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INTRODUCTION

Il existe peu de données francgaises concernant la présence des
bactéries entéropathogénes dans les coprocultures a visée dia-
gnostique effectuées en laboratoire d'analyses de biologie
médicale (LABM). Les objectifs de cette étude étaient (i) d’éva-
luer la fréquence des quatre genres bactériens les plus souvent
identifiés lors d’entérites chez les patients d’origine commu-
nautaire, Salmonella sp., Campylobacter sp., Shigella sp. et Yer-
sinia enterocolitica, ainsi que celle des souches de Escherichia
coli 0157 et de décrire quelques parametres épidémiologiques
concernant les patients infectés, et (ii) d'évaluer la sensibilité
aux antibiotiques des isolats. Nous présentons ici les résultats
du premier volet de cette étude.

MATERIEL ET METHODES

Une enquéte prospective portant sur toutes les coprocultures
consécutives et non répétitives pour un méme patient (la copro-
culture initiale seule a été retenue) a été menée entre octobre
1999 et novembre 2000 dans quatorze LABM de dix régions
francaises. Durant la méme période, I'activité biologique totale
de ces laboratoires a concerné 650.000 dossiers de patients
communautaires.

Les bactéries suivantes ont été systématiquement recherchées :
Salmonella sp., Shigella sp., Campylobacter sp., Yersinia ente-
rocolitica et E. coli O157. Pour les quatre premiéres, chaque
laboratoire a mis en ceuvre ses propres techniques d’isolements
et d’identifications en conformité avec les référentiels existants
[1]. L'identification et le biotypage des souches de Campylobac-
ter sp. ont été déterminés ou confirmés au Centre national de
référence (CNR) des Campylobacter (Pr. F. Mégraud). Le séroty-
page des souches de Salmonella (autre que Salmonella Enteri-
tidis et Salmonella Typhimurium), de Shigella a été réalisé au
CNR des Salmonella et Shigella (Pr. PA.D. Grimont). La
recherche de E. coli 0157 a été effectuée a I'aide du milieu BD-
CHROMagar 0157® (BD-Biosciences, France), I'identification des
souches suspectes étant centralisée dans I'un des laboratoires
du réseau et confirmée par un test au latex (Oxoid, France). Un
controle de qualité externe a été organisé pour vérifier I'apti-
tude des laboratoires a détecter E. coli O157. La présence de
leucocytes et/ou d’hématies était également recherchée a I'exa-
men direct de I'échantillon de selles.

Lors de l'isolement de bactéries entéropathogénes, le biologiste
recueillait aupres du patient et/ou de son médecin, les don-
nées suivantes: age, sexe, code postal, statut « malade » ou
« porteur », durée d'évolution du syndrome entérique, type de
prescripteur (généraliste, spécialiste libéral, autre), type de
patient (ambulatoire, hospitalisation a domicile, collectivité non

médicalisée), cas isolé ou foyer de cas groupés, antécédents
récents de voyage hors de France auquel I'épisode pourrait étre
relié (selon "appréciation du biologiste et/ou du prescripteur),
antécédents d’institutionnalisation dans I'année et d’antibiothé-
rapie dans le mois précédent, antibiothérapie en cours, exis-
tence d'une pathologie chronique (digestive ou non).

RESULTATS

Fréquence des bactéries entéropathogenes

Un total de 4 838 coprocultures a été analyseé sur la période consi-
dérée, cet examen représentant moins de 1 % (4838/650 000)
des dossiers de patients communautaires traités pendant la
méme période. Deux cent soixante-deux bactéries entéropatho-
genes ont été isolées chez 256 patients soit 5,3 % d’échantillons
positifs. Pour 6 patients, deux entéropathogénes ont été isolées
d’'un méme prélevement. La répartition des especes en cause
est indiquée dans le tableau 1. Salmonella (isolées dans 2,6 %
des coprocultures) et Campylobacter (2 %) étaient les bactéries
les plus fréquemment isolées. Yersinia enterocolitica (0,4 %)
était plus souvent isolée que les Shigella (0,3 %). E. coli 0157
n'a été isolée que dans trois coprocultures, le caractere patho-
gene de ces souches ne pouvant étre affirmé en I'absence de
recherche des genes de virulence ou de pathogénicité.

Tableau 1

Répartition des bactéries entéropathogénes (n = 262)
Entéropathogéne n %
Salmonella sp. 128 48.9
Campylobacter sp. 96 36.6
Yersinia enterocolitica 21 8
Shigella sp. 14 5.3
E. coli 0157 3 1.1

Salmonella sp.

Parmi les 128 souches isolées, 124 ont été sérotypées dont 72
(58,1 %) par le CNR. Elles appartenaient a 29 sérotypes, les plus
fréquents étant les sérotypes Enteritidis (n= 55 ; 44,4 %) et
Typhimurium (n = 33 ; 26,6 %). Les sérotypes Hadar et Virchow
représentaient chacun 2,4 % des souches sérotypées (n = 3), les
sérotypes Blockley, Braenderup, Heidelberg, London et Paraty-
phi B représentaient 1,6 % des souches sérotypées (n = 2). Une
souche appartenait au sérotype Typhi. Sur un total de 108 iso-
lats renseignés, 85,2 % (n = 92) provenaient de cas isolés et
14,8 % (n = 16) pouvaient étre reliés a un foyer de cas groupés
(le plus souvent familial).

et peuvent étre reproduits sans copyright avec indi

ion de la source.

BEH n° 08/2003 l La publication d'un article dans le BEH n’ éche pas sa

illeurs. Les articles sont publiés sous la seule responsabilité de leur(s) auteur(s) ‘ 45




Campylobacter sp.

Parmi les 96 souches isolées, 82 ont été identifiées au stade de
I'espeéce : C. jejuni était largement prédominant (n =72 soit
87,8 %), C. coli était plus rare (n = 9 soit 11 %), 1 isolat apparte-
nait a I'espece C. upsaliensis. Soixante-deux isolats sur 96
(64,6 %) ont été adressés au CNR dont 56 (58,3 %) ont été bio-
typés : 39 (69,6 %), 16 (28,6 %) et 1 (1,8 %) appartenaient aux
biotypes 1, 2 et 3, respectivement. L'absence de subculture était
la principale cause de non-transfert des souches au CNR.

Shigella sp.

Parmi les 14 isolats, 9 appartenaient a I'espece S. sonnei, 4 a
I'espéce S. flexneriet 1 a I'espéce S. dysenteriae.

Caractéristiques des patients

Les données ont été recueillies pour les patients dont la copro-
culture était positive (tableau 2). Il s’agissait d’adultes dans
56,3 % (n = 144) des cas et d’enfants dans 43,8 % (n = 112). Pour
96,7 % (n=218) d’entre eux, un syndrome entérique avait
motivé I'examen. La prescription émanait plus souvent d'un
généraliste (n=176; 70,4 %) que d'un spécialiste (n=69;
27,6 %). La majorité des patients était ambulatoire (n=243;
98,4 %) et correspondait a des cas isolés (n =196 ; 89,5 %). La
médiane de durée du syndrome entérique avant I'examen était
de 3 jours (extrémes de 1 a 85 jours), la durée moyenne des
signes étant de 5,5 jours pour Salmonella et de 8,7 jours pour
Campylobacter (p = 0,08).

Les Campylobacter étaient plus souvent isolés chez les hommes
(63,3 %) que chez les femmes (34,7 %) contrairement aux Salmo-
nella dont la répartition respective était de 46,5% et 53,5 %
(p =0,005). Pour ces deux bactéries, deux pics de fréquence
étaient observés, I'un entre 1 et 5 ans (27,1 % des cas) et |'autre
entre 15 et 64 ans (49,0 %). On notait plus souvent un antécédent
de voyage récent lors de I'isolement de Salmonella que dans celui
d'un Campylobacter: 23 % versus 6,1 % (p =0,002). L'isolement
de Salmonella (14,8 %) était plus souvent relié a un foyer de cas
groupés que celui de Campylobacter (4,8 %) (p = 0,031).

Tableau 2
Caractéristiques « épidémio-cliniques » des patients (n = 256)

Item (nombre de réponses) N %
<1an 8 3,1
1-5 ans 64 25,0
Age (256) 6-14 ans 40 15,6
15-64 ans 120 46,9
> 64 ans 24 9,4
féminin 122 48,0
Sexe (254) masculin 132 52,0
Statut malade/porteur (225) syndrome entérique 218 96,7
porteur 7 3,3
généraliste 176 70,4
Type de prescripteur (250)  spécialiste libéral 69 27,6
autre 5 2,0
ambulatoire 243 98,4
Type de patient (247) HAD?® 3 1,2
collectivité non médicalisée 1 0,4
cas isolé 196 89,5

T d 219 !
ype du cas (219) cas groupés® 23 10,5
non 175 83,3

ATCD (21 !
€D voyage* (210) oui 3% 16,7
e non 187 92,6

ATCD h | (202 !
CD hospitalisation @ (202) oui 15 7.4
- . non 175 87,1

ATCD antibiothé (201 !
antibiothérapie© (201) oui 26 129
Antibiothérapie non 198 95,2
en cours' (208) oui 10 4,8
. . non 179 89,5

Pathol h 9 (200 !
athologie chronique ¢ (200) oui 21 105

 hospitalisation a domicile ; " infection dans le cadre d’'un foyer de cas groupés ;
“antécédent de voyage récent a I'étranger auquel I'épisode infectieux pourrait étre relié;
dantécédent d’hospitalisation dans I'année ; ®antécédent d’antibiothérapie dans le mois
précédent ; "antibiothérapie encore en cours au moment du recueil de selles ; ¢ existence
d’une pathologie chronique (infectieuse ou non, digestive ou non)

DISCUSSION

Cette étude a reposé sur les données de 14 LABM non repré-
sentatifs de la population drainée par I'ensemble des LABM du
territoire national. Cependant 4 838 coprocultures ont été ana-
lysées systématiquement pour cinq pathogenes pendant une
année pleine et, a ce titre, les résultats de cette étude sont indi-
catifs de la prévalence de ces bactéries lors d’une recherche
systématique. Au total, 5,3 % des échantillons analysés étaient
positifs. La prescription d’une coproculture n’est pas recom-
mandée lors d’épidémies communautaires de gastro-entérites
mais seulement en cas de diarrhée avec séjour récent en zone
tropicale, diarrhée invasive, TIAC, ou de diarrhée chez un
patient infecté par le VIH [2]. Bien que rarement prescrit, cet
examen fait probablement partie, au méme titre que la
recherche de parasites, du bilan systématique de certains syn-
dromes diarrhéiques non infectieux en pratique médicale cou-
rante. Cela pourrait contribuer a expliquer la faible prévalence
des bactéries entéropathogénes dans les échantillons analysés.

Salmonella et Campylobacter ont été les deux entéropathogénes
les plus fréequemment isolés, Salmonella étant plus fréquent que
Campylobacter, contrairement a ce qui est observé dans
d’autres pays. L'hypothése d'une incidence faible des infections
a Campylobacter dans la communauté parait peu probable au
regard des données obtenues dans ces pays. La prévalence plus
faible de Campylobacter observée ici pourrait étre attribuée a
une moins bonne expertise des LABM dans l'isolement de cette
bactérie. Jusqu’a la mise en place de cette étude, un certain
nombre d’entre eux ne réalisait pas, suivant les recommanda-
tions existantes [1], sa recherche systématique. L'isolement de
Campylobacter plus fréquent chez I’'homme que chez la femme
a déja été documenté, notamment chez I'adulte jeune. |l serait le
reflet de mauvaises pratiques culinaires chez des néophytes
comptant jusque la sur d'autres pour préparer les repas [3]. Le
classement des quatre sérotypes les plus fréquents de Salmo-
nella dans cette étude est conforme a celui du CNR pendant la
méme période [4]. La prévalence de Yersinia enterocolitica étant
supérieure a celle des Shigella, sa recherche devrait étre aussi
systématique que celle de ces dernieres. La faible prévalence de
E. coli 0157 dans cette étude ne remet pas en cause les recom-
mandations des autorités sanitaires concernant sa recherche
systématique dans les selles glairo-sanglantes.

Cette enquéte confirme que les Campylobacter doivent étre
systématiquement recherchés dans les coprocultures. Il serait
souhaitable que des actions de formation et une standardisa-
tion des techniques accompagnent la mise en ceuvre de cette
recherche.
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ALERTE

Le 14 janvier 2001, le SAMU a signalé a la Direction départe-
mentale des affaires sanitaires et sociales (Ddass) de la Somme
la survenue de cas de gastro-entérites dans une maison de
retraite @ Amiens. Au cours de la nuit du samedi 13 au
dimanche 14 janvier, des résidents ainsi que certains membres
du personnel ont eu des vomissements et/ou de la diarrhée, fai-
sant suspecter une toxi-infection alimentaire collective (TIAC).

Une investigation a été réalisée afin de confirmer la nature
épidémique du phénoméne, d’en mesurer I'importance, d’'iden-
tifier le véhicule et la source et d’orienter les mesures de
contréle.

METHODES
Enquéte épidémiologique

Une étude cas-témoins a été réalisée parmi les résidents et le
personnel.

Définition de cas : un cas a été défini comme une personne rési-
dant ou travaillant a la maison de retraite et ayant eu une diar-
rhée aigué (> 2 selles liquides par jour) et/ou des vomissements,
dans la nuit du 13 et la journée du 14 janvier 2001.

Définition d'un témoin : un témoin a été défini comme une per-
sonne résidant ou travaillant a la maison de retraite, présente
dans la maison de retraite le 13 et le 14 janvier et n'ayant pas eu
de signes de gastro-entérite.

Tous les malades recensés ont été inclus. Les témoins ont été
choisis au hasard sur une liste alphabétique parmi les résidents
et le personnel répartis par étage.

Trois membres du personnel (2 cas et 1 témoin) et 26 résidents
(7 cas et 19 témoins) ont été questionnés sur les aliments
consommeés dans les trois jours précédant I'apparition des symp-
tdmes, soit six repas et les petits-déjeuners. La consommation
d'huitres a également été renseignée parmi les autres cas rési-
dents a partir de l'interrogatoire du personnel encadrant.

L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel TIAC 4.0.

Enquéte microbiologique

Chez les malades

Des coprocultures ont été réalisées chez 13 résidents malades et
12 membres du personnel incluant les 2 malades. Ont été

recherchés Salmonella, Shigella, Campylobacter et Yersinia ;

19 échantillons de selles ont été envoyés au CHU de Dijon pour
des recherches virologiques incluant les calicivirus humains
(genres Norovirus et Sapovirus), les astrovirus, les adénovirus
types 40 et 41 et les rotavirus. Les rotavirus, les astrovirus et les
adénovirus 40 et 41 ont été détectés par méthode immuno-
enzymatique et les calicivirus par RT-PCR avec plusieurs sets
d’amorces s’hybridant a la région codant I’ARN polymérase
virale [1] et la capside [2]. Le typage des souches a été réalisé
par séquencage dans le gene de la polymérase et dans celui de
la capside virale.

Dans les aliments

Une enquéte alimentaire a été menée par la Direction départe-
mentale des services vétérinaires (DDSV) et le Service commu-
nal d'hygiene et de santé (SCHS) incluant une inspection des
cuisines et des prélevements d’échantillons sur certains
aliments servis au cours des repas suspectés.

Quatre échantillons ont pu étre prélevés par la DDSV :
- huitres creuses (repas du 12 janvier a midi),
- brochettes de colin surgelées (repas du 12 janvier a midi),

- ceufs ayant servi a la préparation de I'omelette (repas du
12 janvier au soir),

- ceufs durs (repas du 11 janvier au soir).

Aucun échantillon des repas du samedi 13 janvier n’a été
conservé et donc aucune analyse n’a pu étre effectuée sur les
aliments servis a ces repas.

Les quatre échantillons prélevés ont fait I’objet d'une recherche
de Salmonella et de flore a incidence de contamination fécale :
Escherichia Coli - bétaglucuronidase, coliformes thermotolé-
rants. En outre, le Laboratoire national vétérinaire de Rungis a
effectué une recherche de toxines marines de type DSP (Diar-
rhetic shellfish poisoning). L'Afssa de Maisons-Alfort a recher-
ché sur I'échantillon d'huitres des calicivirus humains avec des
méthodes de transcription inverse et d’amplification enzyma-
tique en chaine (RT-PCR). Les séquences des produits d'amplifi-
cation ont été caractérisées et analysées.

RESULTATS

Au total, 19 malades ont été recensés, 17 parmi les 113 rési-
dents (taux d'attaque 15 %) et 2 cas parmi le personnel.

Figure 1

Courbe épidémique des cas de gastro-entérite aiglie, maison
de retraite, département de la Somme, janvier 2001

Nb de cas

Consommation
54 d'huitres

PSS STFTITS SSFIS S &8

%
%,

vendredi 12 samedi 13 dimanche 14

Courbe épidémique

Les cas sont survenus groupés dans le temps au cours de la nuit
du samedi 13 au dimanche 14 janvier, ce qui suggérait une
source commune et ponctuelle de contamination.

Description clinique des cas

La symptomatologie était caractérisée par de la diarrhée
(89,5 %), des vomissements (63,1 %), et des douleurs abdomi-
nales (26,3 %). Aucun des malades n’a eu de fievre supérieure
a 38,5°C. Les symptoOmes ont régressé en moins de 24 heures
chez tous les malades.

Enquéte épidémiologique

L'enquéte a concerné 15 aliments servis au cours des repas des
12 et 13 janvier 2001.

BEH n° 08/2003

47




Seule la consommation d’huitres était significativement asso-
ciée a la maladie : O.R. = 6,9 ; intervalle de confiance [1,1-74,2].
Dix sept parmi les 19 malades en ont consommé (89 %) versus
11 témoins parmi les 20 interrogés (55 %).

La symptomatologie et le délai d’incubation calculé en tenant
compte de la date et I'heure du repas ou ont été consommeées les
huitres (médiane de 38 heures, minima : 33 heures, maxima :
47 heures) étaient en faveur d’une cause virale.

Enquéte microbiologique

Les analyses bactériologiques des selles étaient négatives, ainsi
que la recherche d’adénovirus, d'astrovirus et de rotavirus.
Parmi les 19 échantillons de selles analysés pour la recherche
virale, 13 étaient positifs a norovirus. Le séquencage des pro-
duits d’amplification réalisé pour 8 patients a permis d’identifier
5 souches différentes (figure 2) : 2 appartenaient au génogroupe
| et 3 au génogroupe Il. Parmi ces 8 patients, 6 étaient co-infec-
tés par 2 souches.

Les analyses standards réalisées sur les huitres, étaient néga-
tives, de méme que la recherche de toxines marines. La
recherche d’ARN de norovirus était positive par la méthode
d’amplification ciblant le géne de la capside. Le séquencage a
mis en évidence 90 % de similitude avec le virus Norwalk.
Toutes les analyses bactériologiques réalisées sur les autres
échantillons alimentaires étaient négatives.

Figure 2

Souches de Norovirus détectées chez les patients (E136 a E149)
et dans les huitres (huitres- 20010116-04217) : arbre phylogénique
réalisé sur une région du gene de la capside

Chiba Valetta

Southampton E145

Winchester

Musgrove
Desert shield Sindlesham
Norwalk
Génogroupe | E142
Huitres-20010116-04217
Lordsdale Grimsby
E136-E145-E149 E141
Arg320 Seacroft
Toronto
Leeds
Hillingdon
Melksham Amsterdam
E147
Girlington  Hawall
Génogroupe I
Alphatron

La comparaison des séquences des souches identifiées chez les
patients avec celle de la souche trouvée dans les huitres mon-
trait une stricte identité sur la région commune séquencée pour
les virus proches du virus Norwalk (figure 2). La contamination
virale par une double population différant seulement a deux
positions nucléotidiques sur 204 analysées a été retrouvée a la
fois dans les huitres et chez les patients.

DISCUSSION

Les enquétes épidémiologique et microbiologique ont montré
que cette TIAC était due aux norovirus, dont la source de
contamination était la consommation d’huitres le vendredi
12 janvier (déjeuner). Lenquéte microbiologique a permis de
confirmer les résultats de l'enquéte épidémiologique, en
précisant la nature de l'agent infectieux en cause, et en le
détectant a la fois dans les selles de malades et dans un
I'aliment suspecté. Le fait de détecter plusieurs souches de
norovirus chez les patients suggére que les huitres étaient
multicontaminées, méme si la diversité des souches était moins
importante dans les huitres, et seulement limitée a une double
population.

Les norovirus (anciennement virus Norwalk-like) sont connus
pour provoquer des épidémies de gastro-entérites dans les
collectivités. La transmission de la maladie se fait par voie oro-
fécale. Linfection peut survenir aprés ingestion d’aliments
contaminés. Ces aliments sont souillés soit lors de leur
manipulation par des personnes infectées, soit par
I'intermédiaire du milieu hydrique (lavage de denrées, irrigation
de végétaux consommeés crus ou élevage de coquillages avec
des eaux contaminées). Les aliments les plus régulierement mis
en cause sont les coquillages et, en particulier, les huitres. C'est
ainsi que 61 personnes ont été malades dans |'Hérault aux
environs de Noél 1992 suite a la consommation d'huitres
vendues au marché local [3]. Un épisode épidémique s'était
déclaré parmi les participants d'un congres a Poitiers en mars
1997, ou 120 personnes avaient été malades suite a la
consommation d'huitres [4]. D'autres coquillages ont pu étre
incriminés, comme cet épisode survenu a Rochefort en mars
1994, ou des palourdes servies lors d'un repas ont été a I'origine
de 21 cas [5]. L'environnement des malades peut également étre
vecteur et contaminant (plusieurs épidémies documentées sont
survenues suite a wune contamination indirecte par
I'environnement souillé) et la transmission inter-humaine est
importante. Pour |'épidémie que nous décrivons, l'alerte
précoce et les mesures d’'hygiéne prises au sein de
|"établissement ont permis d’éviter |'apparition de cas
secondaires. Ces mesures ont inclus un renforcement de
I'hygiéne du personnel au contact des malades, une séparation
du circuit de linge sale des cas, ainsi qu'une désinfection des
locaux.

Cette épidémie est un nouvel exemple impliquant la consom-
mation de coquillages. Elle est également I'occasion de souli-
gner l'implication des virus du genre Norovirus dans les toxi-
infections alimentaires collectives, nécessitant des recherches
spécifiques afin de les identifier.
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