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A notre Maitre et Président du jury,
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A notre Maitre et Juge,
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A notre Maitre et Juge,
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Mérieux (CICM) de Bamako ;
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Cher maitre, c’est un réel plaisir et un honnewrpwus de vous compter parmi les membres
du jury. Votre rigueur, votre simplicité et votressplonibilité ont été d'un grand apport.
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A notre Maitre et Directeur de thése,

Professeur Souleymane DIALLO Il
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profond respect.
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ADN : Acide désoxyribonucléique.

ATB : Antibiotique.

BGN: Bacille Gram Négatif.

BLSE : Béta-Lactamase a Spectre Elargi ou Etendu.
BMR : Bactérie multirésistante.

ClG: Céphalosporine de premiére génération.
C2G: Céphalosporine de deuxieme génération.
C3G: Céphalosporine de troisieme génération.
CICM :  Centre d’Infectiologie Charles Mérieux.
CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.

DCI : Dénomination Commune Internationale.

FAPH : Faculté de Pharmacie.

FQ: Fluoroquinolones.
GN: Gram négatif.
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l: Intermédiaire.

V: Intraveineuse.
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LPS: Lipopolysaccharide.

LRM Laboratoire Rodolphe Mérieux.

MLS : Macrolides, Lincosamides et Streptogres.

ml : Millilitre.

mm : Millimetre.

OMS : Organisation mondiale de la Santé.

pH : Potentiel d’Hydrogéne.

PLP : Protéine liant les pénicillines.

R: Résistante

S: Sensible

SARM : Staphylococcus aureussistants a la méticilline.
UFC : Unité Formant Colonie.

TEM : D’aprés Temoniera : nom du patierdzcui la premiére souche a été isolée.
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INTRODUCTION

La découverte des antibiotiques a constitué un ément majeur dans I'histoire de la
médecine ; leur usage a augmenté I'espéranceedmayenne d’'une quinzaine d’'années, en
comparaison, un traitement qui guérirait 100% dmwcers, n'allongerait I'espérance de vie

que de 5 anfl].

Depuis lintroduction des antibiotiques dans I'aralethérapeutique des maladies infectieuses,
les microorganismes ont développé des moyens dmskefieur conférant une insensibilité
aux antibactériens. Toutes les especes ou gerrse&ibas sont concernés par le phénomene
de la résistance aux antibactériens posant, patéigritables problemes thérapeutiqs

La résistance aux antimicrobiens est devenue uplgore important dans le mon{Rj. Elle

se diffuse rapidement parmi de nombreux agentsogaties aussi bien nosocomiaux que

communautairept].

Les bactéries multirésistantes qui cumulent de meuses résistances acquises posent des
problemes patrticuliers par leur fréquence et learsséquences thérapeutiques, tant a I'hdpital
(Staphylococcus aureusistants a la méticillineKlebsiella pneumoniag@roductrices de
BLSE, Pseudomonas aeruginoseésistants a limipénéme) que dans la communauté
(pneumocoques de sensibilité diminuée a la pémie)l[5]. Une surveillance de la résistance
bactérienne est plus que nécessaire pour limatatiffusion des résistances, élaborer des

schémas d’antibiothérapie appropriés et ainsi gdis situations d’impasse thérapeutique

En Europe les bactéries résistantes aux antibiggigausent 400.000 infections par an avec
au moins 25000 morts annug¢®y. En Afrique ce phénomeéne de résistance est mélidéva

Toutefois, des études rapportent que le continieitaa n'est pas en marge du phénomene

[71.

Au Mali si les maladies infectieuses bactérienr@sstituent un probleme de santé publique,
'absence d’enquéte nationale sur la résistanceéébacne aux antibiotiques en est un autre.
On note également une absence de procédures o aiandards et donc une prescription

non consensuelle en matiére d’antibiothér{gjie

Les diabétiques sont exposes a différentes contipiisa qui constituent la gravité méme de
leur maladie. En ce qui concerne les Iésions dd, piei s’infectent et se gangrenent tres
facilement chez le diabétique, les études concordem I'observation que le risque

d’amputation chez les patients diabétiques est 28 fivis plus élevé que dans la population
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générale. Il se trouve que le terrain diabétigugadiculierement favorable aux infections
[9]. Quinze a vingt pour cent des diabétiques développne ulcération du pied au cours de
leur vie, et 40% a 80% de ces pieds s'infecteroms. estimations indiquent que 5 a 10% des
diabétiques de type 1 seront amputés d’'un ortailh) gied ou d’'une jambe du fait d’'une
infection [10]. Si la découverte de l'insuline en 1921 a permasnéliorer significativement,

la prise en charge du diabéete, les résistance®rimuies demeurent une préoccupation
majeure parce qu’elles sont susceptibles d’aggraveronostic fonctionnel voire vital de ces

patients.

Il est donc nécessaire de surveliller la sensitalité antibiotiques des bactéries associées aux
infections chez les patients diabétiques afin diarer leur prise en charge thérapeutique.
Nous avons conduit cette étude au Laboratoire bdoMérieux du Centre d’Infectiologie
Charles Mérieux dans le but de mettre en placeitzeglance de la résistance des bactéries

associées aux infections chez les patients dialexig Bamako.
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OBJECTIFS
2.1. OBJECTIF GENERAL

Mettre en place une surveillance des bactéries i nm@isistantes aux antibiotiques
fréqguemment isolés lors d’'infections de plaies éimues au Laboratoire Rodolphe- Mérieux
(LRM).

2.2. OBJECTIFS SPECIFIQUES

» Déterminer la fréquence de pus d’origine diabétigue I'ensemble des pus traités au
LRM;

> Identifier les bactéries associées aux plaies s au LRM;

> Etudier la sensibilité des bactéries isolées daiepdiabétiques au LRM,;

> |dentifier les phénotypes de résistance aux artigjpies des bactéries associées aux plaies
diabétiques au LRM,;

» Evaluer la capacit¢é du LRM a participer a la sulwece de résistance.
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GENERALITES

3.1. DEFINITIONS

+ Diabete

Le diabete est une affection métabolique caraé@rar la présence d'une hyperglycémie
chronique résultant d’'une déficience de sécrétibnsdine, d’anomalies de I'action de

I'insuline sur les tissus cibles, ou de I'associaties deux (OMS).

L'OMS, dans la derniere révision des criteres disgiques en 199911], indique que le

diagnostic du diabéte peut étre retenu dans gsitra@ions différentes.

- Existence de symptémes de diabete : polyurie, judye, amaigrissement et glycémie sur
plasma veineux 2,009/l (11,1 mmol/l) ;

- Glycémie (sur plasma veineux) a jemnl,26 g/l (7,0 mmol/l) apres deux glycémies
veineuses ;

- Glycémie (sur plasma veineux) mesurée n'importendea2,00 g/l ;

- Glycémie (sur plasma veineux) deux heures apresction de 759 de glucose [test

d’hyperglycémie provoquée orale (HGP®)2,00g/l (11,1 mmol/l).

* Infection du pied du diabétique

L’infection du pied du diabétique est définie pareunvasion avec multiplication de micro-
organismes, dans la majorité des cas, des bactnieainant des dégats tissulaires avec ou

sans réponse inflammatoire de I'organisme, secomeéairegle a une plaie cutarjé2).
» Pied diabétique

Le terme «pied diabétique » regroupe l'ensembles déections atteignant le pied,

directement liées aux répercussions du diabetestllle siege de macérations fréquentes,
expliqguant, le risque d'infections bactériennesngtcosiques, d’autant que la structure
particuliere du pied, avec ses trois compartimgrganet une propagation facile et rapide du

processus infectieyd 3].

e Pus ou suppurations

Une suppuration est due a I'évolution spontanéeal’infection a germes pyogenes. Elle

provient d’une collection purulente (abcés), quitpiEre superficielle comme dans le cas d’'un
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furoncle (inflammation d'un follicule pilosébacéopiuite par un staphylocoque) ou d'un
abcés de la gencive, ou profonde et localisée alans un viscére (foie, poumon, cerveau,
rein), suppuration qui ne se résorbe pas et qubslé soit spontanément par l'intermédiaire
d’une fistule (canal pathologique) vers la peaudans un organe voisin, soit par ouverture
chirurgicale [14]. C’est I'échantillon a traiter au laboratoire eascd’infection de plaie

diabétique.
* Antibiotique

L’antibiotique est une substance chimique élabpe¥ades micro-organismes, le plus souvent
des champignons inférieurs qui ont le pouvoir dggodser a la multiplication des germes
microbiens en inhibant leur multiplication (effeadbériostatique) ou en les détruisant (effet
bactéricide)15].

* Résistance bactérienne : naturelle et acquise

Une bactérie est dite résistante a un antibiotigueque les taux nécessaires a inhiber sa
croissancen vitro sont supérieurs aux taux qui peuvent étre courarhateeintsin vivo. On
parle alors de résistance bactérienne quand um+aiganisme s’adapte au milieu et réussit a
modifier son métabolisme pour continuer a se dégo en présence de l'antibiotique qui
devrait le détruire. Il existe deux types de r@sise : la résistance naturelle et la résistance
acquisd16].

» La résistance naturelle

Certaines bactéries ont la capacité naturelle del&eslopper en présence de certains
antibiotiques : c’est la résistance naturelle géfirdt le spectre d’activité théorique qui est

'ensemble des germes sensibles a I'antibiotique.
Les bactéries a Gram négatif résistent naturellé@énpénicilline G.
» Larésistance acquise

Il peut arriver que certaines bactéries sensiblesinaantibiotique ou a une famille
d’antibiotiques au départ, deviennent résistantelai-ci : c’est la résistance acquise qui
définit le spectre d'activité clinique. Elle n'app#t que chez quelgues souches d’'une espéce

normalement sensible.
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Des souches de Staphylocoques normalement sensiblaspénicilline, peuvent devenir
résistantes a celle-ci par suite de production @’enzyme : la pénicillinase qui hydrolyse le
noyau béta lactame rendant ainsi la molécule wmafti7].

* Souches bactériennes catégorisées

Trois catégories cliniques ont été retenues paatelprétation des tests de sensibilité

vitro : Sensible (S), Résistant (R) et Intermédiaire (1)

» Les souches catégorisées Sont celles pour lesquelles la probabilité de ssicce
thérapeutique est forte dans le cas d’un traiterpantvoie systémique avec la posologie
recommandée dans le résumé des caractéristiquesoduit (RCP), rédigé par ’Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de $&RSSAPS).

> Les souches catégorisées Bont celles pour lesquelles il existe une fortebpbilité
d’échec thérapeutique quels que soient le typeralterinent et la dose d’antibiotique
utilisée.

» Les souches catégorisées dont celles pour lesquelles le succes thérapeutegt
imprevisible. Ces souches forment un ensemble dgdée pour lequel les résultats
obtenusn vitro ne sont pas prédictifs d’un succés thérapeutifneffet, ces souches :

0 peuvent présenter un mécanisme de résistance’epptdssionn vitro est faible,
avec pour consequence leur classement dans laodet&y Cependantn vivo,
une partie de ces souches apparait résistantaitantent ;

0 peuvent présenter un mécanisme de résistance tmoxgrdssion n'est pas
suffisante pour justifier un classement dans l&gaie R, mais suffisamment
faible pour espérer un effet thérapeutigue dangaioes conditions (fortes

concentrations locales ou posologies accrues) ;

La catégorie intermédiaire est aussi une zone tanmgo tient compte des incertitudes

techniques et biologiqugs$8].

» Bactéries multirésistantes (BLSE et SARM)

La multi-résistance bactérienne aux antibiotiqustd’ienage la plus grave de la résistance car
elle réduit notablement les possibilités thérappes. Les bactéries sont dites multi
résistantes aux antibiotiques (BMR) lorsque, dudail’accumulation de résistances acquises

a plusieurs familles d’antibiotiques, elles ne sghis sensibles qu'a un petit hombre
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d’antibiotiques utilisables en thérapeutique. Laltrrasistance est une étape vers I'impasse

thérapeutiqu¢l9].

> Bétalactamase a spectre élargi (BLSE)

Les BLSE sont des pénicillinases codées par dessggui ont accumulé les modifications et
ont évolué vers un élargissement du spectre deylfea qui est devenu capable d’hydrolyser
la presque totalité dgslactamines connues. Les phénotypes de résistammEspondant aux
pénicillinases de haut niveau et aux céphalosperigehaut niveau ne différent de celui des
BLSE que par le seul marqueur : la sensibilité éeféazidime. L’hydrolyse de la ceftazidime
peut étre difficile a détecter ou insuffisamtevitro alors que I'ensemble des céphalosporines
de troisieme génération sont cliniquement inadtiveiva Les céphamycines et I'imipéneme

restent les seules cliniquement actifds
» Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM)

Le mode d’action de$-lactamines suiStaphylococcus aureusst di a leur liaison aux
protéines liant les pénicillines (PLP). Il y a qeaPLP chezStaphylococcus aureusa
résistance a la méticilline correspond a la présefume PLP supplémentaire, la PLP 2a qui a
une tres faible affinité pour I'ensemble d@dactamines. LesStaphylococcus aureus

résistants a la méticilline (SARM) sont donc ré&siss a toutes lgslactaminegl].

e Surveillance

La surveillance est définie dans le dictionnairerolase comme « l'action d’observer
attentivement pour contrbler ». C’est ainsi quexe&reait, lors des siecles derniers, la
surveillance des individus placés en quarantaiine gé contrbler des maladies comme la

peste ou la variole.

Au début des années cinquante, le concept a éwmué I'impulsion des « Centers for
Diseases Control and Preventioaméricains et on est passé de la surveillancesiveas a

la surveillance « active » des maladies dans lalptipn.

La définition de la surveillance est alors develei& processus continu et systématique de
collecte, de compilation et d’analyse de donnéesaméé ainsi que leur diffusion a tous ceux

gui ont contribué a la collecte et a tous ceuxamqtibesoin d’étre informés[20].
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3.2.MECANISME DE SURVENUE DU PIED DIABETIQUE

L’infection du pied du diabétique n’est pas en eadans I'apparition des plaies. En effet,
celles- ci sont la conséquence d'un appui excesgété de la plante des pieds et favorisé par
l'insensibilité cutanée et les déformations degaldtions métatarso- phalangienii2$]. Les
causes majeures clairement identifiées des atsethiepied sont d’'une part la neuropathie
périphérique, en particulier chez les patients linetdépendants, et d'autre part
I'artériopathie oblitérante des membres inférieupsi, concerne surtout les diabétiques non
insulino-dépendants. Il n’est pas rare que ces demylications se conjuguent chez le méme
patient [22]. La plupart du temps, la plaie est d’origine mégaa: frottement d'une
chaussure, blessure a partir d’'un durillon (la @nés d’'un durillon augmente le risque
d’'ulcération par 11) ou d'un ongle incarné non méigsoins de pédicurie traumatisants,
coricides...La plaie passe inapercue en raison eeul@opathie associée, qui fait disparaitre
le signe d’alerte qu’est la douleur. La plaie noigsée va se surinfecter, entrainant d’abord
une infection des parties molles, puis par contiguine infection de I'os (touchant d’abord la
corticale, puis la médullaire). Toutes sortes dtbj« retrouvés » dans la chaussure peuvent
entrainer une plaie chez ces patients : clou,otgifbunaise, comprimés, coton-tige, piece de
Lego, tube de rouge a lévres...ainsi que tout aubjetgoouvant étre contondant. Les
chaussures trop serrées peuvent entrainer desatidoér en différents endroits. Les plus
fréquents siegent sur la face dorsale des ortrilgriéfes, latérale sur une exostose d’hallux
valgus ou sur le bord externe du pied en regar @ articulation métatarso-phalangienne,
ou encore dans l'espace interdigital en regard’atéiculation interphalangienne (« ceil de
perdrix »)[23].

3.3.INFECTIONS DE PLAIES DIABETIQUES

Une fois la plaie installée, la colonisation egtida. L'infection est favorisée par le mauvais
équilibre du diabete, la mauvaise hygiéne localdest conditions déterminées par une
vascularisation locale défectueuse conditionnée @liéme par la micro- angiopathie et la

neuropathie diabétiqu¢al].

Le diagnostic d’infection est parfois difficile,deléments cliniques sont non spécifiques, les
examens complémentaires d’interprétation difficlke,flore bactérienne est variée rendant

difficile une proposition uniforme de traitement g@ngue. L’'accés des antibiotiques sur le
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site infectieux, élément essentiel de leur actjwest rendu mal aisé par la micro- angiopathie
diabétique. D’autre part, les risques de toxicibévent étre évalués au cours de traitements

susceptibles d’étre tres prolongeés.
3.3.1. Agents causals des infections de plaies diabétiquetdes résistances

Il s’agit en regle d’infections plurimicrobienne&taphylococcus aurewst la bactérie le plus
souvent en cause. Les autres micro-organismes lesratreptocoques doi8treptococcus
agalactiae les entérocoques, les bacilles a Gram négatift damncipalement les
entérobactéries @seudomonas aeuruginogd les bactéries anaérobies présents dans 80%
des cultures si les modalités des prélevementsqitzm leur recherch@0].

Sur le plan taxonomique ces bactéries appartierment

» Regne Bacteria;
=  EmbranchementProteobacteria ;

= (Classe Gamma Proteobacteria ;
Et a divers Ordres et familles.
3.3.1.1. Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci Gram (+) classigat disposés en amas. Actuellement
on distingue 35 espéces et 17 sous- espg2ds L'espece Staphylococcusplus
communément appelée staphylocoque doré se distiggnéralement des autres especes
appelées staphylocoque a coagulase négative (Stabhylococcus aurewst un germe trés
important aussi bien dans les infections commuirastague nosocomiale®5]. Comme
pathogene, il est responsable de suppuration,died&emie, de bactériémies, de toxi-infection,

de chocs toxiques et d’infections nosocomi§2€s.

3.3.1.1.1. Taxonomie
= Famille :Staphylococcaceae ;
= Genre :Staphylococcus ;
= Espéce aureus.

3.3.1.1.2. Résistance aux antibiotiques

Comme toutes les bactéries Gram poshifaphylococcus aureusrésente une résistance
naturelle a I'aztréonam, colistine et a l'acideidialque. Sa particularité est d’avoir une

résistance naturelle a la ceftazidime uniguememhplas céphalosporing27]. La résistance
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a la méticilline est un probleme majeur de santdligue. Ces staphylocoques ont acquis le
génemecqui permet la synthése d’'une enzyme (PBP2a ou PBRZant qu’'une affinité tres
faible pour leg-lactamines, qui ne peuvent plus exercer leur agtibibitrice. La plupart de
ces staphylocoques sont également résistants ainolgues et aux macrolides. Les
staphylocoques communautaires sont habituellememisildes a la meéticilline. Les
Staphylococcus aureugsistants a la méticilline (SARM) sont principaknt observés en
milieu hospitalier[28]. Les souches hospitalieres sont caractériséegeparésistance aux

antibiotiques notamment aux Bétalactamijz&s.

3.3.1.2. Pseudomonas aeruginosa
3.3.1.2.1. Taxonomie
= Ordre : Pseudomonales ;
= Famille : Pseudomonadaceae ;
= Genre: Pseudomonas ;
= Espéces aeruginosa.
3.3.1.2.2. Résistance aux antibiotiques
Pseudomonas aeruginospossede une résistance naturelle a de nombreusesses
d’antibiotiques et une facilité a développer desistinces par mutation chromosomique ou

par acquisition horizontale de génes de résistancplasmides, transposons, ou intégrons.
Pseudomonas aeruginosadeux mécanismes différents qui justifient sestésce naturelle :

» Une induction chromosomique de bétalactamase AmquiCla rend résistante a
ampicilline, amoxicilline, amoxicilline-acide clalanique et élargi ce spectre aux
céphalosporines, céfotaxime et ceftriaxone et ;

> Les systémes de pompe a efflux.

D’autres antibiotiques s’ajoutent aux résistancatunelles deP. aeruginosa lls incluent
d’autres pénicillines notamment piperacilline etattilline ; d’autres céphalosporines
(ceftazidime et céfépime), les carbapénemes (ingipénet méropéneme), les monobactams
(aztreonam), les fluoroquinolones (ciprofloxacingé leévofloxacine), Les aminosides
(gentamicine, tobramycine, et amikacine), et laistioke. D’autres résistances peuvent

malheureusement subvenir.
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Mondialement, la résistance aux antibiotiques,uiact les multirésistances (résistance a trois
ou supérieures a trois classes d’antibiotiquesaldeehes d®. aeruginosaest répandue et en

grande augmentatid@9].

3.3.1.3. Escherichiacoli
3.3.1.3.1. Taxonomie
= Ordre : Enterobacteriales ;
= Famille : Enterobacteriaceage
= Genre : Escherichig
= Espeéece :Escherichia coli

3.3.1.3.2.  Résistance aux antibiotiques

Escherichia coliprésente une résistance naturelle a: aminopémesi) C1G, C2G, MLS,
glycopeptides et une résistance acquise [actamines par production delactamases
(TEM, BLSE), aux FQ et aux sulfamides (cotrimox&3{27].

3.3.1.4. Proteusmirabilis group
3.3.1.4.1. Taxonomie
= Ordre : Enterobacteriales ;
= Famille : Enterobacteriaceae ;
= Genre : Proteus ;
= Espéece mirabilis.

3.3.1.4.2. Résistance aux antibiotiques

Il partage également les résistances naturellesurgies chez toutes les entérobactéries que
sont les résistances a: péniciline G, glycopegstidacide fusidique, macrolides (avec
guelques exceptions), lincosamides, streptogramitfaspicine, daptomycine et linezolide.
A ces résistances s'ajoutent les particularités Pdemirabilis que sont les résistances

naturelles a tigecycline, colistine et nitrofuranef27].
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3.3.2. Physiopathologie des infections des plaies diabéties

La porte d’entrée de l'infection de pied diabéticqpeut étre une plaie passée inapercue en
raison de la neuropathie ou un mal perforant pientde mal perforant, complication
habituelle du pied neuropathique, est constituéhal'typerkératose au niveau des zones
d’hyperpression, et peut étre le siege d’'une difsaccutanée qui favorise la surinfection
locale. La susceptibilité accrue a I'infection dge aux perturbations immunologiques dues a
I'hyperglycémie et la cétose (altération de la migm des leucocytes, de la phagocytose, de
I'activité bactéricide intracellulaire). L'ischémige a I'artérite et la neuropathie entraine une
diminution de la vasodilatation capillaire cont@mi a une moindre réponse a l'infection.
Cette infection peut ensuite diffuser vers les gaitendineuses et I'0s, ceci étant favorisé par

'anatomie du pied, cloisonné en plusieurs |dd€3.

3.3.3. Clinigue des infections des plaies diabétiques

Toutes les plaies ou ulceres du pied chez le dp®he sont pas infectés. L'infection peut
étre évoquée par un aspect inflammatoire locakagulement purulent, la mise en évidence
d'une collection. Tous les aspects peuvent étreergbs allant de linfection localisée

modérée a une fascite nécrosante extensive mettajetu la conservation du membre voire
méme la vie du patient par diffusion systémiqueuri®’ maniére générale ; les lésions
superficielles sont de bon pronostic, les Iésiorafomdes sont susceptibles d’engager un
risque d’amputation plus ou moins étendue. Lesesiggénéraux stigmates d’infection sont
rarement observés (fievre, frissons, hyperleuca®jto L’hyperglycémie ou plutdt la

décompensation brutale du diabéte est un signeadééd’évolutivité de I'infectiorf21].
3.3.4. Diagnostic bactériologique

De facon habituelle les infections superficielleatsdues a des staphylocoques dorés ou a des
streptocoque$30]. Les infections profondes avec atteinte osseustssvent mixtes avec
une flore associée regroupant des cocci Gram fsosiirobies, des bacilles Gram négatifs
(entérobactéries Escherichia coli, Klebsiella spp, Proteus ¥pt des germes anaérobies

(peptostreptocoqueBacteroides spd31,32].

Un des problémes principaux est lidentification dbu des germes responsables.
L’écouvillonnage de la plaie ou de l'orifice dogndre circonspect sur la responsabilité de

'agent isolé par cette méthode ; en effet, la aonbation du prélevement est fréquente. Le
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curetage de l'ulcere aprés débridement chirurgpaiait un bon moyen. La ponction a

l'aiguille avec aspiration de liquide est assez#jgpie mais peu sensiblg1].

Enfin, la culture de fragment osseux prélevé paottage a l'aiguille ou lors d'un geste
chirurgical, assure une sécurité quant a la validies résultats. Encore faut- il que le
prélevement ne soit pas contaminé lors des manipata Dans tous les cas et quel que soit le
type de préléevement, le transport en laboratoirkeesemencement doivent étre rapide. La
liaison médecin ou chirurgien et bactériologiste lascondition essentielle d’obtention de
résultats exploitables pour traiter le patient deemaximum de pertinence.

Dans le cas du traitement du pied diabétique et p@tuer sur sa durée, il est nécessaire de
savoir si I'os sous- jacent est atteint. En eff#dns cette éventualité le traitement sera

beaucoup plus prolongé, évitant ainsi le risqueedalive au décours de traitement trop court

[21].

3.3.5. Traitement antibiotique

Les lésions du pied chez le diabétiqgue imposentit® en route d’un traitement meédical qui
repose sur une antibiothérapie systémique adaptéarg& spectre, souvent par voie
intraveineuse et prolongée en particulier lorsgusujet présente une ostéite infectieuse. Les
soins locaux sont constitués par un décapage desesptonsistant a exciser les zones
mortifiées et a irriguer largement les trajets ulistix avec des solutions contenant des
antiseptiques ou des antibiotiques. Les gestesrdgitaux plus ou moins étendus tels que la
résection d’un orteil ou d’un rayon osseux (onphils métatarsien) sont parfois nécessaires. |l
n'en reste pas moins que l'efficacité de toutes tbésapeutiques impose d’obtenir un bon
equilibre diabétique, qui conduit a réviser letgaient antidiabétique de ces malades et ce

d’autant plus que la lésion du pied provoque souuerdéséequilibre du diabete sug3a].

L’antibiothérapie du pied diabétique ne fait pasjaars I'objet de consensus (indications,
choix, durée), mais une mauvaise stratégie chezpdtsnts fréquentant souvent I'hdpital,
peut participer a I'émergence et la diffusion dackes bactériennes multi-résistantes. Il est
donc primordial, dans le cadre de cette patholatgesavoir restreindre I'antibiothérapie aux

indications indispensables en méme temps que dsicbelle-ci avec discernemej34].
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Plutét que des recettes qui ne s’adressent qu'aakeparticuliers, quelques grands principes

sont a respecter :

[=] Obtenir un germe dont on peut dire avec quasituddi qu’il est responsable de
l'infection des parties molles et/ou de I'os sojasent. Le corollaire est d'éviter les
traitements empiriques sans avoir un prélévemeal kur.

[«] Traiter avec les antibiotiques bien siOr actiisvitro mais ayant aussi une bonne

diffusion cutanée et/ou osseuse.

(=]

Eviter tout antibiotique toxique notamment les amgiycosides.

2] Lorsqu’il y a une infection osseuse ou une infattxtensive le traitement doit étre
parentéral.

21 La durée doit étre suffisante pour éviter toutuesgle récidive. Deux a trois semaines
pour une infection des tissus mous, huit a dix se@sgpour une infection osseuse.

2] Les antibiotiques ne servent a rien s’ils n‘accogmegt pas une thérapeutique

chirurgicale raisonnée et un contréle du diabetetrhitement antibiotique s’integre

dans une stratégja1l].

3.3.6. Prévention [10]

Elle consiste en I'observance des conseils suivants

-équilibre glycémique ;

-dépistage des patients a risque podologique (@&t d’'ulcération ou d’amputation, perte
de sensibilité objectivée par le test au monofilatnartériopathie, déformation des pieds) ;
-port de chaussures adaptées, en vérifiant systgreatent 'absence de tout corps étranger
avant chaussage, voire chirurgie orthopédique ctiveevisant a assurer une bonne statique
de pied et éviter la formation des zones ;

-soins de pédicure limités (ablation de I'hyperkésa, soins des ongles), mais qui peuvent
étre a l'origine de plaies cutanées chroniques ;

-traitement de I'ischémie, médicalement ou chircatgment.
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3.4. FAMILLES D’ANTIBIOTIQUES : MODE D’ACTION — MECANISME S DE
RESISTANCE [35]

3.4.1. p-lactamines

Mécanisme d’action

Le classique mécanisme d’action gekctamines est fondé sur la liaison de l'antilojoé
aux enzymes participant a la synthése du peptidaghly (constituant principal de la paroi
bactérienne) : les protéines de liaison des péniesd (PLP), ou encore « penicillin-binding-
protein » (PBP). Il existe plusieurs PLP dénommieBR1, PLP2, etc. rendant compte des
différences d’activité d’'une molécule a l'autre rfjpgs au sein méme d’une sous-famille). Ces

PLP ont une affinité variable vis-a-vis des difféesp-lactamines.

La conséquence de cette interaction moléculaine éHtP ef3-lactamines est l'inhibition de
la biosynthése et du remodelage du peptidoglycaae iphibition des fonctions de

transpeptidation (effet bactériostatique).

Quant a I'activité bactéricide des pénicillines,supposait qu’elle résultait de la rupture, sous
la pression osmotique, de la paroi cellulaire fis§e. Le mécanisme bactéricide est
probablement beaucoup plus complexe, par interaciec le systéme de régulation de
l'activité des autolysines. LeB-lactamines produisent habituellement un effet dragtle
(sauf vis-a-vis des entérocoques pour lesquelsfeteh’est le plus souvent que
bactériostatique : phénomeéne de tolérance). Enrgleho cas particulier des carbapénémes,
l'activité desp-lactamines est de type «temps-dépendant », avesffat post-antibiotique

faible ou nul et un effet inoculum marqué.
En association, I'effet dgslactamines est le plus souvent :

- Synergique avec les aminosides, aussi bien vis-@es bacilles a Gram négatif que
des cocci a Gram positif ;

- Additif ou indifférent avec les fluoroquinolones

Mécanismes de résistance

Trois mécanismes de résistance sont décrits :

- Une modification des protéines cibles, surtout olise chez les cocci a Gram positif

(résistance a la méticilline des staphylocoquesapaarition d'une nouvelle PLP de
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faible affinit¢ [PLP2a]; diminution de sensibilitéaux p-lactamines des
pneumocoques) ;

- Une production d’enzymes (bétalactamases) surtbsereées chez les bacilles a
Gram négatif ;

- Une diminution de la perméabilité de la membranteree, décrite exclusivement

chez les bacilles & Gram négatif.

3.4.2. Carbapénémes

Les carbapénémes sont gekactamines dont le spectre d’activité exceptiolemeént large
couvre la plupart des bactéries aérobies et an@érates résistances acquises ayant toutefois

émergeé pour certaines espéeces.

Mode d’action

L’imipénem modifie la synthése de la paroi bact@meen se fixant aux PLP (essentiellement
1 et 2, son affinité pour la PLP3 est plus faiblee ccelle de I'ensemble des autifes
lactamines). Son activité n’est pas influencée lp@oculum, contrairement aux autrds

lactamines. Il existe un effet post antibiotiquelss bactéries a Gram négatif.

L'ertapénem inhibe également la synthése des padlliislaires des bactéries apres fixation
aux protéines de liaison aux pénicillines (PLP)uPBscherichia coli I'affinité est la plus

forte pour les PLP2 et 3.

Mécanisme de résistance

- Altération de la perméabilité par altération deiperde 45kDa, lieu de passage
spécifique des carbapénemes.

- Modification enzymatique par des carbapénémasaésigénem est tres stable vis-a-
vis des bétalactamases plasmidiqgues mais peutsétisible aux bétalactamases

chromosomiques

3.4.3. Aminosides

Mode d’action

Les aminosides inhibent la synthese des protéiae®iennes.
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Mécanismes de résistance

Trois mécanismes principaux de résistance aux aidies peuvent s’associer chez une méme

bactérie :

- L’altération de la cible ribosomale, rare, par ntiotad’origine chromosomique ;

- Le défaut de perméabilité cellulaire, par mutaticiromosomique, touchant au
transport actif de 'ensemble des aminosides a¢tsade la paroi bactérienne ;

- L’inactivation enzymatique, mécanisme le plus fr&@ment rencontré et n’épargnant
aucun aminoside, d’origine plasmatique, avec 3selssl’enzymes inactivatrices : les
aminoglycosides-O phosphotransférases, les amioogjyes-O

nucléotidyltransférases, les aminoglycosides-Nydtcaéhsférases.

3.4.4. Macrolides

Mode d’action et mécanismes de résistances

lls inhibent la synthese des protéines en se figania sous-unité 50S du ribosome. lls sont
habituellement bactériostatiques. La majorité dasilles a Gram négatif est naturellement
résistante aux macrolides, leur paroi bactérienamedirant imperméable a cette famille
d’antibiotiques, mais il existe une exception al@clarithromycine, efficace sur certains

bacilles a Gram négatif.

Les résistances acquises sont essentiellementaecd-te fait d’'une modification de la cible
bactérienne par I'intermédiaire d’'une méthylase qamésme codé par le gemam). Cette
méthylation du site de fixation de I'antibiotiquenteine une résistance croisée entre
macrolides (M), lincosamides (L) et streptogramiBg&s) mais pas les kétolides. Ce type de
résistance constitutive ou inductible dénommé MiseBnanifeste vis-a-vis des cocci a Gram

positif.

Le deuxieme mécanisme de résistance (prédominastadatains pays européens) est de type

efflux, codé par le genmefmais ne génere pas de résistance croisée.
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3.4.5. Lincosamides

Mode d’action et mécanismes de résistance

Inhibiteurs de la synthése des protéines au nidedlattachement sur le ribosome.

Les bacilles a Gram négatif sont naturellementstésis par imperméabilité de leurs

membranes.

Chez les cocci a Gram positif, la pénétration espliénomeéne passif mais les entérocoques

sont naturellement résistants.

3.4.6. Synergistines

Mode d’action et mécanismes de résistance

La cible des 2 composants principaux est la soits-&®S du ribosome par blocage de 2
étapes de I'élongation de la chaine peptidique.r Lsamergie peut conduire a un effet

bactéricide.

La plupart des bacilles a Gram négatif ont unestésce naturelle par imperméabilité de la

paroi.

Les résistances acquises restent rares avec lelsylsteoques, les pneumocoques ou les

entérocoques.

Le mécanisme de résistance le plus fréquemmenbméécest une modification de la cible

ribosomale.

Deux autres mécanismes sont possibles : inactivaiaymatique, phénoméne d’efflux

3.4.7. Quinolones

Mode d’action

Les quinolones agissent spécifiguement sur deuyneez cibles, 'ADN gyrase (ou topo-
isomérase 1) et la topo- isomérase IV, inhibeélohgation de I’ADN bactérien et bloquent la

réplication bactérienne.
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Mécanisme de résistance

Il N’y a pas de résistance plasmidique transféraiblde résistance liée a une inactivation
enzymatique des quinolones. La résistance acgsidee a des mutations chromosomiques :
- Imperméabilité de la paroi par diminution de I'eeggion du géne codant pour les
porines ;
- Réduction de l'affinité pour la cible par mutatido géne codant pour la sous-unité
Gyr A de ’ADN-gyrase ou pour la sous-unité Pardaltopoisomérase 1V ;
- Réduction de la concentration intrabactériennel’lpaguisition ou la surexpression

d’'une pompe a efflux.

Les deux premiers mécanismes entrainent, lorsed@dsition aux quinolones, I'émergence

de résistance a I'ensemble des molécules de dagisec

Les taux de mutation varient selon les espécefa stlection des mutants résistants est
favorisée par des concentrations sub-inhibitricestibiotiques. La modification d’'une des

deux cibles est responsable d’'un bas niveau detaése pour certaines fluoroquinolones,
alors que pour atteindre un haut niveau de résistdiaddition de mutations dans la seconde

cible est nécessaire.

Le risque de sélectionner des mutants résistahfdiesélevé pouPseudomonas aeruginosa
et Staphylococcus aureusque pour les entérobactéries. Aussi, [l'utilisatiahes
fluoroquinolones en monothérapie doit étre prosgpibur les infections dues a ces micro-

organismes, surtout en début de traitement lorBopoeulum bactérien est élevé.

3.4.8. Polypeptides (Colistine ou polymyxine E)

Mode d’action

Effet bactéricide par détersion de la membraneregtdes bacilles a Gram négatif et de la

membrane cytoplasmiques des bactéries.

Les polymyxines ne sont actives, du fait de leurden@’action, que suPseudomonas
aeruginosa Acinetobacteret sur les entérobactéries s&rbteus Providenciaet Serratia
Elles sont inactives sur les bactéries a Gram ipositles cocci a Gram négatif. Les

résistances acquises sont exceptionnelles.

AHANOGBE Kokou Anani Lem These de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despthadbétiques. / Généralités

3.4.9. Acide fusidique

Mode d’action et mécanismes de résistance

Il inhibe I'élongation au niveau du ribosome, aarétainsi la synthése protéique.

3.4.10. Fosfomycine

Mode d’action et mécanismes de résistance

Pour agir, la fosfomycine doit pénétrer dans latdrae en utilisant des systemes de transport :
'un, constitutif (L-glycérophosphate) et l'autranductible (hexoses monophosphates). Ce
dernier ne fonctionne qu’en présence d’un inducteanme le glucose-6-phosphate et semble
étre le systéme prédominant, notamment pdebsiellg Enterobacteret Providencia Ces

mécanismes expliquent la fréquence élevée d’ajppade mutants

3.4.11. Sulfamethoxazole + Trimethoprime (Cotrimoxazole)

Le sulfaméthoxazole (SMX), bactériostatique pairikition de la synthése microbienne de
I'acide folique, agit en synergie avec le triméthie (TMP), inhibiteur de la déhydrofolate
réductase microbienne, I'association étant synamgigur les souches sensibles aux deux

COMpOSEs

3.4.12. Nitrofuranes

Mode d’action complexe, les nitrofuranes interagygsavec '’ARN ribosomal et 'ADN des

bactéries.

3.4.13.0xazolidinones

Le linézolide est le premier représentant d’unessda d’antibiotiques récente, les

oxazolidinones.
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Mode d’action et mécanismes de résistance

lls agissent par inhibition sélective de la synéhdes protéines bactériennes en bloquant au

niveau du ribosome la formation du complexe d’'atitn 70S.

Il N’y a pas de résistance croisée avec les aatrébiotiques actifs sur les bactéries & Gram
positif.

3.4.14.Cyclines et Glycyclines

Mode d’action

Les cyclines sont des antibiotiques a large spebaetériostatiques. En se liant a la sous-
unité 30S du ribosome, elles inhibent la synthée&emue. La minocycline et la doxycycline

sont les molécules les plus activewitro et les plus utilisées en clinique.

Le développement de résistances par des microargasibanals (efflux, sous I'influence du
gene plasmidiqudet, et protection du ribosome) explique que les ogdine soient plus
utilisées pour les infections courantes mais poes thdications ciblées telles que les

infections a germes intracellulaires.

La tigécycline est moins affectée par ces mécarisiagésistance.

3.5. ANTIBIO-RESISTANCE [36]

Les enquétes épidémiologiques conduites selon w@thaae rigoureuse sont rares dans les
pays en développement car les techniques d’écloammidige et les définitions de la méthode

d’évaluation de la résistance sont rarement précides études décrivent la résistance pour
des souches isolées a I'hopital de pathologiest@asurs bien définies, si bien que leur

représentativité préte a caution. Bien souvens,afit de patients pré-traités ; les bactéries
correspondent alors a la sélection des bactésg®nsables d’échecs ou de portages

L’antibio-résistance est un probléme mondial ddévdluation est fonction des moyens
épidémiologiques mis en ceuvre. L'antibio-résistatraeluit, d’'une part, la capacité de
certaines especes bactériennes a acquerir un sigynsi mécanismes de résistance et, d’autre

part, la capacité du clone résistant a se répaans I'environnement et/ou a coloniser et
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infecter la population. L'antibio-résistance esttmséquence du mésusage des antibiotiques

et d’'une hygiéne insuffisante.
3.5.1. Facteurs de résistance

Les antibiotiques agissent sur les bactéries abanbhun mécanisme vital. La mise en contact
d’'une population de bactéries avec un antibiotigeet provoquer la sélection d’'un mutant
spontané pré-existant, ce qui est d’autant plubghie que la population bactérienne est
importante. Ce risque de sélection de mutant es fsEquent pour certains antibiotiques :
rifampicine, fosfomycine, acide fusidique, fluoragmiones. L'induction d’'un mécanisme
pré-existant est aussi possible. Pour les antthieS agissant sur la synthése de paroi, la
bactérie peut se mettre en métabolisme ralentit¢iacquiescente), ce qui la rend moins
accessible a l'effet antibiotique, ce qui est fi@gupour les espéces infectant un matériel

étranger.
3.5.2. Mécanismes généraux de résistance

Quatre principaux mécanismes de résistance sontggmis leur répartition est tres inégale.
La production d’enzymes d'inactivation est la plfréquente :B-lactamase, methylase,
adenylase, etc. La modification des protéines silde l'antibiotique (PLP pour leB-

lactamines), les modifications de porines ne pemanefplus la pénétration de I'antibiotique
dans la bactérie ou le mécanisme d’efflux permetmejet de I'antibiotique ayant pénétré

sont moins fréquents.

En général, la résistance a un codt pour la baagéir diminue sa capacité réplicative. Si un
mécanisme compensatoire n’'est pas trouvé par l&dmcpour maintenir sa capacité
réplicative, la résistance a tendance a ne pleseiprimée. Par contre, si la bactérie dispose
de ce mécanisme, la résistance va se maintennedistance n’est donc pas obligatoirement
définitive. Elle aura tendance a se maintenir risssion de sélection dure par I'exposition
aux antibiotiques. Les politiques de bon usage d@ttualité pour diminuer la pression de
sélection. Lorsqu’un ou plusieurs mécanismes distedxe sont sélectionnés, ils peuvent se
répandre dans la population bactérienne, voiregpabgne espece a l'autre par des plasmides
qui sont des séquences circulaires d’ADN indépemdant de 'ADN bactérien. Certaines
séquences codant pour un ou plusieurs antibiotigneesent s’intégrer (transposon). Par
ailleurs, il est maintenant démontré que les camagans sub-inhibitrices (sub-CMI) peuvent

révéler un mécanisme de résistaimceitro plus ou moins rapidement selon les antibiotiques
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et les especes bactériennes. Certains antibiotigpriegent donc étre considérés plus a risque
que d’autres. Leur utilisation devrait faire I'objge recommandations restrictives. Les sub-
CMI sont assez fréquentés vivo: posologie insuffisante et mauvaise observaneeqgud
favorise I'émergence de bactéries résistantes,lgrab particulierement important dans les
pays pauvres et/ou tres consommateurs d’antibieiggi/ou dans lesquels le mésusage est
fréquent : sous-dosage, durée de traitement igsuii@é, antibiotique prescrit mal choisi faute

de disposer d’'un antibiogramme

3.6.SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE BACTERIENNE [37]

La surveillance en laboratoire de la résistanceamikmicrobiens, composante essentielle du
renforcement du systeme de santé, doit étre dguedopar elle est utile a 'amélioration de la
prestation des soins, tout comme a la préventicauetontréle de la maladie. En outre, la
stratégie mondiale de I'OMS pour endiguer la résise aux antimicrobiens érige la

surveillance en laboratoire de la pharmacorésistancrang de priorité fondamentale pour
I'élaboration de stratégies visant a endiguer sesténce aux antibiotiques et pour I'évaluation

de I'impact des interventions.

3.6.1. Eléments d’'un systeme de surveillance en laborat@rde la résistance aux

antimicrobiens (RAM)

La surveillance est la stratégie primordiale pouépister I'émergence de Ila
pharmacorésistance au sein de la population, quigiede prendre rapidement les mesures

jugées nécessaires.

= Les laboratoires nationaux chargés de la survedlade la pharmacorésistance
doivent étre dotés de techniciens, de scientifigi@® pathologistes qualifiés.

= Ces laboratoires doivent posséder des instrumentgpreduits consommables
appropriés pour produire des données fiables vigastutenir la surveillance de la
pharmacorésistance.

= L’information générée doit étre régulierement camigquée aux parties prenantes et
aux autorités nationales pour les aider a prendse dicisions en connaissance de

cause.
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En outre, tout laboratoire souhaitant s’acquittfgatement de ses responsabilités en matiere
d’isolement, d'identification et de test de la gbitis¢ aux antimicrobiens doit investir en
permanence dans I'acquisition de fournitures, déemd de culture et de réactifs, veiller au
contrble de la qualité, fournir une formation péigque a son personnel et mener des

évaluations externes de la qualité ou des tespitlide.
3.6.2. Les exigences d’une surveillance en laboratoire
La surveillance en laboratoire doit répondre aiplus exigences :

e Classer par ordre de priorité les organismes qivetdd étre surveillés, en tenant
compte de la charge de morbidité du pays ;

» Sélectionner les antibiotiques a tester pour chasplement, compte tenu de la liste
de médicaments essentiels et des guides thérapesitiq

e Elaborer ou mettre a jour des modes opératoiresnalmés pour lisolement,
l'identification et le test de la sensibilité aurtimicrobiens des agents pathogéenes
sélectionnés en utilisant des méthodes normalisées

» Etablir ou renforcer des systemes de qualité demkboratoires ;

» Créer une base de données pour la collecte ettigpad’informations avec les parties

prenantes.

3.6.3. Les manquements frequemment observés

L’acces a des résultats de laboratoire exacts equceoncerne les tests de sensibilité aux
antimicrobiens est un obstacle de taille que ldwrioires de santé publique doivent

surmonter dans la Région africaine. Il existe pedahnées exactes et fiables sur la RAM.

Par ailleurs, 'TOMS et le National Institute for @municable Diseases (NICD, Afrique du
Sud) ont mené récemment une évaluation externa dedlité des laboratoires nationaux de
santé publiqgue en Afrique. Cette étude a mis edeéxie la carence de plusieurs pays a
effectuer des tests de sensibilité aux antimicrobieUn petit nombre de laboratoires
seulement réalise le test de concentration mininmalibitrice lorsque I'antibiogramme par la
méthode des disques s’avere peu fiable concerranpéhicilline G pourNeisseria

meningitidiset Streptococcus pneumoniae
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Les autres problemes importants liés a la capdesgdaboratoires a surveiller la RAM dans la
Région africaine de 'OMS comprennent le manqueédetifs essentiels comme les souches
de contréle ATCC (American Type Culture Collectiqgpur vérifier la qualité des tests de
sensibilité aux antimicrobiens, la capacité insaffite pour analyser et diffuser les résultats de
ces tests, I'inadéquation de la formation recuelgmpersonnels qui effectuent et interprétent
ces tests, le mangue de lignes directrices nagsralr I'utilisation des antimicrobiens, et la

faiblesse des programmes nationaux sur la RAM
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4 METHODOLOGIE
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METHODOLOGIE

4.1 PRESENTATION SOMMAIRE DU MILIEU PHYSIQUE

4.1.1. Caractéristigues géographiques du Mali
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source : www.afrique-planéte.com

Figure 1 : Carte géographique du Mali

Ancienne colonie frangaise du Soudan francais, lali Mst devenu indépendant le
22 septembre 1960, apres I'éclatement de la Femtedd Mali regroupant le Sénégal et le
Soudan francais. Sa devise est « un peuple, urubatfoi » et son drapeau est constitué de

trois bandes verticales verte, jaune et rouge.

Le Mali, officiellement République du Mali, est ypays enclavé d’Afrique de I'Ouest situé
entre les 1Det 25 degrés de latitude nord et entre fedégré de longitude est et le®ide

longitude ouest et couvre une superficie de 1 Z8LkIn2. Il partage 7 420 km de frontiéres
avec 7 pays limitrophes : I'Algérie au nord, le 8liget le Burkina Faso a l'est, la Cote

d'lvoire, la Guinée au sud, la Mauritanie, et la&gal a I'ouest.
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La population, s’élevant a environ 14,5 millionhabitants en 200915 968 882habitants
(estimation juillet 2013), est essentiellement rurale. Les principales ¥ifent Bamako, la
capitale, Kati, Kayes, Ségou, Mopti, Gao, Tombougckidal et Sikasso.

Le pays fait partie de la Communauté économique Eieds de I'Afrique de I'Ouest
(CEDEADO) et de I'Union africaine.

Bamako, ville située au sud-ouest du pays estdaata du pays.

4.1.2. Présentation de Bamako

Figure 2 : Image de Bamako

Bamako est la capitale du Mali, sur le fleuve Niger, démsud-ouest du pays. En 2009, la
ville compte 1809 106 habitants ; 1926748 halstanppelés Bamakois. Son rythme de
croissance urbaine est actuellement le plus él&féqle (et le sixieme au monde). Bamako
est le centre administratif du pays, un importamtt fluvial et un centre commercial pour
toute la région. La capitale Bamako est érigée istrict et subdivisée en six communes

dirigées par des maires €[38].

4.1.3. Caractéristiques sanitaires du Mali
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Tableau | : Répartition des structures sanitaires par tygaetégion en 201[B9]

REGION Ka Ko Si Sé Mo To Ga Ba Ki Total
CSCOM 197 180 206 179 153 85 65 59 11 1135
CSRef 7 9 9 8 8 5 4 6 4 60
Hopital 1 1 1 1 2 1 1 7 - 15
Polyclinique 2 - - - - - 7 - 10
Clinique 4 9 15 7 - - 1 68 - 104
Cabinet 37 58 22 18 8 4 - 184 1 332
CMIE 4 4 6 1 2 2 7 - 28
Infirmerie de 3 4 1 3 3 1 2 2 2 21
garnison
Confessionnel 7 3 9 4 4 - - 8 - 35
Officine de 38 82 50 54 22 4 10 211 - 471
Pharmacie
Laboratoire - - - - - - - 8 - 8
d’analyses
médicales
Imagerie - - 1 - - - - 4 - 5
Médicale
Ecoles de santé 7 10 12 9 4 1 2 27 - 72
Tradithérapeute - 6 - 9 - - - 12 - 20
Centre de santé - 1 - - - - - 7 - 8
mutualiste
Dépobts de 6 14 1 4 1 - - 1 - 27
pharmacie
CSCOM NON - 6 - - - 3 1 3 - 13
FONCTIONNEL
Centre de - - - - 1 - - 5 - 6
Recherche
Autres - 1 - - - - - 3 - 4

Total général 312 390 333 291 207 106 88 629 18 2374

AHANOGBE Kokou Anani Lem These de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despthadbétiques. / Méthodologie

Ka :kayes ;Ko :Koulikoro ; Si :Sikasso ;Sé :Ségddo; :Mopti ; Tombouctou ; Ga :Gao ;Ba :District denako ; Ki : Kidal

4.2. CADRE D’'ETUDE

Le Centre d’'Infectiologie Charles Mérieux (C.l.C.M) constitué notre cadre d’étude. Le
CICM est situé dans le quartier de I'ex- base aéeede Bamako, rue du Docteur Charles

Mérieux.

Fruit de la collaboration entre le Gouvernemential®épublique du Mali et la Fondation
Mérieux, le CICM a été mis en place suite a laaigre de I’Accord- cadre N° 0956/1899 du
18 février 2004 entre le Gouvernement de la Républidu Mali et la Fondation Mérieux
ainsi que la Convention du 16 janvier 2005 et smideole annexe du 11 mai 2011 entre le

Ministére de la Santé et la Fondation Mérieux.

» 8 décembre 2003 : Création de la Fondation Méridak
e 15 janvier 2004 : Pose de la premiére pierre duMCIC
e 17 janvier 2005 : Inauguration du CICM

e 2 mai 2005 : Démarrage des activités

Le CICM comprend :

- une administration générale.

- un centre de formation avec une formation diplormalet BAMS (Bachelor de
Biologie Médicale Appliquée), des formations qualites et des formations par
compagnonnage

- un laboratoire d’analyses médicales dénommeé LatiogaRodolphe Mérieux (LRM)
avec des activités de recherche et des activitésulme.

La présente étude s’est déroulée dans le LabadRudolphe Mérieux (LRM).

Le CICM a pour mission de participer tout comme detres structures du Ministére de la
Santé au développement sanitaire du Mali par icgerendu aux malades, la formation, la
recherche et le renforcement des capacités datmraine du diagnostic biologique dans des

conditions désintéressées au bénéfice de la papula

Les ressources humaines du CICM sont composég? dgents, répartis entre les services
techniques du LRM (17 agents) et les fonctions depsrt administratif, financier et

logistique (12 agents).
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L’organigramme du Centre d’infectiologie Charlesriéx de Bamako est en annexe de ce

document. (Cf annexe n°1)

Le LRM se compose des Laboratoires 1 et 2 au s=quels les activités de recherche et de
diagnostic de routine sont effectuées. Le Labomtbioffre le cadre et le matériel pour la
réalisation des examens d’hématologie, de biochehid'immunologie et le Laboratoire 2

prend en charge les examens de microbiologie (talctgie, mycologie et parasitologie).

Le niveau déquipement du Laboratoire Rodolphe Beéti pour la microbiologie au

Laboratoire 2 ou s’est déroulée notre étude esno®suit ;

- Deux (2) étuves de marque JOUAN ;

- Une (1) plaque chauffante de marque STUART ;

- Une (1) centrifugeuse de marque JOUAN ;

- Un (1) réfrigérateur de marque LIEBHERR pour lasmwation des milieux de culture
préparés (+ 5 degrés Celsius) ;

- Un (1) réfrigérateur de marque LIEBHERR pour lasemation des réactifs (+ 5 degrés
Celsius) ;

- Un (1) congélateur de marque SANYO pour la coredem des souches de BMR isolée
(-85 degreés Celsius) ;

- Deux (2) microscopes optiques de marque Leica ;

- Une (1) hotte de bactériologie a flux laminairenterque JOUAN ;

- Un (1) autoclave pour la stérilisation de la veegeet pour la préparation des milieux de
culture ;

- Un (1) automate VITEK® 2 COMPACT de marque BIOMERIE (pour la réalisation
des identifications de souches bactériennes eartdsogrammes) ;

- Un (1) automate mini API® de marque BIOMERIEUX (pola realisation des

identifications de souches bactériennes et debiagtammes).

4.3. TYPE ET PERIODE D’ETUDE

C’est une étude transversale, prospective et gseri portant sur les pus provenant de plaies
diabétiques et analysés au Laboratoire Rodolphéehdé de Bamako, du ler janvier 2013
au 31ldécembre 2013.
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4.4. POPULATION D'’ETUDE :

Notre étude s’est intéressée uniguement aux seurdw@eriennes isolées des pus diabétiques

analysés pendant la période d’étude.
4.4.1. Criteres d’inclusion

Ont été incluses dans notre étude, les soucheériemnes isolées des pus provenant de
plaies diabétiques, analysés au Laboratoire RodoMérieux (LRM) et ayant fait I'objet
d’un antibiogramme quelque soit la provenance élegement.

4.4.2. Critéres de non inclusion

N’étaient pas incluses dans notre étude, toutesdashes bactériennes non isolées des pus
provenant de plaies diabétiques ou n'ayant pa$dajet d’'un antibiogramme.

4.5. MATERIELS AYANT PERMIS L'ETUDE :

4.5.1. Les Automates:
45.1.1. L'automate VITEK® 2 Compact :

Figure 3: Automate VITEK® 2 Compac{Photo prise au LRM le 10/06/2014)

AHANOGBE Kokou Anani Lem Thése de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despthadbétiques. / Méthodologie

L’automate VITEK® 2 Compact de bioMérieux est sipour 'identification des bactéries
et la détermination de leur sensibilité aux antigiges.

Dans le cadre de notre travail, nous avons uldis&artes d’identification des bactéries Gram
négatif (Carte GN) et des bactéries Gram positdr{€ GP) ainsi que les cartes servant de
réalisation des antibiogrammes (Carte AST) ; detesaessentielles au fonctionnement de

'automate.

s Cartes GN et GP:

Elles servent a lidentification des germes a Gnaégatif et Gram positif fréequemment
rencontrés en microbiologie clinique.

Comme expliqué dans le manuel de VITEK® 2 Compadbrmation produit de bioMérieux
(2006), les cartes GN et GP font appel a des teisishimiques conventionnels et des

substrats mesurant l'utilisation des sources dearer, I'activité enzymatique et la résistance.

Les cartes GN et GP comptent chacune plus de #&tieshimiques.

Les résultats définitifs sont obtenus en 10 heomr@simum pour les germes a Gram négatif.

L’identification avec le systeme VITEK® 2 Compadteéalisée selon les données et les
connaissances sur le germe et les réactions ers abanalyse. En effet, une quantité
suffisante de données concernant des souches conueté recueillies pour estimer les

réactions typigues d’espéces pour un ensemblestieliimchimiques discriminant.

s Cartes AST :

Les cartes AST sont utilisées pour déterminer lesibdité aux antibiotigues des germes

fréquemment rencontrés en microbiologie clinique.
Différentes cartes existent en fonction du typegeiene :

- AST-N222 pour les bacilles a Gram négatif non-fertatfs

- AST-N233 pour les entérobactéries

- AST-P580 pour les staphylocoques
Voici les informations qui figurent dans le manuld VITEK® 2 Compact, Information
produit de bioMérieux (2006) :

Le principe de l'antibiogramme de VITEK® 2 Compdait appel a la détermination de la

concentration minimale inhibitrice (CMI). [...]
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Chaque carte AST de VITEK® 2 Compact contient 64rmipuits. Un puits de contrdle
contenant uniquement un milieu de culture est pitésar toutes les cartes ; les autres puits

contiennent des concentrations préétablies d’ubiatigue donné et un milieu de culture.

45.1.2. L'automate mini API®

Figure 4: Automate mini API®. (Photo prise au LRM le 10/06120)

L’automate mini API® de bioMérieux est utilisé polidentification des bactéries et la

détermination de leur sensibilité aux antibiotiques

+«+ Principe de fonctionnement
Le mini API® permet deux types de lecture.
> La lecture turbidimétrique et néphélémétrique
Elle est destinée aux galeries turbinéphélémétsique
Exemple :ID 32 GN ; ID 32 C ; ATB UR

Turbidimétrie : mesure de [lintensité de la lumiere transmise (iiversement

proportionnelle a la croissance bactérienne.
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Néphélémétrie : mesure de lintensité de la lumiére diffusée (D)3@C directement

proportionnelle a la croissance bactérienne.
Ces deux mesures permettent d’évaluer la densitérEnne dans chaque cupule.

Le cycle d’'une lecture turbinéphélémétrique sednitleux étapes :

o 1°¢étape :

Entrée du chariot porte galerie et détection dieatmlla galerie.

o 2*™étape :

Mesure sous pression sans filtre puis sortie duiathporte galerie. Lorsque le cycle de

lecture est terminé, le logiciel traite les meswaksctuées.
» La lecture colorimétrique
Elle est destinée aux galeries colorimétriques.
Exemple: ID 32 STAPH ; ID 32 E ; Rapid ID 32 A ; Rapid IRBSTREP

Le mini API® effectue pour chaque cupule une mesigréransmission de la lumiére dans 4

régions du spectre visible.

Le cycle d’'une lecture colorimétrique s’effectuedeétapes :

o 1°° étape:

= 1°®entrée du chariot porte galerie

= Détection du code de la galerie

= Mesure sous filtre K60

o 2*™étape :
= 1°®sortie du chariot porte galerie
= Mesure sous filtre K40

o 3F™étape :
= 2°®entrée du chariot porte galerie
= Mesure sous filtre DT bleu

o 4°™étape :

= 2°®sortie du chariot porte galerie

= Mesure sous filtre DT vert
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Lorsque le cycle de lecture est terming, le logjicaate les mesures effectuées.

4.5.2. Les antibiotiques testeés :

lIs sont listés sur les fiches d’enquéte qui ontnpe le recueil de nos données et se

retrouvent en annexe. (cf annexe n°2)

4.6. MODE OPERATOIRE DE L'EXAMEN CYTOBACTERIOLOGIQUE DE
PUS PROVENANT DE PLAIES DIABETIQUES AU LABORATOIRE

RODOLPHE MERIEUX

4.6.1. Principe

Il s’agit d’identifier les germes pathogénes regadibes d'infections des plaies diabétiques

par ensemencement sur un certains nombre de mitleugulture spécifiques aux germes

recherchés et de réaliser un antibiogramme aprefgroation de la nature du ou des germes

responsables.

4.6.2. Matériels
- Microscope ;
- Bec benzéne;
- Micropipettes ;
- Pipettes Pasteur ;
- Jarre (aérobie et anaérobie) ;
- Plaque chauffante ;
- Etuve;
- Automates (mini API® - VITEK® 2 Compact) ;
- Vortex;
- Densitometre ;
- Cassette VITEK® 2 Compact.

4.6.3. Consommables
- Gants;

- Embouts ;
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- Lames et lamelles ;

- Tubes a hémolyse ;

- Oeses;

- Cartes VITEK® 2 Compact ;

- Disques pour antibiogramme ;

- Sachets anaérobies.

4.6.4. Reéactifs
- Milieux de culture ;
- Bouillon;
- Colorants de Gram ;
- Réactif de la catalase ;
- Reéactif du test de I'oxydase ;
- Reéactif du test de coagulase ;
- Réactif Urée-Indole-TDA ;

4.6.5. Pré analytique

La phase pré analytique est celle qui s'étend dilepement a l'arrivée de la substance
prélevée sur la paillasse de bactériologie. Leépeghent du pus de plaie diabétique est
hospitalier. Le prélevement arrivé au Centre dititdogie Charles Mérieux sera enregistré a
l'accueil ; c’est-a-dire identifié par un numérd.sera de suite acheminé a la paillasse de

bactériologie.

[z Nature du prélevement
La nature du prélevement doit étre inscrite enagm&ment clinique sur la fiche d’analyse
qui accompagne le prélevement. Le prélevementé&t collecté soit dans un tube sec, soit
par écouvillonnage et acheminé immédiatement aordabire, a défaut le conservé au frais

(4°C) pour le lendemain.
N.B : Ecouvillon et tube sont disponibles au Laboratétodolphe Mérieux.

[=] Localisation du prélevement dans le systeme inforntigue
L’édition de la fiche de paillasse sur le SystemBD2Q Informatique se fait en tapafb
apres avoir saisi le nom et le mot de passe diéidateur qui est individuel. On aura ainsi eu
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acces au numéro d’identification du patient legstlétiqueté sur le contenant du prélevement
plus t6t acheminé sur la paillasse de bactérioldgefiche de paillasse consacrée peut étre
imprimée en suivant sur le systeme CODAT la dénearch

Choisir uneimprimante (2 ou 4) au niveau de la réception, plaiscementet terminer par

sortir.

Sur la fiche récupérée, notifier le type de préhéeet dans la listBA a savoir si c’est :

- Cutané - Oreille droite - Narine droite - Plaie - Déter
- Lait maternel - Oreille gauche - Margauche - Ulcere

- Squames - Eil droit lingual érPanal - Sécrétion

- Ongle - Eil gauche - Gingival - Gland

- Nasal - Buccal - Gorge - Escarre

Dans le cas ou le prélevement provient d’'une maia patient diabétique, la mention « plaie

diabétique » est posée sur la fiche de paillassetpt récupérée.

L’origine du prélevement sera précisée dans laD€l : si le prélévement est soit effectué au
laboratoire, transmis ou apporté

Les listedDE, DG, DI, DJA, DJB sont a ignorer.

A la paillasse on dispose ainsi du prélevementgistré, la fiche d’examen envoyé par le
médecin et la fiche de paillasse imprimée pouritaonstance. La concordance entre le
numeéro de I'’échantillon a traiter et le numéro fagu sur la feuille de paillasse est aussitot
vérifiée et les fiches de demande d’examen eé cl paillasse sont agrafées. On procédera
ensuite aux différents examens et ce dans un qudr@s. Les résultats de ces différents
examens seront fidelement inscrits sur notre fadgéaboratoire.

4.6.6. Phase Analytique de I'examen
Il s’agit de la phase technique de laboratoiré@eaimen donc du traitement proprement dit
de I'échantillon jusqu’a la conclusion de la pré&se=nu non d’un ou des germes et de la

réalisation des antibiogrammes au besoin.
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[=] Préparation de la suspension

- Porter les milieux de culture (géloses au sangygélski — Chapman- Sabouraud— CAN
2 — Mueller Hinton) a I'étuve pour séchage dix (fhutes environ,

- Préparer si possible une suspension a l'aide del M&ium (si prélevement par
ecouvillonnage),

- ldentifier un tube a hémolyse contenant un bouitlencceur-cervelle et y ajouter deux a
trois gouttes de la suspension réalisée si la pktiprofonde.

- Si le prélevement est dans un tube on n’a pasirbeko faire la suspension, utiliser

directement le prélévement.

=] Examen direct

- Sur une lame, réaliser un étalement du prélévement

- Sécher lalame sur la plaque chauffante préalasienégler a 50 °C ;

- Passer a la coloration Gram. (Mode opératoire dellaation de Gram cf annexe n?3)
N.B : Attention ne pas dépasser cette température queride déformer les germes.

] Cultures
- Les différents milieux de culture sont ensemencé®ection du Gram lu :
= Gélose au sang (COS), incubée a 37°C sous;CO
= Gélose chocolat, incubée a 37°C sous €O
= Gélose au sang, incubée a 37°C en anaérobiose ;
= Drygalski, incubé en aérobiose (si bacilles au Gnégnatif) ;
= Chapman, incubé en aérobiose ;

= Sabouraud, incubé en aérobiose (en fonction déyegient) ;

CAN 2, incubé en aérobiose ;

Mueller Hinton, incubé en aérobiose ;

Bouillon cceur cervelle.

- Porter le tout a I'étuve pendant 24 heures,

NB : Si les germes ne poussent pas sur les différanilieux de culture citées ci-dessus avec
un nombre élevé de leucocytes, penser a la rduheie BAAR.
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[«] Lecture et interprétation

- Identifier et faire les antibiogrammes sur leooms suspectes

- Si la culture est stérile apres 24 heures d’indabatré incuber les géloses au sang sous
CO, pendant 48 heures,

- Si Bacille Gram négatif: lactose positive, faire I'identification et I'abiogramme et
lactose négative, faire le test a I'oxydase pualiser simultanément une identification et
un antibiogramme en fonction du résultat du tesbde opératoire du test a I'oxydase cf
annexe n°4)

- Si Cocci Gram positif, catalase négative type Streptocoque, faire diexslBtrepto-plus et
étudier en fonction du contexte clinique (par exkempa détermination dStreptococcus
pneumoniaepar le test d’'optochine, (mode opératoire du destatalase cf annexe n°5;
mode opératoire du test a I'optochine cf annexg.n°6

- Si Cocci Gram positif, catalase positive, mannitol positif, faire la colage puis passer a
I'antibiogramme en cas de positivité, (mode opératdu test de coagulase cf annexe n°7)

- Sila coagulase est négative discuter avec le ¢igilo ou ses assistants et étudier toujours
en fonction du contexte clinique.

- Si présence des levuresdentifier et faire I'antibiogramme.

- Autre morphologie, a discuter avec le biologisteses assistants.

Les procédures d’identifications et d’antibiogransnemnt systématiquement accompagnées
d’'une nouvelle culture sur gélose en fonction dimgesuspecté. L'intérét de cette nouvelle
culture est d’avoir a disposition des souches biactées jeunes dans le cas ou la bactérie
serait multirésistante (bacilles multi résistanssaphylocoques méticilline résistants et

vancomycine résistants...) pour réaliser le « souelagu si I'analyse devrait étre reprise.

[ Interprétation des antibiogrammes proprement dite

- Lorsqu’elle est réalisée a partir des disques sligurMueller-Hinton (MH) ou sur milieu
COS, linterprétation se fera par mesure des whffies CMI tout en se référant aux
recommandations du comité de I'antibiogramme deolziété francaise de microbiologie
(Edition de janvier 2007).
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- Lorsqu’elle est faite par le biais des galeries ASUB mini API®, une relecture a I'ceil nu
est préconisée apres celle de I'appareil afin ddirtoer les résultats sur la sensibilité —
intermédiaire et la résistance donnés par I'appare

- Si I'antibiogramme est réalisé sur le VITEK® 2 Cawp une éventuelle interprétation
devient difficile en ce sens que tout se passe tansachine. L’essentiel est de ne pas
confondre les cartes AST Gram positif et négatif.

- Dans le cas d'une bactérie productrice de Béttada@se a spectre élargi: faire la
recherche de BLSE sur milieu MH avec les antibigg® suivants : Amoxicilline + Acide
clavulanique (AMC) au centre, cefotaxime (CTX) d#écet ceftazidime (CZ) de coté

également permettant d’obtenir un bouchon de clhagnmgp

Par l'une de ces mesures, on pourra apprécier auertr des résultats, la sensibilité, la
résistance intermédiaire et la résistance propresiignde la bactérie concernée en fonction

des antibiotiques testés.

Et lorsque la multirésistance d’'une souche bagt@geaura été confirmée, on procédera a un

« souchage » de la souche bactérienne en question.

[«] Souchage

Il s’effectue a partir de souches bactériennesgpdaomt la pureté est effectuée sur un milieu
propice a la croissance de la bactérie concernée.

Il consiste en la conservation de bactéries déstaréulti résistantes a des températures

indiqguées empéchant toute multiplication bactémenn

(Mode opératoire du souchage des bactéries cf anmmf&)

[«] Validation technique / Criteres de repasse
Elle est réservée au Technicien qui apprécie tatpude ces colonies a travers les galeries
APl et celles des ATB. Si un contaminant est plisepurifier de nouveau a partir de la

pureté pour une bonne identification et antibiogreem
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4.6.7. Phase post analytique

[«] Validation Biologique
Réservée au biologiste ou ses assistants, elfectie®é en confrontant 'ensemble des résultats
avec les éléments cliniques apportés par la disoussec le médecin prescripteur. Elle est

objectivée par la signature du compte-rendu.

(] Rendu de résultat
Préalablement noté sur la fiche de paillasse éditéele systeme informatique CODAT,
toutes les informations recueillies lors de la ghasalytique ainsi que les résultats a titre de
nom du ou des germe(s) identifié(s) comme étantcaumse ainsi que les résultats de
'antibiogramme réalisé sont saisis dans les rasutiéfinitifs des examens de pus de plaies

diabétiques effectués au Laboratoire Rodolphe Mgrie

Si possible le résultat peut étre communiqué daphéne au clinicien en charge du patient.

Cependant seul le biologiste est en mesure dehid@ihép ou ses assistants.
4.6.8. Gestions des déchets

Les boites de pétri utilisées datant de deux jeard vidées a chaque fin de journée dans les
sachets poubelle qui doivent étre bien scotchéggaortés a I'arriere du laboratoire dans les

grands fOts appropriés qui y sont déposeés pourdanstance.
4.6.9. Archives

La fiche de demande d’examen photocopiée, la fithpaillasse portant toutes les mentions
de 'examen et les fiches relatant les résultatBaséibiogramme constituent le dossier final
de chaque prélévement de pus provenant de pldétdjae analysé au Laboratoire Rodolphe
Mérieux. Ces dossiers en fin d’étude sont mis dansarton portant mention de la période
d’'usage. Ce carton une fois rempli est transféragasin ou une étagere est prévue pour les

archives.

4.6.10.Hygiene et sécurité
- Avant et apres les manipulations a la paillassbateériologie, nettoyer la paillasse avec
de I'eau de javel ;
- Toujours manipuler en présence d’'une flamme a défane hotte ;

- Toujours porter des gants, des chaussures ferrhéepassible un masque de protection ;
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- Eviter de toucher les portes, les appareils aniesoscopes avec les gants ;
- Ne jamais manger ni boire lors des manipulationklearatoire.
4.6.11. Evaluation des risques

- Bien ranger les milieux de culture et les bouillafia d’éviter les contaminants ;
- Eviter tout liquide inflammable aux environs ddlé&anme ;

- Eviter les bouteilles déposées au bord des paass

- Se laver les mains régulierement a I'eau de javaliesavon bactéricide.

4.7. ASPECTS BIOETHIQUES

L'autorisation des responsables du laboratoire @ ébtenue pour [utilisation des
échantillons.

L’anonymat et la confidentialité des patients ot# éespectés conformément aux regles

d’éthigue médicale et a la législation sur la reche biomédicale et scientifique.
Il N’y a pas de conflit d’intérét dans cette étude

Les références bibliographiques n’ont fait I'oljéiucune modification.

4.8. COLLECTE DES DONNEES

Elle a consisté a I'analyse des fiches de pailldgsiées aux prélevements de pus provenant
de plaies diabétiques. Les fiches d’enquétes dtapgprétées et les informations concernant
'aspect épidémiologique des patients, la natusegigmes, et le résultat de I'antibiogramme

réalisé y ont été portés.

4.9. ANALYSE ET TRAITEMENT INFORMATIQUE DES DONNEES

Nos données ont été saisies a l'aide du logicietd\&D07, analysées a l'aide du logiciel
IBM SPSS 19.0 et nos figures réalisées a I'aiddiciel Excel 2007.
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5. RESULTATS
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RESULTATS

5.1. RESULTATS GLOBAUX

Au LRM, 305 analyses de pus ont été réalisées atsate notre période d’étude dont 58
concernant les patients diabétiques soit une frempude 19,1%. La moyenne mensuelle des
examens de pus non diabétiques était cing foisrmupé a celle des pus diabétiques analysés.
Ces prélevements de pus diabétiques dont I'ess€Bdib%) a été réalisé au Centre National
de Lutte contre le Diabéte (CNLD) étaient pratigeeintous positifs a la culture soit 49

échantillons ; 84,5% des pus diabétiques analyseés.
5.1.1. Prélevements de pus au LRM de janvier a décembre 28

Tableau Il : Distribution des prélevements de pus analysés a4 R janvier a décembre

2013 selon la nature.

Effectifs Pourcentage
Pus diabétique 58 19,1
Pus non diabétiques 247 80,9
Total 305 100

19,1% des pus analysés au LRM provenaient de patiéabétiques.

La moyenne mensuelle des examens de pus non diaéettait cing fois supérieure a celle
des pus diabétiques analysés.
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Figure 5 : Distribution mensuelle des demandes d’analysesideap LRM

AHANOGBE Kokou Anani Lem These de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despldiabétiques / Résultats

Tableau IIl : Répartition des prélevements de pus désignés «dmmpétiques » selon
I'organe atteint

Pus non diabétiques Culture positive (n) Culture éagative(n) Total (n)
Sans précision 45 18 63
Plaie chronique 19 11 30
Pus d’oreille 37 31 68
Pus de gorge 1 8 9
Pus buccal - 2
Abces du cou 2 1 3
Abceés du crane 1 - 1
Abces de la cuisse 2 - 2
Adénopathie suppurante - 4 4
Ascite 2 1 3
Empyeme cérébrale opérée - 1 1
Epanchement péricardique - 1 1
Infections post- opératoires 7 - 7
Lésions tumorales de l'aisselle 1 - 1
Liquide articulaire 2 - 2
Liquide pleural 3 4 7
Liquide prostatique - 1 1
Onyxis 6 7
Ostéite 7 10 17
Perte urétrale - 1 1
Polyarthrite fébrile 1 - 1
Sécrétions bronchiques 1 - 1
Seins 1 < 4
Sinusite 1 2 3
Suppurations pariétales 5 2 7
Tumeur ulcérée de la langue 1 - 1
Total 140 107 247

n : Effectifs

Les pus non diabétiques avaient une diversitétdes diatteintes.
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5.1.2. Origine des prélévements
L’essentiel de nos prélevements provenait du CNED. effet, 49 (84,5%) prélevements
provenaient du CNLD contre 9 (15,5%) préléevemeéddisés dans les hbpitaux.

5.1.3. Résultats a la culture

Les pus diabétiques analysés au LRM étaient a 8448%prélevements) positifs a la culture
et nécessitaient donc un antibiogramme contre 15%%rélévements) dont la culture était

négative.

5.1.4. Relation entre origines des prélevements et résutta la culture

Des 49 prélevements de pus diabétiques positdsalture, 41 provenaient du CNLD et 8
étaient d’origine hospitaliere. Des 9 prélévemelaist la culture était négative, 8 provenaient

de CNLD et un était d’origine hospitaliere.

45 41

20 - ECNLD

15 - Hopitaux
10 - 8 8

O _
Culture positive Culture négative
Cultures

Effectis

Figure 6 : Relation entre origines des prélévements et résudtia culture des prélevements
de pus diabétiques analysés au LRM de janvier amliée 2013.
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5.1.5. Sexe des patien présentant des prélévementde pus diabétiques infecté
analysés au LRM de janvier a décembre 20:

Le sexe-ratio de notre échantillc de patients diabétiquedont les prélévements étaie
infectés et ont donc néces un antibiogramme était de 1,6 en faveur des homi@e:
retrouve donc une prédominance masculine 30 (61p24n) 19 (38,8%) femm.

5.1.6. Agedes patient: diabétiques présentant un préléevement infectiet

Latranche d’age 40 a 59ans était représen 42,9%,suivie de la tranche 2039ans a

34,7% et 22,4% pour les patients agés de 60 gigs. La moyenne d’age était 48,1 . et
I'écart-typel6,5 ans.
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20-39 ans 40-59 ans 60 ans et plu

Tranches d'age

Figure 7 : Répartition des patier diabétiques présentant des pus infeatédysés au LRM
de janvier a décembre 20&8lon I'agt
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5.1.7. Souches bactériennes isolées

Tableau 1V : Répartition des souches bactériennes isolées dedighetiques analysés au

LRM de janvier a décembre 2013 selon I'espéce

Germes isolés Effectifs Pourcentage
Staphylococcus aureus 18 26,1
Escherichia coli 18 26,1
Proteus mirabilis group 10 14,5
Proteus vulgaris group 4 5,8
Klebsiella pneumoniae ssp pneumonie 3 4,6
Streptococcus agalactiae 3 4,6
Enterobacter cloacae complex 2 2,9
Acinetobacter baumannii complex 1 1,4
Burkholderia cepacia group 1 1.4
Burkholderia pseudomallei 1 1,4
Edwardsiella tarda 1 1,4
Enterobacter aerogenes 1 1.4
Enterococcus faecium 1 14
Erysipelothrix rhusiopathiae 1 1,4
Morganella morganii ssp morganii 1 1.4
Pseudomonas aeruginosa 1 1,4
Staphylococcus intermedius 1 1,4
Staphylococcus xylosus 1 1,4
Total (18) 69 100

Les 49 échantillons positifs ont permis d’isolerggmes répartis en 18 germes différents
avec une fréguence élevée de tr&iphylococcus aureusscherichia coli Proteus

mirabilis) soit 66,7% de I'ensemble des germes.
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Les69 germes isolés ont permis de définir des prélews mono et polymicrobien Ainsi,
parmi les pus diabétiques positifs & la culture3®3 étaient monomicrobiens alors ¢

36,7% étaient polymicrobienBarmi ces derniers, il y av 34,7%de bimicrobien et 2% de

trimicrobiens.

34, 7% ' i
0" ® monomicrobiens

bimicrobiens
= trimicrobiens

63,3%

Figure 8 : Répartitiondes prélevements de pus diabétiques positifs dltiare et analysés ¢
LRM de janvier a décembre 2013 selon le nombreedmes identifié.
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Tableau V: Fréquence d’associations des germes isolés defighétiques analysés au
LRM de janvier a décembre 2013

Germes associés Effectifs Pourcentage
S. xylosus 1 5,6
S. aureus 4 22,4
K. pneumoniae 1 5,6
Morganella 1 5,6
morganii spp
E. coli (11) + morganii
S. agalactiae 1 5,6
Proteus vulgaris 1 5,6
group
Proteus mirabilis 1 5,6
group

S.aureus + 1 5,6

K.pneumoniae
Proteus mirabilis 3 16
Enterobacter 1 5,6

S.aureus + aerogenes
E. cloacae complex 1 5,6
Yersinia 1 5,6
enterolitica group
P. aeruginosa + S.intermedius 1 5,6
Total 18 100,0

E. coliest la bactérie la plus impliqguée dans les assoogte germes. L'association la plus

observée était celle d& colietS. aureu22,4%, suivie de celle d& aureustP. mirabilis

16%. Les autres associations observées étaietwmize de 5,6% chacune.

5.1.8. Antibiogramme

Les antibiogrammes ont été réalisés a hauteur @&9E3) a I'aide de 'automate VITEK®2

Compact et a 4,3%(6) I'aide du mini API®.
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5.2.RESULTATS SUR LA RESISTANCE BACTERIENNE

Tableau VI : Niveau de résistance aux antibiotiques test&tajghylococcus aureusolées

des pus diabétiques analysés au LRM de janvieceéndgre 2013.

Antibiotiques testés Sensible (n) Résistante (n(%)) Total (n)
Flomoxef - 11(61,1) 11
Benzylpenicilline 2 15 (83,3) 17
Cloxacilline 7 9 (50,0) 16
Flucloxacilline 7 9 (50,0) 16
Méticilline 7 9 (50,0) 16
Oxacilline 8 9 (50,0) 17
Cefaclor 7 9 (50,0) 16
Cephapirine 7 9 (50,0) 16
Ceftibutene 7 9 (50,0) 16
Ceftizoxime 7 9 (50,0) 16
Ceftriaxone 7 9 (50,0) 16
Doripenem 7 9 (50,0) 16
Faropenem 7 9 (50,0) 1
Imipéneme 7 10 (55,6) 1
Gentamicine 16 1 (5,6) 1
Tobramycine 16 1 (5,6) 1
Eurofloxacine - 1 (5,6) 1
Levofloxacine 5 13 (72,2) 18
Moxifloxacine 12 6 (33,3) 18
Dirithromycine 7 9 (50,0) 16
Erythromycine 7 11(61,1) 18
Clindamycine 10 8 (44,4) 18
Lincomycine 2 7 (38,9) 9
Linézolide 14 4 (22,2) 18
Téicoplanine 14 4 (22,2) 18
Vancomycine 17 1 (5,6) 18
Doxycycline 4 11 (61,1) 14
Tétracycline 4 14 (77,8) 18
Tigecycline 18 -(-) 18
Fosfomycine 17 - (-) 17
Nitrofurantoine 18 -(-) 18
Acide fusidique 14 3(16,7) 17
Mupirocine 17 -(-) 17
Rifampicine - 16 (88,9) 16
Cotrimoxazole 12 6 (33,3) 18

n : Effectifs % : Pourcentage

Les niveaux de résistance les plus élevés onth&érees contre la rifampicine 88,9% suivis
du benzylpenicilline 83,3%, tétracycline 77,8%. Iobgeaux de résistance les plus faibles ont
été observés contre la gentamycine, la tobramyatineurofloxacine 5,6%. Des niveaux de

résistance nuls ont été observés contre la tigeeydh fosfomycine, la nitrofurantoine et le
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cotrimoxazole. Les autres antibiotiques présentaienniveau de résistance compris entre
16,7 et 61,1%.

Tableau VIl : Niveau de résistance aux antibiotiques testéstdeherichia colisolées des
pus diabétiques au LRM de janvier a décembre 2013.

Antibiotiques testés Sensible (n) Résistante (n(%)) Total (n)
Ampicilline 1 17 (94,4) 18
Amoxicilline + Acide 5 13 (72,2) 18
clavulanique
Ticarcilline - 18 (100,0) 18
Pipéracilline+ Tazobactam 11 7 (38,9) 18
Cefalotine 1 17 (94,4) 18
Cefoxitine 15 3(16,7) 18
Cefotaxime 5 13 (72,2) 18
Ceftazidime 6 12 (66,6) 18
Ertapéneme 18 - () 18
Imipéneme 18 - () 18
Amikacine 14 4 (22,2) 18
Gentamicine 7 11 (61,1) 18
Tobramycine 5 13 (72,2) 18
Acide nalidixique 1 17 (94,4) 18
Ciprofloxacine 1 17 (94,4) 18
Ofloxacine 1 17 (94,4) 18
Nitrofurantoine 15 3(16,7) 18
Cotrimoxazole 2 16 (88,9) 18

n : Effectifs % : Pourcentage

Les niveaux de résistance les plus élevés ontbsigreés contre la ticarcilline (100%) suivis

de I'ampicilline, du cefalotine, de I'acide nalidtixie et de I'ofloxacine (94,4%). Les niveaux
de résistance les plus faibles ont été observéseclancefoxitine et le nitrofurantoine (16,7%)
ainsi qu'a I'ertapénéme et a I'imipénéme des aotiues pour lesquels aucune résistance n'a
été observée. Les autres antibiotiques présentaiemitveau de résistance compris entre 22,2
et 72,2%.
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Tableau VIII : Niveau de résistance aux antibiotiques testé®dmsus mirabiligsolées

des pus diabétiques au LRM de janvier a décemli®.20

Antibiotiques testés Sensible (n) Résistante (n (o Total (n)
Ampicilline 2 8 (80) 10
Amoxicilline + Acide 7 3 (30) 10

clavulanique

Ticarcilline - 10 (100) 10
Pipéracilline+ Tazobactam 9 1(10) 10
Cefalotine 7 3 (30) 10
Cefoxitine 1 9 (90) 10
Cefotaxime 5 5 (50) 10
Ceftazidime 3 7 (70) 10
Ertapéneme 2 8 (80) 10
Amikacine 9 1(10) 10
Gentamicine 6 4 (40) 10
Tobramycine 6 4 (40) 10
Acide nalidixique 5 5 (50) 10
Ciprofloxacine 6 4 (40) 10
Ofloxacine 5 5 (50) 10
Cotrimoxazole 2 8 (80) 10

n : Effectifs % : Pourcentage

Les niveaux de résistance les plus élevés onth&éreés contre la ticarcilline (100%) suivis
de la cefoxitine (90%), de I'ampicilline et du dotoxazole (80%), et du ceftazidime (70%).
Les niveaux de résistance les plus faibles onblservés contre I'association pipéracilline +
tazobactam et I'amikacine (10%). Les autres aridpies présentaient un niveau de

résistance intermédiaire compris entre 30 et 50%.
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Tableau IX : Niveau de résistance aux antibiotiques testd3sdeidomonas aeruginosa

isolée de pus diabétique au LRM de janvier a décer2013

Une seule souche dseudomonas aeruginoszété isolée et sa sensibilité se présentait
comme suit

Antibiotiques

Méropéneme

Imipénéme

Sensible Amikacine

Tobramycine

Ciprofloxacine

Colistine

Ticarcilline+ Acide clavulanique

Pipéracilline

Pipéracilline + Tazobactam

Resistante Ceftazidime

Céfépime
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5.3. MULTIRESISTANCE BACTERIENNE

La résistance a la méticilline a été observée 606@z des souches &aphylococcus aureus
isolées ; 50% des souchesStaphylococcus aureune présentaient pas de résistance a la

meéticilline.

E SARM
Non SARM

50%

50%,/

Figure 9 : Répartition deStaphylococcus aureusolées de pus diabétiques au LRM de

janvier a décembre 2013 selon leur résistancerétilline

5,5% des souches @&taphylococcus aurewaient résistantes a la vancomycine ; 94,5% des

souches ne I'étaient pas

5,5%

® Vancomycine résistant

Non vancomycine
résistant

94,5%

Figure 10: Répartition deStaphylococcus aureusolées des pus diabétiques au LRM de

janvier a décembre 2013 selon leur résistancezarieomycine
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Tableau X : Répartition degiermes isolés de pus diabétiques au LRM de jaavigcembr:

2013 selon leur capacité a produire BLSE

Effectifs Pourceniage
BLSE 14 20,3
Non BLSE 54 79,7
Total 69 100

Des 69 germes isolé$4 étaient producteurs de BLSE soit 20,3% de I'eride des germe

contre 54 soit 79,7% de I'emmble de germes isoléqui ne produisaient pas de BL!

Parmi les bactéries productrices BL{Escherichia colreprésentaient 64% de I'effectif
suivies deKlebsiella pneumoni: 14,4%.Trois autres espec&dteus mirabili, Proteus

vulgaris groupet Enterobacter cloacae comp) complétaient cette liste avec chac 7,1%

64,3%

70

60 -
S
S
2 50
c
(¢}
© 40 -
>
@]
o

30 -

14,4%
20 -
7,1% 7,1% 7,1%
10 -
0
E.coli K. Pmirabilis P wulgaris E.cloacae
pneumoniae group complex
Bactéries productrices de BLSE

Figure 11 : Répartition des bactéries productricesBLSE isolées des pus diabétiques
LRM de janvier a décembre 2013 selon leurs es
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Tableau Xl : Proportion de germes producteurs de BLSE au desisouches bactériennes

productrices isolées au LRM de janvier a décembie3 2

Germes producteurs de BLSE BLSE (n(%)) Total (n)
E. coli 9 (50) 18

K. pneumoniae 2 (66,7) 3

P. mirabilis 1 (10) 10

P. wulgarisgroup 1(25) 4

E. cloacae complex 1 (50)

Total 14 37

n : Effectifs ; % : Pourcentage

Parmi les 14 germes isolés producteurs de BLSEY6@eK. pneumoniags0% de<. coli,
50% de<. cloacae complexX5% deP. vulgaris groupet 10% de®. mirabilis étaient

retrouves.

Tableau XllI : Distribution générale des souches bactériennedasale pus diabétiques au

LRM de janvier a décembre 2013 selon qu’elles sotauiti résistantes (BMR) ou non

Effectifs Pourcentage
BMR 24 34,8
Non BMR 45 65,2
Total 69 100

Au total des 69 souches bactériennes isolées, &énétmultirésistantes soit 34,8% des

germes contre 45 souches bactériennes soit 65,2tagaient pas multirésistantes.

Parmi les souches bactériennes désignées muliindét®isS. aureustait la plus représentée a
hauteur de 37,6% suivie de coli 29,3%.P. mirabilis K. pneumoniaest P. vulgaris group
étaient chacune représentée a 8,3%. Les plus Saibf@ésentations dans cette liste ont été
observées che2seudomonas aeruginoséBurkholderia cepacia grouphacune représentant

4.1% de I'ensemble des bactéries multirésistastidges.
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Figure 12: Distribution des BMFisolées des pus diabétiques au LRM de janvier ardBre
2013 selon I'espéce

Tableau XIll : Proportion de multi résistance au sein des especes bactéri

multirésistantessolées au LRM de janvier a décembre 2

BMR (n(%)) Total

S. aureus 9 (50) 18
E. coli 7 (38,9) 18
P. mirabilis 2 (20) 10
K. pneumoniae 2 (66,7)

P. wilgarisgroup 2 (50)

P. aeruginosa 1 (100)

Burkholderia cepacia group 1 (100) 1
Total 24 55

n : Effectifs ; % : Pourcentage

Les germesP. aeruginosaet Burkholderia cepacia grougtaient multi résistants coni
66,7% desK. pneumoniae50% desS. aureus 38,9% de<E. coli et 20% de<P. mirabilis

isolés qui étaient multi résista.
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6. COMMENTAIRES
ET
DISCUSSION
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COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Notre étude qui s’est déroulée au Laboratoire RutmMérieux (LRM) du ¥ janvier 2013

au 31 décembre 2013 était une étude transversakpqztive et descriptive. Elle a concerné
58 prélévements de pus diabétiques soit 19,1%ededmble des pus analysés au LRM. A la
culture, 49 de ces prélévements étaient positifis5¢8 des pus diabétiques), justifiant la

réalisation d’antibiogrammes. Ces derniers répmmid@onc a nos critéres d’inclusion.
6.1. NATURE DES PRELEVEMENTS DE PUS ANALYSES AU LRM

Notre laboratoire traite en moyenne 4,8 prélevemesus de plaies diabétiques par mois. Un
chiffre qui représente approximativement le cinqueede tous les prélévements de pus
analysés au LRM. C’est dire la part importantealpdpulation diabétique fréquentant notre
structure et aussi le nombre des complicationsiel giabétique trés significatif. Ce chiffre
qui n'est donc pas a négliger cache aussi uneévé@elle selon laquelle tous nos
prélevements analysés sont positifs dans leurdgranajorité a la culture. Notre étude a
montré une positivité a hauteur de 84,5% des peélewnts de pus diabétiques analysés. Le
sens diagnostic des prescripteurs d’analyses est saluer. Les « pus non diabétiques » ;
appellation désignant les prélévements issus dienpatnon diabétiques étaient d'origine

diverses (pus d’oreille,...).

6.2. ORIGINE ET RESULTATS A LA CULTURE DES PRELEVEMENTS DE
PUS DIABETIQUES ANALYSES AU LRM

L’ensemble de nos prélevements analysés a été avhem LRM apres des prélévements
faits au niveau de structures sanitaires. En e8#5% de ces prélévements provenaient du
Centre National de Lutte contre le Diabete, un reegpécialisé dans la prise en charge du
diabéte et de ses complications au Mali. L'origiieela majorité de nos prélevements de pus
diabétiques nous rassure donc car contribuant Hialpidité de nos résultats ; la qualité de
'acte de prélevement impactant largement sur @rmiers. Cependant si 84,5% de nos
prélevements provenaient du CNLD et que 84,5% déyements diabétiques étaient
positifs a la culture cela ne voudrait pas dire tpues les prélevements faits au CNLD étaient
positifs. En effet, seulement 41 prélevements faitsCNLD sur les 49 réalisés soit 83,7%

étaient positifs.
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6.3. ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUES DES PRELEVEMENTS DE PUS
DIABETIQUES INFECTES
Dans notre étude le sexe ratio a été de 1,6 eurfaless hommes ce qui est en faveur des
données de la littérature lesquelles estiment ggiddmmes sont en général plus exposés aux

ulcéres du pied et aux amputati¢A8].

La tranche d’age 40 a 59 ans était la plus reptésesoit 42,9% de notre population d’étude.
Que cette tranche d’age 40 a 59 ans soit la plushte par des infections de plaies
diabétiques n’'est pas étonnant vu que dans les paydéveloppement, la plupart des
diabétiques sont agés de 45 a 64 ans ; ce qui pesske cas dans les pays développés ou la
majorité des diabétiques a plus de 65[4a%

6.4. SOUCHES BACTERIENNES ISOLEES DES PRELEVEMENTS DE PUS
DIABETIQUES INFECTES
Sur les 18 types différents de germes isolés désres, on note une prédominance de
Staphylococcus aureugscherichia coli Proteus mirabilisqui représentaient a eux trois
66,7% des germes. Ce résultat est similaire a treluvé pamMiangaly O.[42] qui rapportait
une prédominance a hauteur de 67,4% de ces mémeegy@our une étude faite sur la
population générale. C’est dire I'exactitude desrdes de la littérature qui prédisait un tel

résultat pour des prélevements de cette nature.

Nos prélevements comportent des prélevements maenooiens, mais notre étude confirme
aussi la nature fréguemment polymicrobienne desdaltsétiques relatée dans la littérature.
Nous avons remarqué I'association de deux germesvaau de 34,7% des prélevements et

de trois germes dans 2 % des prélévements.

Escherichia coliétait le germe plus impliqué dans les associatittngermes soit 61,6% des
associations de germes suiviStaphylococcus aureu32,8% et dé>seudomonas aeruginosa
a 5,6%. Une association remarquable de trois gerflassherichia coli Staphylococcus
aureuset Pseudomonas aerugingsa egalement été répertoriddiangaly O. [42] a trouvé
dans son étude comme fréquence d’association |& @Elevée I'association avec
Staphylococcus aureus hauteur de 46,67%. Les association®sleudomonas aerugingsa

Escherichia coli Proteus vulgariuset Aeromonas salmonicidant également été citées dans

AHANOGBE Kokou Anani Lem These de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despldiabétiques / Comniaiires et discussion

son étude avec respectivement comme fréquenceodiaten 21,42%, 14,28% et 7,14%

pour chacune des deux derniéres bactéries énumérées

6.5. ANTIBIOGRAMME ET NIVEAU DE RESISTANCE DES SOUCHES
BACTERIENNES ISOLEES DES PRELEVEMENTS DE PUS DIABETIQUES
AU LRM DE JANVIER A DECEMBRE 2013
Des 58 prélevements étudiés dont 49 cultures seréeélées positives, 69 germes ont été
clairement identifiés et ainsi fait I'objet d’'un tdsiogramme selon les méthodes utilisées au
LRM. Ainsi 95,7% des antibiogrammes ont été réaliaéd’aide de l'automate VITEK® 2
Compact et 4,3% a l'aide du mini API®. Ces autormatet permis d’établir pour notre étude

les niveaux de résistance analogues aux donndemdites de la littérature.

6.5.1. Niveau de résistance aux antibiotiques deStaphylococcus aureus isolées

des pus diabétiques au LRM de janvier a décembre 26

Dix-huit Staphylococcus aureumnt été isolés soit 26,1% de I'ensemble des gelistés.
Comme toutes les bactéries Gram posiitaphylococcus aureugarde une résistance
naturelle a I'aztréonam, a la colistine et a I'acihlidixique mais pas aux bétalactamines.
Ainsi nous avons pu remarquer que 50% @&taphylococcus aureude notre étude
présentaient une résistance aux bétalactaminesnmmat aux pénicillines (cloxacilline,
flucloxacilline et oxacilline) et aux céphalospa (cefaclor, cephapirine, ceftibuténe,
ceftizoxime,et ceftriaxoneNiangaly O. [42] avait quant a lui obtenu 88,9% de résistance a
la pénicilline ; 75,2% de résistance a I'oxacills@mmes toutes des chiffres plus élevés que
les nétres. Les souches 8taphylococcus aureysovenant de patients diabétiques seraient-
elles donc un peu plus a I'abri de la résistanceb@talactamines ?

hY

La résistance a la méticilline, probléeme majeur snté publique qui définit des
staphylocoques ayant acquis le génecinduisant la synthese d’'une enzyme (PBP2a ou
PBP2’) responsable d’une affinité tres faible plasp-lactamines, soit une action inhibitrice
de ces derniers a été frequemment observée. Larplde ces staphylocoques selon la
littérature sont également résistants aux quinalogteaux macrolides. La résistance a la
méticilline qui condamne a une résistance a tosshitalactamines fut donc remarquée a
hauteur de 50% définissant l'appellati@taphylococcus aureusméticillino- résistants
(SARM).
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En tenant compte des données de la littératur@mpmce la particularité detaphylococcus
aureusa avoir une résistance naturelle a la ceftazidimguement parmi les céphalosporines,
seuls les autres antibiotiques du groupe ont &t&geAinsi les souches &aphylococcus
aureusont présenté un pourcentage de résistance de bOéefaclor, au cephapirine, au

ceftibutene, au ceftizoxime et la ceftriaxone.

Ce fut également une résistance de l'ordre de B0%iveau des pénemes (doripenem,

faropenem) avec un pourcentage plus élevé a I'indipe soit 55,6%.

Les aminosides qui ne présentent pas d’intérét h@atient diabétique a cause des effets
secondaires induits ont présenté un résultat aalokepta I'antibiogramme. En effet, ils

agissent sur 88,9% d&taphylococcus aureupie nous avons isolé. Un niveau d’efficacité a
donc préserver pour la population générale et gunote encore une fois les freins de la prise
en charge des atteintes du pied diabétique. Cdtatsst corroboré par les études de
Niangaly O. [42] faites sur la population générale qui ont rapparté efficacité de 74,1%

pour la kanamycine et la dibékacine et 88% pourgdmtamicine sur les souches de

Staphylococcus aureus

Si notre étude a montré une résistance aux quieslode 72,2% pour le levofloxacine et
33,3% pour la moxifloxacine sur les souchesSd@phylococcus aureusliangaly O. [42]
avait préalablement trouvé une efficacité de 91r la ciprofloxacine ceci concernant la
population générale.

La résistance aux macrolides était également bex@eé soit 50% au dirithromycine et 61,1%
a I'Erythromycine ce qui révéle encore une fois trop grande élevation des résistances dans
la population diabétique Niangaly O. [42] ayant retrouvé encore une fois une activité
affichée de I'Erythromycine sur les souchesStaphylococcus aureus hauteur de 73,3%

dans la population générale.

Ces résistances élevées aux quinolones et maaddidéent tout de méme prévisibles au
regard de la proportion de SARM obtenue.

La résistance a la clindamycine et la lincomyaodtat plus diminuée avec respectivement
44,4% et 38,9% que les chiffres précédemment reéou
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Le niveau de résistance au linézolide - qui faitipades oxazolidinones la toute derniére
classe d’antibiotiques découverte il y a 30 ansait de 22,2% dans notre étude ; un résultat

qui décrit 'ampleur du phénomeéne de résistance.

Les glycopeptides notamment la téicoplanine etdacemycine ont montré également a
'antibiogramme respectivement des résistantesuéebade 22,2% et 5,6%. Les données de
la littérature qui affichaient comme valeur slrevéamcomycine dans la prise en charge des

infections aStaphylococcus aurewkevraient étre revues pour le patient diabétique.

La résistance aux cyclines était aussi bien éleo#e61,1% pour la doxycycline et 77,8%
pour la tétracycline. La tigecycline par contre emaontré une résistance nulle soit une

sensibilité de 100% aux souchesStaphylococcus aureusolées.

Cette résistance nulle a la tigecycline fut égal@memarquée pour la nitrofurantoine et a la

fosfomycine. Le niveau de résistance a I'acidedigsie était de 16,7%.

Le cotrimoxazole s’est révélé a 33,3% non actif sos souches d8taphylococcus aureus
Nos résultats sont similaires a ceuxNlangaly O. [42] qui a retrouvé une activité a hauteur
de 74,4% suiStaphylococcus aureudans la population générale. Le cotrimoxazole peut

aisément étre encore utilisé chez le patient diget

6.5.2. Niveau de résistance aux antibiotiques ddsscherichia coli isolées des pus
diabétiques au LRM de janvier a décembre 2013

Escherichia colireprésentaient également 26,1% de I'ensemble deveg isolés de nos
prélevements. Les résistances naturellesEseherichia coliaux aminopénicillines, C1G,
C2G, MLS, glycopeptides sont confirmées dans nétnde méme si les résistances aux MLS

et glycopeptides n’ont pas éte vérifiees.

La majorité de ceEscherichia coliprésentait une résistance tres élevée aux bétalianes.
La résistance a I'ampicilline était de 94,4% et7@2% pour I'association amoxicilline et
acide clavulanique. Une résistance de 100% a &érede a la ticarcilline. L'association
pipéracilline et tazobactam trouvait une plus ritdsistance soit 38,9%Bougoudogo F. et
al retrouvaient aussi sur des études faites sursipr@levements, quescherichia coliétaient
moins sensibles aux pénicillines (ampicilline 11,8%moxicilline + acide clavulanique
22,8%) [43]. Cette résistance marquée aux pénicillines atdtigbien évidemment les
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céphalosporines avec des résistances de 94,4%efalatine, 72,2% au cefotaxime et 66,6%
a la ceftazidime retrouvées dans notre étude. faxitime présentait un meilleur résultat de
résistance soit 16,7%. Nos chiffres étaient infégea ceux trouvés p&ougoudogo F. et al

en 2007 pour les céphalosporines soit 70% de aésistpour la cefalotind3].

L’OMS a révélé dans son premier rapport sur lastésce aux antibiotiques datant du 30 avril
2014 en ce qui concerne la région africaine de ISON& forte résistance Escherichia
coli aux céphalosporines et fluoroquinolones de troisiegénération — deux types de
médicaments antibactériens essentiels et largemtiéaés[44].

En effet, dans notre étude également un niveagsistance dscherichia colibien élevé a
été observé aux fluoroquinolones. Les quinolonesasd identifiés par leur similitude de
pourcentage de résistance homogene a tous lesotigties du groupe testés soit 94,4% a

I'acide nalidixique, la ciprofloxacine et I'ofloxate.

Aucune reésistance aux carbapénemes notammenttapBeeme et a I'imipénéme n’a été

observée.

Le cotrimoxazole présentait un résultat de 88,9%omroe niveau de résistance des
Escherichia coliisolés. La résistance la plus faible observéedlle au nitrofurantoine soit
16,7%.

6.5.3. Niveau de résistance aux antibiotiques deBroteus mirabilis isolées des

plaies diabétiques au LRM de janvier a décembre 2@1

Proteus mirabilisreprésentaient 14,5% de I'ensemble de nos ger@wse les résistances
naturelles retrouvées chez toutes les entérobastque sont les résistances a : pénicilline G,
glycopeptides, acide fusidique, macrolides (aveelgues exceptions), lincosamides,
streptogramines, rifampicine, daptomycine et lihieleo; se sont ajoutées les particularités de
Proteus mirabilisque sont les résistances naturelles a tigecyatioléstine, nitrofurantoine
des antibiotiques sur lesquels n'ont pas portéengtindeLe germe a présenté une résistance
élevée aux bétalactamines notamment ampicillinécatcilline avec des pourcentages de
résistance respectivement de 80 et 100%. Les iehilsi de bétalactamases ont nettement
amelioré ce niveau de résistance avec 30% pousokstion amoxiciline — acide
clavulanique et 10% pour l'association pipéraddlin tazobactam. Ce résultat élevé aux
bétalactamines était également partagé par lesalgpiorines (30% pour la cefalotine, 90%

pour la cefoxitine, 50% pour cefotaxime et 70% pauwreftazidime).
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Le niveau de résistance a I'ertapénéme était de 80%

Un peu moins de 50% ddBroteus mirabilis étaient résistants aux aminosides (10% a

I'amikacine, et 40% pour gentamicine et la tobramgy

La résistance aux quinolones était de 50% pouidiéanalidixique, 40% a la ciprofloxacine et
50% pour 'ofloxacine.

Le niveau de résistance au cotrimoxazole pourdashges déroteus mirabilstait de 80%.

6.5.4. Niveau de résistance aux antibiotiques dBseudomonas aeruginosa isolée

de pus diabétigue au LRM de janvier a décembre 2013

La seule souche deéseudomonas aeruginossolée a attiré notre attention par sa stricte
résistance aux bétalactamines et inhibiteurs deldmamases associés; un résultat qui
soutient les données de la littéraure qui décriVanpicilline, 'amoxicilline, 'amoxicilline
—acide clavulanique ainsi que certains céphalasp®r(céfotaxime et ceftriaxone) comme
étant des antibiotiques auxqudtseudomonas aeruginossst naturellement résistant ; un
résultat qui confirme juste l'efficacité de nostsesUne sensibilité gardée aux pénémes,
aminosides et quinolones fut du moins observeegraade inquiétude sur les souches de

Pseudomonas aeruginosasistantes a I'imipéneme fut donc dissipée.

6.6. MULTIRESISTANCE DES SOUCHES BACTERIENNES ISOLEES DESPUS
DIABETIQUES AU LRM DE JANVIER A DECEMBRE 2013

6.6.1. Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM)

Au total, lesStaphylococcus aureusprésentaient 26,1% de I'ensemble de nos geso&ssi
et 50% de ceStaphylococcus aureusolés étaient résistants a la méticilline. Cdfiehide
50% s'avere trés élevé et bien éloigné de cehluivie dans la population générale ou
d’ailleurs une étude faite au niveau de deux gradidt) de Dakar paSow I. et al[45] a
révélé que le taux de prévalence Staphylococcus aureuséticillino- résistants (SARM)

était de 3,4%. La résistance a la vancomycine éttibuvée chez cette bactérie dans notre
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étude dans 5,5% des cas. Cependant aucune sodlgeerie présentait a la fois une résistance

a la méticilline et a la vancomycine.
6.6.2. Bactéries productrices de bétalactamase a spectriagi (BLSE)

La majorité des germes restant, représentée pantésobactéries et non entérobactéries a
également retenu notre attention du fait d’'une igonétion de BLSE hautement élevée. En
effet, 27,5% des germes autres @taphylococcus aureudes entérobactéries présentaient
un phénotype de résistance de type BLSE soit 20j@%'ensemble des germes isolés.
L’étude réalisée paBow I. et alen 2013 portant sur I'enquéte sur la pratique ARG et sur

les phénotypes de résistance des espéeces bactérigmadominantes au Sénégal a signalé que
plus de 14% des entérobactéries isolées étaiedugirices de béta-lactamase a spectre élargi
(BLSE) un chiffre inférieur au notrgl5]. Les souches deEscherichia coliprédominaient
cependant dans notre étude et représentaient 64¢e% EBLSE répertoriées suivies de
Klebsiella pneumonia&4,4%. Les souches dRroteus mirabilis groupde Proteus vulgaris
group ainsi que de Enterobacter cloacae complegrésentaient également ce type de

configuration avec le méme pourcentage soit 7,1%.
6.6.3. Bactéries multirésistantes (BMR)

Les souches dstaphylococcus aureuésistants a la méticilline et de bactéries preaiut des
bétalactamases a spectre élargi ont largement ilmodtra la définition de bactéries
multirésistantes dans notre étude ; c’est-a-disesteiches bactériennes résistantes a au moins
trois familles d’antibiotiques. Mais il faut soutigr que toutes les bactéries productrices des
BLSE ne sont pas forcément des bactéries mulstedges (BMR).

Ainsi, 34,8% de I'ensemble des germes isolés étaies bactéries multi résistantes (BMR).
Parmi les souches de BMR identifiees, prédomindessouches d8taphylococcus aureus
qui représentaient 37,6% de nos BMR suiviesEgeherichia coli29,3% des BMR, et
Proteus mirabilis 8,3%. D’autres bactéries figuraient dans ce ctass¢ Il s’agit de
Klebsiella pneumonia8,3% ;Proteus vulgaris grou@,3% ;Pseudomonas aeruginodal%

et Burkholderia cepacia groupl,1% des souches identifieces comme multirésisarite
constat est que les entérobactéries tiennent aee phportante des BMR. Sur la surveillance
des BMR a partir du laboratoire étude pilote sumsois au CHNU de Fann (Sénégabw I.

et al ont montré toutefois que 70,68% des BMR isoléesiedt des entérobactéries

productrices de bétalactamase a spectre élargi SEBL [46].
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7.1 CONCLUSION

La surveillance de la résistance aux antibiotiqles bactéries associées aux infections des
plaies diabétiques est en place au LR®taphylococcus aureuEscherichia coliet Proteus
mirabilis étaient les bactéries multi-résistantes les plusrasoment isolées des plaies

diabétiques.

7.2 RECOMMANDATIONS
Aux autorités sanitaires

* Mettre en place une surveillance nationale desstesies bactériennes aux
antibiotiques ;

» Réglementer la prescription et la dispensationadéibiotiques au Mali.
Au LRM

* Continuer cette étude en augmentant la taille #étHon et en incorporant des
souches de contrdle ;
e Maintenir cette capacité de surveillance des patheg multi-resistants aux

antibiotiques.
Aux Médecins et Pharmaciens

* Respecter les regles de bonnes pratiques médiealesitant la prescription et la

dispensation non adaptées d’antibiotiques auxgatie
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Annexe n°1l: Organigramme du Centre d’Infectiologie Charles Mérieu
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Annexe n°2 : Fiche d’enquéte

FICHE D’ENQUETE DES SOUCHES BACTERIENNES ISOLEES DE PUS
PROVENANT DE PLAIES DIABETIQUES
(Laboratoire Rodolphe Mérieux de Bamako du §' Janvier 2013 au 31 Décembre 2013.)

| Fiche d’enquéte n° |

- IDENTIFICATION DU PATIENT
QL N,
Q2 : Age (année)........ 0-194 | Avan_|] 40-59d_]  >60an_]
Q3 : Sexe : Fémini[_| Mascu_|
Q4 :Domicile.......oviiiiiii .

Q5 : Date d'isolement................coeeeenne.

- PRELEVEMENT
Q6 : Origine

B COMMUNAULAITE. .. et e e e e e |:|
= Centre National de Lutte contre le Diabéte... J:|
" Hospitalier.............................................D

B AULE A PreCISErI ...ttt ie e e eeiieans

Q7 : Germe isolé

»  Escherichia Coli.........cccuuveiiiiiiiiiiiie, []..
= StaphylococCus aureus............cooeeveeeeeee] o
=  Pseudomonas aeruginoSa.............c....oeuenee. []...
= Proteus mirabilis group............ccooeiiiininns [ ]-
" AULrE A PréCiSEr... oo i e [

Q8 : Réalisation de I'antibiogramme

B VK. e,

[]
[]

L N U 11 (=<
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- ANTIBIOGRAMME

Antibiotiques

NT

Ampicilline

Amoxicilline/Acide
clavulanique

Ticarcilline

Ticarcilline/ Acide
clavulanique

Pipéracilline

Pipéracilline/Tazobactar

>

Cefalotine

Cefoxitine

Cefotaxime

Ceftazidime

Céfépime

Meropénéme

nmMmzZ2—X<>—-H0>rr>-mMmw

Ertapénéme

Imipénéme

Amikacine

AMINOSIDES

Gentamicine

Tobramycine

Acide nalidixique

QUINOLONES

Ciprofloxacine

Ofloxacine

Levofloxacine

Nitrofurantoine

AUTRES

Trimethoprime/
Sulfaméthoxazole

Colistine

Fosfomycine

Rifampicine

S = SENSIBLE

I= INTERMEDIAIRE

R= RESISTANTE
NT= NON TESTEE

V- RESISTANCE

Q9 : Mécanisme

» Bétalactamase a spectre élargi
= Penicillinase de tres haut niveau de résistance
L AN E 1 =TS = W o (=0 ] T

Q10 : Bactérie multi- résistante (BMR) : ]
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- ANTIBIOGRAMME POUR LES SOUCHES DE Staphylococcus aureus

ANTIBIOTIQUES S I R NT
Test cefoxitine screen+
Flomoxef
Benzylpenicilline
Cloxacilline
Flucloxacilline
Méthicilline
Oxacilline
Cefaclor
Cephapirine
Ceftibuténe
Ceftizoxime
Ceftriaxone
Doripenem
Faropenem
Imipénéme
AMINOSIDES Gentamicine
Tobramycine
Eurofloxacine
QUINOLONES Levofloxacine
Moxifloxacine

nomzZz2—<>-H0O0>rr>-AmMw

Résistance inductible a la
clindamycine

MLS Dirithromycine

Erythromycine

Clindamycine

Lincomycine

Linézolide

GLYCOPEPTIDES Teicoplanine
Vancomycine

Doxycycline
CYCLINES Tetracycline
Tigecycline

Fosfomycine
Nitrofurantoine
AUTRES Acide fusidique

Mupirocine
Rifampicine
Trimethoprime/Sulfamethoxazole

IV’-  RESISTANCE

Q9 : Mécanisme / Phénotype

= VanComyCine FeSISTANTE. ... ... ittt e e e e D

= MELhICIlliNe MESISTANTE. ... .eeieiiee et []

= Méthicilline et Vancomycine résistantes................coeevivii i vveennn .

B AULIES @ PIECISEI ...ttt et et e et e e et et
Q10 : Bactérie multi- résistante (BMR) : d:l N0|E|

Janvier 2014.
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Annexe n°3: Coloration de Gram

Titre —-MODE OPERATOIRE DE TECHNIQUE DE COLORATION DE GRAM -

Version N°1
Rédigé le: 20/02/201. Par : | Stagiaires-Pharmacie
Verifie le: 25/03/201: Par : | KEITA Nana Kadidia |Visa:
OUEDRAOGO Judicaél
KANOUTE Boula
Approuve le: Par : Visa :
Modifié le: Par :
Verifié le : Par : Visa :
Approuve le: Par : Visa :
Diffusé le :
Objet de la
modification:
Archivé le :
DDocument provisoire |:|X)ocument opérationne

Destinataires

Biologiste Responsabl Responsable Responsables
Assurance d’Hygiene et de| techniques
qualité sécurité

Exemplaires : -Classeur Assurance Qualit :

- Classeur de Bactériologie/Parasitolc
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Documents Qualité liés:
MAQ: Manuel Qualité
P: Procédure de réalisation des examens bactériolegiqu
MO: Mode opératoire de technique de coloration de Gram

E:

|. Buts
Décrire la technique de coloration de Gram

[l. Domaines et personnels concernés

Le secteur de bactériologie et parasitologie. Tepiersonnel susceptible d’utiliser cette

technique

[1l. Abréviations/Définitions

V. Références

V. Contenu

MODE OPERATOIRE DE TECHNIQUE DE COLORATION DE
GRAM

1. Principe
C’est la coloration de base en bactériologie et ermet une classification des
bactéries selon leur structure. Elle est 'unea®actéres essentiels de la classification
des bactéries. Plusieurs facteurs vont interveamsdette coloration :
» La différence de composition chimique de bactéries
= La différence de perméabilité de la paroi bactérgea I'alcool-acétone.

2. Matériel

= Microscope ;

= Blouse;

= Portoir réactif ;

» Plaque chauffante ;
= Bec bunsen;

= Centrifugeuse.
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3. Consommable

= Gants;

= Lames porte objet ;
= Tube conique ;

= Pipette pasteur.

4. Réactif
= Colorants : violet de gentiane, le lugol, I'alc@uétone, la fuchsine.
= L’huile d’'immersion.

5. Nature du prélévement

Frottis d’'un produit pathologique bien séché sue lame

6. Contrble de gualité

Les lames positives sont conservées et utiliséasnmlames de référence

7. Protocole de technique

La coloration de Gram se déroule en plusieurs 8tgpese succede et consiste a :

= Fixer le frottis ;

= Recouvrir le frottis de la solution de cristal w@gllaisser agir une minute (violet de
gentiane) ;

» Rejeter le colorant puis laver a I'eau ;

= Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir omnieute ;

= Rejeter le colorant puis laver a I'eau ;

= Décolorer a I'alcool-acétone ;

» Rincer a I'eau de robinet et recouvrir la lame dieitson de fuchsine diluée, laisser
agir 30secondes ;

= Rejeter la fuchsine, laver a I'eau, égoutter, seéemre deux feuilles de papier
buvard propres ;

= Lire le frottis coloré au microscope a I'objectfG0 a I'huile d'immersion.

8. Résultat

A la coloration de Gram :

= Bactéries Gram négatif : coloration rose

= Bactéries Gram positif : coloration violette
= Levures : forme ovale coloration violette
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Annexe n°4 : Modeopératoire du test a I'oxydas

Titre —-MODE OPERATOIRE DU TEST A L'OXYDASE

-Version N° :

Rédigé le: 20/02/201. Par: | Stagiaires-Pharmacie
Verifie le: 25/03/201: Par: | KANOUTE Boula Visa :
OUEDRAOGO Judica
KEITA Nana Kadidia
Approuve le: Par : Visa :
Modifié le: Par :
Verifié le : Par : Visa :
Approuve le: Par : Visa :
Diffusé le :
Objet de la
modification:
Archivé le :

D Document provisoire

Destinataires

[ |®ocument opérationne

Biologiste Responsabl Responsable Responsables
Assurance d’Hygiene et de| techniques
qualité sécurité

Exemplaires : -Classeur Assurance Qualit :

- Classeur de Bactériologie/Parasitolc
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Documents Qualité liés:
MAQ: Manuel Qualité
P: Procédure de réalisation des examens bactériolegiqu
MO: Mode opératoire du test a I'oxydase

E:

|. Buts
Décrire la technique du test a I'oxydase

[l. Domaines et personnels concernés

Le secteur de bactériologie et parasitologie. Tepiersonnel susceptible d’utiliser cette

technique

[1l. Abréviations/Définitions

V. Références

V. Contenu

MODE OPERATOIRE DU TEST DE L’'OXYDASE

1. Principe
Le test de I'oxydase est basé sur la productioriébaone d’'une enzyme oxydase
intracellulaire.

En présence d'oxygéne atmosphérique et de cytoehr@n cette enzyme oxyde le
réactif phénylénediamine, pour former un compogeérécen violet, 'indophénol.

L’acide ascorbique, incorporé dans le réactif, a&gittant qu'agent réducteur pour
limiter 'auto-oxydation et améliorer la stabilitk réactif.

Cette formulation est basée sur la formule dedati¢e oxydase de Kovac.

2. Matériel
- Oese (en platine, plastique).
- Disques non imprégnés de diamétre 6 mm.
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3. Conditions du stockage

Les réactifs se conservent entre 18°C et 25°C amscoffret jusqu’a la date de
péremption.

Ne pas congeler.

Conserver a I'abri de la lumiére.

Le réactif oxydase s’auto-oxyde rapidement et madsensibilité. Tout réactif
partiellement utilisé doit étre éliminé au boutXeheures.

4. Echantillons
L’échantillon est constitué d’'une colonie isoléeupdaquelle on veut détecter
I'enzyme cytochrome oxydase. Cette colonie do# &sue d’'une culture de 18 a 24
heures sur milieux de culture gélosés solides.

5. Protocole

Ouverture de I'ampoule

Placer le flacon compte-gouttes dans le briseungaule.

Tapoter le fond du flacon pour éliminer les bulies auraient pu s’y former.
Saisir le milieu de I'ensemble flacon/briseur epayger doucement pour briser
'ampoule.

Réalisation du test

Distribuer précisément une goutte de réactif sulisgue non imprégné de
diametre 6 mm.

Etaler la colonie sur le disque.

Lecture et interprétation

L’apparition en 10 & 30 secondes d’une coloratitantde violet & pourpre
indique un test positif.

Des réactions tardives ou I'absence de couleuqimatit un test négatif.

6. Contrble de gualité

L’activité du réactif peut étre testée a l'aide dmmiches suivantes cultivées sur
géloses Trypcase-Soja(ou Drygalski) :

* Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
» Escherichia coli ATCC 25922

7. Résultats attendus

Souche Résultats

Pseudomonas aeruginosa Positif : coloration violette

ATCC 27853

Escherichia coli Négatif : pas de coloration
ATCC 25922
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- La réaction d’oxydase ne doit pas étre réaliséelssircolonies obtenues sur gélose
EMB ou CHAPMAN 2, ni sur des colonies issues d'enéure de 48 heures sur
des milieux gélosés solides.

- La recherche de l'oxydase ne doit pas étre effeckur des colonies isolées
présentant une coloration spontanée (couleur t#letse, noire...). Dans ce cas,
la lecture du test est impossible.

- L'utilisation d’'un volume de réactif trop importapeut entrainer des résultats
faussement négatifs. N'utiliser qu’une seule godéegéactif comme indiqué dans
le mode opératoire.

- Il est conseillée d'utiliser une oese ou une aigueh platine ou en plastique pour
le test de I'oxydase. Toute trace de fer (nichrop&)t catalyser la réaction de
'oxydase et conduire a une réaction faussemeritiyms

- Tout réactif partiellement utilisé doit étre élirdiau bout de 12 heures.

- Les genres faiblement producteurs d’oxydase comesePasteurella, peuvent
donner des résultats négatifs.

- Des résultats faussement négatifs peuvent sureentas de cultures mixtes de
Pseudomonaset Neisseria Une substance inhibitrice est produite par
Pseudomonas sppnterférant avec la production d’oxydaseNkasseria spp

8. Gestion de déchets
Les réactifs non utilisés peuvent étre éliminésmendéchets non dangereux.

Eliminer les réactifs utilisés ainsi que les maléria usage unique contaminés en
suivant les procédures relatives aux produits tiéag ou potentiellement infectieux.

Il incombe a chaque laboratoire de gérer les déattdes effluents qu'il produit selon
leur nature et leur dangerosité, et d’en assurarféire assurer) le traitement et
I'élimination selon les réglementations applicables
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Annexe n°5: Mode opératoire du test de catalas

Titre —-MODE OPERATOIRE DU TEST DE CATALASE

-Version N°1

Rédigé le: 20/02/201. Par : | Stagiaires-Pharmacie

Verifié le: 25/03/201: Par : | KEITA Nana Kadidia |Visa:
OUEDRAOGO Judicaél
KANOUTE Boula

Approuve le: Par : Visa :

Modifié le: Par :

Verifié le : Par : Visa :

Approuve le: Par : Visa :

Diffusé le :

Objet de la

modification:

Archivé le :

DDocument provisoire

Destinataires

[ |®ocument opérationne

Biologiste Responsabl Responsable Responsables
Assurance d’Hygiene et de| techniques
qualité sécurité

Exemplaires : -Classeur Assurance Qualit :

- Classeur de Bactériologie/Parasitolc
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Documents Qualité liés:
MAQ: Manuel Qualité
P: Procédure de réalisation des examens bactériolegiqu
MO: Mode opératoire du test de catalase

E:

|. Buts
Décrire la technique du test de catalase

[l. Domaines et personnels concernés

Le secteur de bactériologie et parasitologie. Tepiersonnel susceptible d’utiliser cette

technique

[1l. Abréviations/Définitions

V. Références

Id-ase, réf : 55 561

V. Contenu
MODE OPERATOIRE DU TEST DE CATALASE
(ID-ASE, REF : (55 561)
1. Principe

La catalase est une enzyme qui hydrolyse le pemxdlydrogene en eau et en
oxygene. La présence de catalase est détectéelehamicro-organismes par une
libération d’oxygéne a partir d’eau oxygénée.

La présence d'un agent épaississant et d'un cdldiailitent I'observation du
dégagement gazeux

2. Matériel

- Le réactif de catalase (R1) ;
- Lalame porte-objet ;

- Le batonnet ;

- La souche pure.
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3. Contrble de gualité

L’activité du réactif peut étre testée vis-vis desiches suivantes :
- Staphylococcus aureuATCC 25923, la catalase gsisitive
- Enterococcus faecalisATCC 29212, la catalase emigative

4. Protocole

Laisser les flacons revenir a température ambiante
< Test sur lame
» Déposer sur la lame une goutte d’'ID color catajase
» Disperser 1 a 2 colonies dans la goutte ;
* A laide d’'un batonnet, bien triturer
< Test direct sur le milieu de culture

Déposer une goutte d’ID color catalase directeragnta colonie.

5. Résultat
- La présence de catalase se matérialise par unagtiaa de bulles ;
- Les entérobactéries sont toutes des catalasesvpesia I'exception dé&higella
dysenteriae
- Les bacilles & Gram négatives non fermentaires eorgénéral, catalase positive
telles quePseudomona#cinetobacter.. ;

- Quelques cocci a Gram positif ont catalase posttorame les Staphylocoques.

6. Gestion des déchets

Les objets tranchants sont jetés dans une boiwederité et les objets souillés non
tranchants dans la poubelle jaune.
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Annexe n°6: Mode opératoire du test a I'optochin

Titre —-MODE OPERATOIRE DU TEST A L'OPTOCHINE -Version N°1

Rédigé le: 20/02/201. Par: | Stagiaires-Pharmacie

Verifié le: 25/03/201: Par: |OUEDRAOGO Judica | Visa:
KEITA Nana Kadidia
KANOUTE Boula

Approuve le: Par : Visa :

Modifié le: Par :

Verifié le : Par : Visa :

Approuve le: Par : Visa :

Diffusé le :

Objet de la

modification:

Archivé le :

DDocument provisoire D}Document opérationne

Destinataires

Biologiste Responsabl Responsable Responsables
Assurance d’Hygiene et de| techniques
qualité sécurité

Exemplaires : -Classeur Assurance Qualit :

- Classeur de Bactériologie/Parasitolc
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Documents Qualité liés:
MAQ: Manuel Qualité
P: Procédure de réalisation des examens bactériolegiqu
MO: Mode opératoire du test a I'optochine

E:

|. Buts
Décrire la technique du test a I'optochine

[l. Domaines et personnels concernés

Le secteur de bactériologie et parasitologie. Tepiersonnel susceptible d’utiliser cette

technique

[1l. Abréviations/Définitions

V. Références

Réf : 55912

V. Contenu

MODE OPERATOIRE DU TEST A L’'OPTOCHINE
REF : 55 912

1. Principe
Ce réactif permet de tester la sensibilité depsiooques vis-vis de I'optochine.

L’espéce Streptococcus pneumoniaest généralement sensible a ['optochine
contrairement aux autres streptocoques, en paetiicués streptocoques alpha
hémolytique.

2. Matériel

- Jarre;
- Etuve bactériologique ;
- Disque d'optochine.
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3. Conservation de disque

- Les disques se conservent entre 2 — 8°C dans leconf jusqu’a la date de
péremption ;

- Conserver a I'abri de la lumiére ;

- Apres ouverture, les disques se conservent 3 niis 8°C dans leur flacon.

4. Nature du préléevement

Le test est réalisé a partir d’'un ensemencementire pure d'une souche isolée de
streptocoques

5. Contrble de gualité

L’activité des disques peut étre vérifiee sur gelea sang frais avec la souche
suivante Streptococcus pneumoniaddTCC 6305. Avec la zone d’inhibition aprés
24heures a 37°C : 15 a 35mm.

6. Protocole

- Laisser le flacon de disques revenir a températnmeiante ;

- A partir d’'une ou plusieurs colonies de la souchesier, ensemencer en tries
serrées une boite de gélose au sang afin d’olatesicolonies confluentes ;

- Déposer un disque d’optochine a la surface deilz lemsemencée ;

- Placer la boite en atmosphere appropriée (enreahieO2) ;

- Incuber a I'étuve, couvercle en bas, a 37°C pengéim¢ures.

7. Résultat

- Lecture et interprétation
+« Apres incubation, observer le diameétre de la zdimhibition autour du disque
d’optochine : Une zone d’inhibition supérieure ogalé a 15mm est une
présomption d&treptococcus pneumoniae
+ [lidentification du micro-organisme peut étre pauvée par des tests
biochimiques et immunologiques, le VITEK® 2 Compaetmini API®.
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Annexe n°7: Mode opératoire du test de coagula:

TitreMODE OPERATOIRE DU TEST DE LA COAGULASE -Version N° 1

Rédige le: 23/02/201. | Par : Doussou COULIBALY |DC

Verifie le: 25/03/201' |Par : Judicaél OUEDRAOGO |JC Visa :
Approuve le: Par : Dr Daniel YALCOUYE |DY Visa :
Modifié le: Par :

Verifié le : Par : Visa :
Approuve le: Par : Visa :
Diffusé le :

Objet de la

modification:

Archivé le :

Document provisoire [ ®®ocument opérationne

Destinataires

D. YALCOUE | N. KEITA A. MAIGA A. CISSE A. TOURE

O. HAIDARA | L. SIDIBE K. DIARRA J.OUEDRAOGOQO| B. KANOUTE
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1. Principe:

Le BBL Coagulase Plasma, Rabbit (Plasma de lapim {@st de la coagulase BBL) servent a
déterminer qualitativement la pathogénicité deghstincoques par la méthode directe en
tube.

Cette méthode consiste a mélanger une culture @tdrode la veille ou des colonies
prélevées sur une boite de gélose non inhibitéees din tube de coagulase plasma réhydraté.
Le tube est incubé a 37°C, la formation d’'un caiflans le plasma indique une production de

coagulase.

2. Matériel :

= Tube sec;

= |’'oese;

= Souche pure ;
= Bec bunsen;

= Portoir tube ;

= Etuve;

=  Chronomeétre.

3. Reéactif :

Le coagulase Rabbit est un plasma de lapin lyggghdontenant environ 0,85% de citrate de
sodium et 0,85% de chlorure de sodium.

4. Conservation du réactif :
Le BBL coagulase plasma, Rabbit non ouvert se coasntre 2 — 8°C

Le Plasma reconstitué se conserve a 2 — 8°C juddiaurs, ou aliquoter et congeler

immédiatement a — 20°C jusqu’a 30jours, ne pasgeler une fois décongeler.

5. Nature du préléevement :

Les colonies pures sur une souche gélosé ou elidmoui

AHANOGBE Kokou Anani Lem These de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despthadbétiques. / Annexes

6. Controle de qualité :

Les contrbles positifs et négatifs sont testéssauches de références pour vérifier la
conformité des performances du coagulase Plasntdesspécifications.

Microorganisme ATCC Réaction
Staphylococcus aureus 25923 Caillot dans le tube
Staphylococcus epidermidis 12228 Absence de caillot dans e
tube

7. Réalisation du test :
= Préparation des réactifs

o Réhydrater le BBL Coagulase Plasma en ajoutariede purifiée dans le flacon

comme indiqué ci-dessous puis mélanger en retouati@nnativement le flacon.

Volume de produit Eau purifiée stérile Nombre apprximatif de
test
3 mi 3 ml 6
15 ml 15 ml 30
25 ml 25 ml 50

= Reéalisation du test de BBL Coagulase

o A l'aide d’'une micropipette de 1 ml, ajouter 0,5 ael BBL Coagulase Plasma,

Rabbit réhydraté & un tube a culture sur un poytoir

o Ajouter environ 0,05 ml de culture en bouillon devkille du microorganisme a
tester dans le tube de plasma. Il est égalemestijp@sa I'aide d’'un ensemenceur
a anse plastique stérile, d’émulsifier complétendams le tube de plasma 2 — 4

colonies prélevées sur une boite de gélose ;
o Mélanger doucement ;

0 Incuber au bain-marie ou a I'étuve a 37°C pendartifes ;
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o Examiner périodiqguement les tubes en les inclidantement. Ne pas agiter le
tube pour ne pas risquer de désagréger le cdilfmreconséquent, d’entrainer des
résultats de test douteux ou faussement négattg.degré de coagulation dans
un délai de 3 — 4 heures doit étre interprété commen résultat positif. De
nombreuses souches productrices d’enzymes ne evagtle plasma qu’au bout

de 24heures d’incubation.
8. Résultat :
= Sila coagulase est négativeabsence de formation de caillot, laisser jusqu’a
24heures sur la paillasse ;

= Sila coagulase est positivele caillot ne se détache pas lorsque le tubeststimeé.

Suspicion destaphylococcus aureus.

Aspect avant Aspect du test positif Aspect du teeégatif

Ensemencement

9. Gestion des déchets :

Les objets tranchants sont jetés dans une bosédeité et les objets souillés non tranchants

dans la poubelle jaune (contaminant).
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Annexe n°8 Mode opératoire de la technique du souchotheq!

Titre —-MODE OPERATOIRE DE TECHNIQUE DU SOUCHOTHEQUE - Version N°1

Rédigé le: 20/02/201. Par : | Stagiaires-Pharmacie

Verifié le: 25/03/201: Par : | OUEDRAOGO Judicaél Visa :
KEITA Nana Kadidia
KANOUTE Boula

Approuve le: Par : Visa :

Modifié le: Par :

Verifié le : Par : Visa :

Approuve le: Par : Visa :

Diffusé le :

Objet de la

modification:

Archivé le :

D Document provisoire |:|X)ocument opérationne

Destinataires

Biologiste Responsabl Responsable Responsables
Assurance d’Hygiene et de| techniques
qualité sécurité

Exemplaires : -Classeur Assurance Qualit :

- Classeur de Bactériologie/Parasitolc

AHANOGBE Kokou Anani Lem These de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despthadbétiques. / Annexes

Documents Qualité liés:
MAQ: Manuel Qualité
P: Procédure de réalisation des examens bactériolegiqu
MO: Mode opératoire de technigque du souchothéque

E:

|. Buts
Décrire le mode de technique du souchothéque

[l. Domaines et personnels concernés

Le secteur de bactériologie et parasitologie. Tepiersonnel susceptible d’utiliser cette

technique

[1l. Abréviations/Définitions

V. Références

V. Contenu
MODE OPERATOIRE DU SOUCHOTHEQUE
1. Principe
Il permet de conserver les bactéries multi-résistaa -80°C en présence de glycérol a
savoir :

- Staphylococcuaureus(Meti-R et Vanco-R) ;

- Pseudomonas aeruginosa ;

- Salmonelles ;

- Escherichiae coli ;

- Klebsiella pneumoniae ;

- Streptococcus pneumoniae.
2. Matériel

- Tube a hémolyse ;

- Portoir tube ;

- Micropipettes ;

-  Embouts ;

- Cryotubes ;
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- Tubesavis;
- Marqueur ;
- Congélateur (-80°C).

3. Réactif
- Glycérol;
- ATB Médium.
4. Nature du prélévement
Souche pure des bactéries multi-résistantes.
5. Enreqistrement
Sur le cahier de souchothéque
6. Protocole de I'analyse

A partir d’'une souche pure de BMR :

- Prendre un tube a hémolyse sur lequel on porteraumeéro d’identification du
patient et le nom de la bactérie a soucher ;

- Prendre de 'ATB médium et remplir le tube a hémelyjusqu’a moitié ;

- Prélever a l'aide d’'une oese quelques coloniglgesoa partir de la purification
gu’on introduira dans 'ATB médium, bien mélanger

- Mettre cette suspension a 37° C pendant 24hwaveét

- Prendre deux tubes de souchage (cryotube) ;

- Mettre une étiquette portant le numéro de la soumbreespondant aux trois
premieres lettres et chiffres du CODAT plus deuttrds de la souche plus le
numeéro d’ordre ;

- Ex: WO4ECOO001 (premier E. coli souche en Avril2p

- Prendre soin de porter I'enregistrement dans wsela prévu a cet effet ;

- Ensuite mesurer 800 ul de la suspension déja méparélanger avec 200 ul de
glycérol puis vortexer et conserver le tout &-8Q

- Faire le méme pour les deux cryotubes.

7. Conservation des échantillons
Les souchothéques sont conservées au congélate®R0°&L

8. Gestion des déchets

Les objets souillés sont éliminés dans la poulj@llee (contaminant).
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RESUME

Titre: RESISTANCE BACTERIENNE EN CAS DINFECTIONS DE PLA&
DIABETIQUES : DIAGNOSTIC ET SURVEILLANCE AU LABORADIRE RODOLPHE
MERIEUX DE BAMAKO.

Introduction : L'émergence de souches bactériennes multi eédet est une situation
préférentiellement grave pour le patient diabétigdans I'optique d’'une surveillance des
résistances aux antibiotiques en cas d’infectianpldies diabétiques, notre étude s’est fixe
pour objectif d’identifier les bactéries responsahiles suppurations, d’étudier leur sensibilité
aux antibiotiques usuels, d'identifier si possilbdeirs phénotypes de résistance et enfin

d’évaluer la capacité du LRM a participer a la sillance de résistance.

Méthodologie: Notre étude s’est déroulée df janvier 2013 au 31 décembre 2013 a
Bamako et a concerné le Laboratoire Rodolphe Mgri@uiRM). Ce fut une étude
transversale, prospective et descriptive portamt dgs souches bactériennes isolées lors
d’examens de pus provenant de plaies diabétiques. adtibiogrammes ont été réalisés a
I'aide des automates VITEK®2 Compact et mini API®.
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Résultats: Un total de 305 analyses de pus a été réalisé 5 concernaient les patients
diabétiques soit une fréguence de 19,1%. Ces pmdlénts de pus diabétiques dont I'essentiel
(84,5%) a été realisé au Centre National de Lutiatre le Diabete (CNLD) étaient
pratiguement tous positifs a la culture soit 49 aétiions (84,5% des pus diabétiques
analysés). Les 49 échantillons positifs qui se earggent mono, bi et tri microbiens ont
permis d’isoler 69 germes répartis en 18 germdérdifts avec une fréquence élevée de trois
(Staphylococcus aureuBscherichia coli Proteus mirabili$ soit 66,65% de I'ensemble des
germes. Outres les résistances naturelles confeng@®s notre étude, des niveaux de
résistance tres éleves ont été observés aux digies testés. PoBtaphylococcus aureus
tétracyclyne 77,8% ; levofloxacine 72,2% ; érythyoime 61,1% ; imipéneme 55,6% ;
oxacilline 50% ; ceftriaxone 50% ; cotrimoxazole,3®8 ; moxifloxacine 33% ; linézolide
22% ; téicoplanine 22,2% ; acide fusidique 16,A%ancomycine 5,6% ; une résistance nulle
a la tigecycline, le nitrofurantoine et la fosfonmg PourEscherichia colt ticarcilline
100% ; cefalotine 94,4% ; ciprofloxacine 94,4% tricooxazole 88,9% ; amoxicilline+acide
clavulanique 72,2% ; cefotaxime 72,2%, ceftazidi®®6% ; nitrofurantoine 16,7% et une
résistance nulle a I'ertapéneme et imipéneme. Pwoateus mirabilis ticarcilline 100% ;
cotrimoxazole 80% ; ceftazidime 70% ; cefotaxime %50 ciprofloxacine 40% ;
amoxicilline+ acide clavulanique 30% ; cefalotin@@;. La seule souche de&seudomonas
aeruginosaisolée a gardé sa sensibilité a l'imipénéme. Paumdlltirésistance, 50% des
Staphylococcus aureuétaient des SARM ; 27,45% des entérobactéries 2pP8% de
'ensemble des germes isolés étaient productrieeBI0SE et 34,8% de I'ensemble des

germes isolés étaient des BMR.

Conclusion: La surveillance de la résistance aux antibi@gqdes bactéries associées aux
infections des plaies diabétiques est en placeRM.L Staphylococcus aureukscherichia
coli etProteus mirabilisétaient les bactéries multi-résistantes les plusazoment isolées des

plaies diabétiques.

Mots-clés: antibiotiques, diabéete, multi résistance, sulaete
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SUMMARY

Title: BACTERIAL RESISTANCE IN CASE OF DIABETIC WOUND INF ECTIONS:

DIAGNOSIS AND SUPERVISORY RODOLPHE MERIEUX LABORATO RY IN
BAMAKO.

Introduction: The emergence of multi-resistant bacterial stramgreferably a serious
situation for the diabetic patient. In the contextsurveillance of antibiotic resistance in
infections of diabetic wounds, our study's objeztis to identify the bacteria responsible for
suppuration, to study their sensitivity to commomtit@otics, identify if possible their
resistance phenotypes and finally to assess thieyaddiRSM to participate in the monitoring

of resistance.

Methodology: This study was conducted froni' df January to 31 of December 2013 in

Bamako and concerned the Rodolphe Mérieux Laborgtd®M). This was a cross-sectional,
prospective, descriptive study of isolated durixgmeination of pus from diabetic wounds
bacterial strains. Our susceptibility were perfodnusing the VITEK ® 2 Compact and mini

API ® controllers.

Results: A total of 305 analyses of pus was conducted wigblved 58 diabetic patients a
frequency of 19.1%. These samples could diabetitsse most (84.5%) was performed at the
National Centre for the Fight against Diabetes (B ere almost all culture positive 49
samples (84.5% of diabetics could be analysed).4Ehpositive samples that had mono, bi
and tri microbial have isolated 69 seeds in 18ed#ft pathogens with a high frequency of
three Gtaphylococcus aureuBscherichia coli andProteus mirabili§ is 66.65% of the total
germs. In addition to the natural resistance cordd in our study, very high levels of
resistance were observed in the tested antibi@teghylococcus aureutetracyclyne 77.8%;
levofloxacin 72.2%; erythromycin 61.1%; imipenem@&%; oxacillin 50%; ceftriaxone 50%;
cotrimoxazole 33.3%; moxifloxacin 33%; linezolid %2 teicoplanin 22.2%; fusidic acid
16.7%; vancomycin 5.6%; zero resistance to tigewegclnitrofurantoin and fosfomyecin.
Escherichia coli ticarcillin 100%; cephalothin 94.4%; ciprofloxacb4.4%; cotrimoxazole
88.9%; amoxicillin+clavulanic acid 72.2%; 72.2% aixime, ceftazidime 66.6%;
nitrofurantoin 16.7% and zero resistance to ertapermnd imipenemProteus mirabilis
ticarcillin 100%; cotrimoxazole 80%,; ceftazidime%0cefotaxime 50%; 40% ciprofloxacin;
amoxicillin + clavulanic acid 30%; cephalothin 30%he single strain oPseudomonas

AHANOGBE Kokou Anani Lem These de Pharmacie 20



Résistance bactérienne en cas d'infections despthadbétiques. / Annexes

aeruginosaisolated retained its sensitivity to imipenem. Foultidrug resistance, 50% of
Staphylococcus aureus were MRSA; 27.45% or 20.28%he Enterobacteriaceae of all
nuclei were isolated ESBLs producing and 34.8%lIdjacteria isolated were BMR.

Conclusion: Surveillance of antibiotic resistance-associatatedtions diabetic wounds
bacteria is up to LRMStaphylococcus aureugscherichia coliand Proteus mirabiliswere

multi-resistant bacteria most commonly isolatedhrfrdiabetic wounds.

Keywords: antibiotics, diabetes, multiple resis@sarveillance
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la Faculté, damseillers de
I'Ordre des Pharmaciens, et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les précepte de mon art
et de leur témoigner ma reconnaissance en restandéle a leur
enseignement ;

D’exercer dans l'intérét de la Santé Publigue ma prfession avec
conscience et de respecter non seulement la législa en vigueur,
mais aussi les regles de I'honneur, de la probité éu
désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devsienvers le
malade et sa dignité humaine ;

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes coaissances et
mon état pour corrompre les mceurs et favoriser leactes
criminels ;

Que les hommes m’accordent leur estime si je suisiéle a mes
promesses ;

Que je sois couvert d’opprobres et méprisé de mesmfréres si j'y
manque !

Je le jure.
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