, aucune relation n’estenetére
cette derniére et la charge microbienne. Pour megliquer la prévalence @ampylobacterd’autres

facteurs environnementaux, a part I'eau de boissevraient faire I'objet de recherches ultérieures.

Mots clés : Campylobacter contamination, facteurs environnementaux, eauxbdisson, Moramanga,

Madagascar

Abstract

A manifestation of diarrhea caused Gampylobactemgerms in the area of Moramanga (region
Alaotra-Mangoro), noted by the Epidemiological Uaitthe ‘Institut Pasteur de Madagascar’, leada to
study that attempts to explain the origin of tmgection. The study focused mainly on environmental
factors that could contribute to the proliferatminthis pathogen. An analysis of the presence eselate
of this bacterium in drinking waters would provide profile of the level of contamination of the
environment, for a period of August to November 20lhe results showed a low rate of isolation ef th
organism (2, 54%), which can confirm its existeimcéhe environment, without say that drinking waser
the main cause d€ampylobactefound in the area. Statistical tests revealede@ency between the
different categories of water and the presenceebhcteria. On the other side, no relationship faaisd
between the latter and the microbial load. An apiieta better explaifCampylobacteprevalence, other

factors besides drinking water could be the topitidher study.

Keywords:Campylobactercontamination, environmental factors, drinkingevaMoramanga, Madagascar.
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