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RESUME

Objectif : Le but de cette étude était d’évaluer la prévalence de Cronobacter spp (Enterobacter sakazakii)
pathogéne opportuniste émergent et d'autres entérobactéries dans les préparations en poudre pour
nourrissons (PPPN) commercialisées a Abidjan.

Méthodologie et Résultat : L’étude a été réalisée au Laboratoire National de la Santé Publique (LNSP) a
Abidjan de mai a septembre 2005 sur la qualité microbiologie de 185 échantillons de préparations en poudre
pour nourrissons (PPPN) commercialisées a Abidjan. La recherche et dénombrement des entérobactéries
ont été effectués selon les normes AFNOR NF V 08-021(2002) et Cronobacter spp. a été recherché selon la
méthode décrite par Kandhai et al. (2004b).Les résultats ont révélé que 20,54 % (38) des échantillons
étaient contaminés par des entérobactéries. La prévalence de Cronobacter spp. a été de 63,16 % (24/38)
des échantillons contenant les entérobactéries et de 12,97 % (24/185) de I'ensemble des échantillons
analysés. Les souches d’entérobactéries isolées ont été essentiellement Cronobacter spp., Salmonella
reading, Klebsiella pneumoniae, Pantoea spp., Citrobacter diversus et Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Serratia ficaria et Serratia odorifera. Au total, 59 isolats d’'entérobactéries ont été identifies et
Cronobacter spp. a été prédominant (40,68 %).

Conclusion et application : Les résultats obtenus ont montré un niveau de contamination important des
PPPN commercialisées sur le marché abidjanais par des entérobactéries avec la prédominance des
Cronobacter spp. et la présence d’un risque réel d'infection des consommateurs en termes de santé
publique.

Mots clés : Cronobacter spp., Préparation en Poudre Pour Pourrissons, Abidjan.
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Abstract

Objective: The purpose of this study was to assess the prevalence of Cronobacter spp. (Enterobacter
Sakazakii) an emerging opportunistic pathogen and other Enterobacteriaceae in the powdered infant formula
(PIF) marketed in Abidjan.

Methodology and results: The study was conducted at the National Laboratory of Public Health (LNSP) in
Abidjan from May to September 2005 on microbiological quality of 185 samples of powdered infant formula
(PIF) marketed in Abidjan. The enumeration of Enterobacteriaceae was performed according to standard NF
V 08-021 and Cronobacter spp. was searched using the method described by Kandhai and al. (2004b). The
results showed that 20.54% (38) samples were contaminated with Enterobacteriaceae. The prevalence of
Cronobacter spp. was 63.16% (24/38) of samples containing Enterobacteriaceae and 12.97% (24/185) of all
samples analyzed. Strains of Enterobacteriaceae were mostly isolated Cronobacter spp., Salmonella
reading, Klebsiella pneumoniae, Pantoea spp., Citrobacter diversus and Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Serratia ficaria and Serratia odorifera. In total, 59 isolates of Enterobacteriaceae were identified and
Cronobacter spp. was predominant (40.68 %).

Conclusion and application: The results obtained showed a significant level of contamination of PIF marketed
in Abidjan by Enterobacteriaceae, Cronobacter spp. and the presence of a real risk of infection to consumers

Prévalence de Cronobacter spp dans les préparations en poudre pour nourrissons

in terms of public health.

Keywords: Cronobacter spp., Powdered Infant Formulas, Abidjan.

INTRODUCTION

L’alimentation des enfants de méres séropositives
au VIH/SIDA et celle des enfants de faible poids a
la naissance se fait essentiellement par
Iallaitement artificiel (INFOSAN, 2005). Les
préparations en poudre pour nourrissons (PPPN)
utilisées peuvent cependant contenir des agents
pathogénes dont Cronobacter spp. anciennement
appelé Enterobacter sakazakii, un pathogéne
opportuniste émergent appartenant a la famille des
entérobactéries (lversen, C. & Forsythe, S.J.,
2003 ; Iversen et al., 2007 ; lversen et al., 2008 ;
Healy et al., 2009). Cronobacter spp. a été associé,
dans tous les groupes d’age, a de nombreuses
affections graves et potentiellement mortelles, y
compris des méningites, des bactériémies, des
septicémies et des entérocolites nécrosantes, en
particulier chez les nourrissons et les nouveau-nés
qui sont les sujets les exposés. Bien que la plupart
des cas fréquemment enregistrés aient frappé des
nourrissons, des 'infections sous forme de
septicémie chez des enfants en bas age et chez
des adultes ont été rapporté (CCHA, 2004 ; Joint
FAO/ WHO, 2004 ; Proudy, 2009). Par ailleurs, des
taux de mortalité dus a Cronobacter spp. allant de
20 a plus de 50 % dans certains cas ont été
rapportés chez les nouveaux nés et les nourrissons
contaminés (InVS, 2006). Des rapports d’expert ont

mentionné une corrélation entre l'infection causée
par Cronobacter spp. et les PPPN (CCFH, 2003 ;
FAO/OMS, 2004). Les techniques actuelles de
fabrication ne permettent pas de produire des
PPPN exemptes de germes et des bactéries
pathogénes telles que les Cronobacter spp.
peuvent s’y trouver. L'environnement de production
associé a des manipulations non hygiéniques au
cours de la fabrication, la conservation et des
conditions d’usage inappropriées constituent les
potentielles sources de contaminations des PPPN
(Kandhai et al., 2004a; FAO/OMS, 2007). Les
Cronobacter spp. ne se développent pas dans les
PPPN séches mais peut y survivre durant plus
d’une année. Une fois la préparation reconstituée,
ces micro-organismes peuvent se développer pour
étre dangereux si les conditions de préparation, de
conservation (température) et d'utilisation s’y
prétent (INFOSAN, 2008).

Cette situation est préoccupante ; surtout dans les
pays en voie de développement comme la Cote
d’lvoire ou la proportion des enfants de meres
seropositives au VIH/sida et susceptibles d'étre
nourris avec les PPPN, est élevée (Projet Retro-Cl,
2004 ; INFOSAN, 2005). De plus, les données sur
la qualité sanitaire des PPPN contaminées par les
entérobactéries ne sont pas toujours disponibles en
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Cote d'Ivoire et particuliérement celles relatives a la entérobactéries et les Cronobacter spp. des PPPN
présence des Cronobacter spp. Cette étude a été vendues sur le marché a Abidjan.
menée pour évaluer la contamination par les

MATERIEL ET METHODES

Matériel d’étude : Il est essentiellement constitué par NF V 08-021 a été utilisée pour évaluer le niveau des
les préparations en poudre pour nourrissons. contaminations. La recherche de Cronobacter spp. a
Echantillonnage : L’étude s'est déroulée de Mai a été menée selon le protocole décrit par Kandhai et al.
Septembre 2005 au Laboratoire National de la Santé (2004b) (Figure 1).

Publique. Un total de 185 échantillons de PPPN a été Recueil et analyse des données: L'analyse
prélevé. Les prélévements ont été effectués chez les statistique a été purement descriptive.

grossistes répartiteurs de produits pharmaceutiques,
dans les officines de pharmacie et les magasins de
super marché de vente au détail localisés a Abidjan.
Les produits sélectionnés et transportés au laboratoire
pour analyse étaient conditionnés en emballages
individuels d’origine, fermés et non entamés,
répondant aux normes réglementaires (CODEX STAN
-72-1981).

Analyse bactériologique : Tous les milieux de culture
et réactifs utilisés dans cette étude ont été obtenus
des laboratoires bio Rad et bioMérieux, France. Les
échantillons prélevés ont été analysés pour la
recherche, le dénombrement, [lisolement et
lidentification des entérobactéries et de Cronobacter
spp. La méthode bactériologique de recherche et de
dénombrement des entérobactéries selon la norme

10 g de poudre de préparation pour nourrissons
+ 90 ml d’'Eau Peptonée Tamponnée a pH 7,2
Laisser revivifier pendant 30 minutes a 25 °C
Mélanger soigneusement et incuber pendant 18 a 20 heures a 37 °C

}

Ensemencer un ose de culture sur gélose lactosée biliée au rouge neutre et
au vert brillant (VRBL)
Incuber 20 a 24 heures a 37 °C

v

Réensemencer les colonies typiques de coliformes sur gélose trypticase soja (TSA)
Incuber pendant 24 heures a 37 °C ou 48 heures a la température
du laboratoire

|
Mettre en suspension les colonigs jaunes, oxydase négative dans 2 ml
d’eau physiologique a 0,85 %.
Ajouter 2 ml d'une solution paranitrophényl (PNP) a — D-glucopyranoside
Incuber a 37 °C dans un bain-marie
Mesurer la production de la coloration jaune de PNP par observation visuelle ou par
spectrophotométrie 4 0, 2 et 4 heures
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Confirmer avec la galerie API-20E (bioMérieux)

Fig. 1 : Méthode de détection de Cronobacter spp. appliquée aux échantillons issus de I'environnement (Kandhai et

al., 2004b)

RESULTATS

Prévalence des entérobactéries et de Cronobacter
spp. dans les échantillons de PPPN analysés : Sur
les 185 échantillons de (PPPN) analysés, 38
prélévements (20,54 %) étaient contaminés par des
entérobactéries a des  taux variés. Parmi les

échantillons contaminés par les entérobactéries, 63,15
% (24/38) contenaient des Cronobacter spp.
Cronobacter spp. a été isolé avec une fréquence de
12,97 % (24/185) dans I'ensemble de I'étude (Tableau

1).

Tableau 1 : Prévalence des entérobactéries et de Cronobacter spp dans les PPPN analysées

Nombre Fréquence des Fréquence des échantillons contenant
d’échantillons de échantillons contaminés par les Cronobacter spp.

PPPN analysés entérobactéries

185 20,54 % (38/185) 12,97 % (24/185)

Prévalence des souches d’entérobactéries isolées et
fréquence des isolats dans les 185 échantillons
analysés : Le tableau 2 récapitule les identifications
confirmées de Cronobacter spp. et d'autres
entérobactéries (systtme API-20E - bioMérieux) dans
les aliments pour nourrissons testés. Un ensemble de
59 isolats d’entérobactéries a été identifie. Ces isolats
étaient répartis en 9 souches dont 5 souches de

coliformes (Cronobacter spp., Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Citrobacter
diversus) et 4 souches d’'entérobactéries non coliformes
(Salmonella reading, Pantoea spp, Serratia ficaria et
Serratia odorifera). Parmi ces isolats, Cronobacter spp.
est apparu comme étant la souche contaminant la plus
majoritairement représentée (40,68 %) (Tableau 2).

Tableau 2 : Différentes souches d’entérobactéries isolées et fréquence des isolats dans les 185 échantillons analysés.

Souches d’entérobactéries Effectif Fréquence Fréquence des échantillons
isolées des isolats des isolats (%) contaminés N/185 (%)
N=9 N =59

Cronobacter spp. (E. sakazakii) 24/59 40,68 % 12,97 (24/185)
Pantoea spp 21/59 35,60 % 11,35 (21/185)
Klebsiella pneumoniae 8/59 13,56 % 4,32 (8/185)
Citrobacter diversus 1159 1,70 % 0,54 (1/185)
Citrobacter freundii 1/59 1,70 % 0,54 (1/185)
Enterobacter cloacae 1159 1,70 % 0,54 (1/185)
Salmonella reading 1159 1,70 % 0,54 (1/185)

Serratia ficaria 1/59 1,70 % 0,54 (1/185)

Serratia odorifera 1159 1,70 % 0,54 (1/185)

DISCUSSION
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Les préparations en poudre pour nourrissons (PPPN)
dans cette étude n’étaient pas toutes de bonne qualité
microbiologique. Un pourcentage de 12,97 % (24/185)
des échantillons étaient contaminés par la bactérie
pathogene opportuniste émergente, et 1,70 % (1/185)
par Salmonella reading, souche reconnue pathogéne
(FAO/WHO, 2006).

Ces résultats sont en concordance avec ceux trouvés
au niveau international et qui ont montré une relation
directe entre les contaminations des PPPN et les
affections a Cronobacter spp. et @ Salmonella (Biering
etal., 1989; Noriega et al., 1990 ; Simmons et al., 1990 ;
Nazarowec-White & Farber, 1997b ; Iversen & Forsythe,
2003; Joint FAO/WHO, 2004). Au total, un taux de 20,54
% (38/185) des échantillons étaient contaminés par des
souches d’entérobactéries.

Muytjens et al. en 1988 ont analysé 141 échantillons
de PPPN a base de lait fabriqués dans des pays
différents. lls ont constaté que les Cronobacter spp. et
d'autres entérobactéries ont été isolées respectivement
de 14,1% et 52,2 % du total des échantillonsNazarowec-
White & Faber (1997b), dans une autre enquéte menée
sur 120 échantillons de lait en poudre pour nourrissons
de différents fabricants, prélevés a partir du marché
canadien de détail, ont montré la présence de
Cronobacter spp. et ont signalé que la prévalence de
cette bactérie se situait entre 0 % et 12 % des
échantillons par fabricant. Iversen et Forsythe (2004a)
ont aussi isolé Cronobacter spp. de 24 % de 82
échantillons de PPPN & base de lait. De nombreuses
études ont porté sur les préparations pour nourrissons
et les ont indexées comme la principale source de
contamination et le véhicule de ce pathogéne émergent
aux conséquences graves (Postupa et Aldova, 1984 ;
Muytiens et al., 1988 ; Nazarowec-White & Farber,
1997b ; Van Acker et al., 2001; Block et al., 2002). Ces
résultats de contamination a hauteur de 12,97 % des
185 échantillons analysées et de 40,68 % des isolats
des entérobactéries identifiées traduisent que le risque
de linfection a Cronobacter spp. est bien réel avec les
PPPN vendues sur le marché & Abidjan. Les
entérobactéries contaminant les PPPN peuvent aussi
étre responsables d'infections systémiques ou
d’'entérites chez les nourrissons consommateurs
(Bornemann, 2002 ; Joint FAO/OMS, 2004) Muytjens et
al., 1988; Nazarowec-White & Farber, 1997b). D'autres

CONCLUSION

En Cote d'lvoire, la possibilité et le risque d'infection a
Cronobacter spp. sont bel et bien réels chez les
nourrissons alimentés avec les PPPN commercialisées.

souches d'entérobactéries pathogénes opportunistes
émergentes qui commencent & étre incriminées dans
des méningites de prématurés et dans des entérites
chez le nourrisson ont aussi été identifiées. Il s'agit de
Klebsiella pneumoniae, Pantoea spp., Citrobacter
diversus, Citrobacter freundii et de Enterobacter cloacae
(Muytjens et al., 1988 ;Iversen et Forsythe, 2004 ;
AFSSA, 2005).En dehors de la souche de Salmonella
reading retrouvée dans cette étude, les mémes especes
d’'entérobactéries sus - citées avaient aussi été
identifiées dans les études menées pour la plupart dans
les pays développés (Muytiens et al., 1988 ; Joint
FAO/OMS, 2004). d’envergure nationale (territoire
ivoirien) serait utile pour situer la prévalence de
Cronobacter spp. spécifiquement et des entérobactéries
en général afin dévaluer la contamination
microbiologique des préparations pour nourrissons et
mesurer le risque d’exposition aux infections liées a la
consommation de ce type d’aliment. Cette étude pourrait
s'inscrire dans l'intérét de la mise en place d'une
surveillance épidémiologique des préparations pour
nourrissons distribuées en Cote d’Ivoire.

La présence et la variété des microorganismes présents
dans les produits analysés pourraient traduire le non-
respect de I'hygiene et des mauvaises conditions
sanitaires dans les environnements de production des
préparations analysées (Kandhai et al., 2004a ; Lehner
et Stephan, 2004). La recherche et le dénombrement
des entérobactéries sur les chaines de fabrication et les
aliments destinés aux nourrissons pourraient constituer,
non seulement un bon indicateur d’hygiéne mais aussi,
un bio indicateur de la présence probable de
Cronobacter spp. (AFSSA, 2005). Au moment ou les
programmes de prévention de la transmission mere -
enfant du VIH/sida recommandent I'usage des substituts
du lait maternel et vu le contexte épidémiologique et
sanitaire en Cote d'lvoire, les nourrissons de meéres
séropositives courent un grand risque d'infection a
Cronobacter spp.. La gravitt des flambées
épidémiologiques (InVS, 2006) exige la révision des
spécifications microbiologiques des normes ivoiriennes
(N. 1.) relatives a la présence des entérobactéries et de
Cronobacter spp. dans les préparations pour
nourrissons et le contrble obligatoire de la qualité
bactériologique des aliments destinés aux nourrissons.

Ces préparations peuvent étre occasionnellement
contaminées par d'autres bactéries pathogénes
émergents:  Klebsiella  pneumoniae,  Citrobacter
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diversus, Citrobacter freundii et de Enterobacter
cloacae. Il est donc nécessaire d'intensifier les
campagnes de sensibilisation a la reconstitution et la
conservation hygiénique de ces préparations et de
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