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I-INTRODUCTION

Dans les pays en voie de développement. la médecine traditionnelle occupe une place
importante. De nombreux patients consultent en premier les tradithérapeutes qui sont plus
accessibles et souvent moins cotiteux que les thérapeutes modernes.

fin 1998 a Bamako (Mali).une enquéte a é1é réalisée par institul d'Ophialmologie Tropicale de
I'Afrique (1.O.T.A.) en collaboration avec la Direction Nationale de Médecine Traditionnelle
(D.M.T) (13) aupres des tradithérapeutes et herboriste afin de recenser des remedes utilisé
traditionnellement pour traiter les affections oculaires. Celte enquéte a permis de répertorier
60 recettes traditionnellement utilisés dans le traitement des affections oculaires. 11 est apparut
au cour de cetle enquéte, que ces recettes sont obtenus a partir des plantes médicinales apres
macération ou décoction. Cetle enquéte & aussi montre que ces des eaux destinées a
I'alimentation et I'hygiene corporelle qui sont utilisé pour préparer ces recettes.

A Bamako et a Kati (ville voisine de Bamako) des études ont montré que ces eaux destinées a
I'alimentation et I'hygiéne corporelles peuvent étre contaminées par: des bactéries. des
champignons ou par des amibes libres (15, 13).

Par ailleurs au Malawi et en Tanzanie des études ont montré que I'usage de médicaments
traditionnelles dans les yeux pourrait favoriser ou aggraver des infections ou de surinfection
oculaire(9. 18,3 1,).

Ces constats nous ont incité a entreprendre une étude de {a contamination par les micro-
organismes contaminants des recettes traditionnellement utilisées dans le traitement des
affections oculaires.

Notre travail vise a mettre en évidence dans ces recettes les micro- organismes contaminants :
bactéries. champignons et amibes libres. , faire sortir "influence de la qualité de I'eau utiliser
et du mode de préparation sur la contamination des C.P.T..
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lI-1 général :
Etudier Ta contamination par les micro—organismes des collyres prépards traditionnellement

11-2 spécifiques
[- Cibler ies préparateurs et les suivre dans leurs pratiques quotidiennes : conditions et
modes. de préparations, de conservations, d'utilisation et qualité de I'eau utilisée.
2-  Déterminer les micro- organismes contaminants : bactéries aérobies (Entérobactéries,
Staphylocoques et Streptocoques), champignons et amibes libres
3- Faire un dénombrement bactérien de ces coliyres.
4- Déterminer I'influence de la qualité de |"eau et du mode de préparation sur la
contamination microbienne des collyres préparés traditionnellement.

L)
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. GENERALITES

- 1 : Aper¢u sur la médecine traditionnelle au Mali
11-1-1: Définition (14)
La médecine traditiennelle au Mali. se définit comme ensemble de toutes les pratiques. de
toutes les connaissances basées sur les fondements sociaux, culturels et religieus des
coilectivités. s'appuyant sur des expériences vécues et les observations transmises de
génération en génération oralement ou par écrit et utilisées pour diagnostiquer, prévenir ou
¢himiner un déséquilibre du bien-étre physique, mentai ou social(14).

II-1-2: Les acteurs de la medecine traditionnelle au Mali

Les principaux acteurs de la medecine traditicnnelle au Mali sont -

- Ladirection nationale de médecine traditionnelle (D.M.T), institution chargée de la promotion. du
développement et de la recherche en médecine traditionnelle.

- Les tradithérapeutes. Au Mali est définit comme tradithérapeute ou tradipraticien, toute personne
reconnue par la collectivit€ ol elle vit comme compétente pour dispenser les soins de santé grice a
I"emploi des substances veégétales et minérales et d’autres méthodes basées aussi bien sur le
fondement social culturels religieux que sur les connaissances. compétences. crovance, liées au
bien étre physique. mental et social ainsi qu’a I'étiologie des maladies et invalidités prévalant dans
la collectivité

- Les accoucheuses traditionnelles : Elles prodiguent 4 une femme et a son nouveau-né au cours,
pendant et apres accouchement des soins de santé basés sur les concepts prévalant dans leur
collectivité

- Les herboristes : vendeurs de plantes médicinales.

- Les medicaux droguistes @ vendeur de substances médicales autres gque les plantes

11-1-3 Organisation de la médecine traditionnelle au Mali

Les tradithérapeutes constituent de par leurs nombres et par leur répartition le premier maillon du
réseau sanitaire au Mali. Compte tenu de cette place, il a eu un décret présidentiel datant 15 aoiit 1994
N= 94282/ PRM qui porte sur l'exercice privé de la médecine traditionnelle dans trois domaines
d'activite (20).
lls s'agissent de :
- cabinet privé de consultation
- herboristeries .
- Unité de production de médicaments traditionnels améliorés.
L'article 4 du méme décret fixe les conditions d'exercice privé de la tonction tradithérapeute.
herboriste, consultant et de sein traditionnel, production de MTA comme les suivantes :
- Etre de nationalité malienne
- Aveirun avis favorable délivre par les services compétents du ministére chargé de la santé.
Il exsste a travers le Mali de nombreuse association de tradithérapeutes . Ces associations sont de
différents types.
- Nous avons des associations locales ou régionales. Elles regroupent les tradithérapeutes d'une méme
localité ou d'une méme région sans distinction de pratigue.
Actuellement il existe 38 a travers le pays et sont repartis de la maniére suivante :

! pour la Premiére region {Kayve)

9 pour la deuxiéme région (Koulikoro)

7 pour la troisiéme région (Sikasso)

8 pour cinquigme région (Mopti)

2 pour la septiéme région (Gao)

'l pour la capitale (Bamako)
- Des assocrations qui regroupent des tradithérapeutes qui ont en commun la méme pratigue ou
spécialite. Parmis ces associations, nous pouvons noter l'existence de celle des ophtalmologues
traditionnels AMPOT (association malienne pour la promotion d'ophtalmologie traditionnelle).



II-1-4: Nosographie traditionnelle
des désignations probables des affections oculaires (14).

Tableau 1 :

E Liénomination
| bumbaru

| Svmptones el canse populaires

\ Mualadies ocilaires

p()m ani étre evogudes

' Nvédimi

|
!
i
\
|

1
i
 Rougeur des veux, larmoiement, photophobic et
: suppuration.

Feoup de soleil.

| L viie de certaines choses interdites au regard et
I lugée maléliques

( Causes : corps gtranger dans les veux, traumatisme,

|Con|0nclwne
I\L.I']HIL

| Térényedimi
e

| Magico religieuse liées a la personne

| Nvamanyédimi

{ Manifestations sont : rougeur des yeux, avec ou sans | Trichiasis
Fsécrétion - demangealsons_ les cils se cassent sur les

l
1
\
|
i
|
} Allergies oculaires
:
|
L yeux et lombent, i
l

. Cause magico relizieuses lices 4 une notion du destin

%

1

i

|

r* T
Nvesikart - nvésibo

Needimi

; Chute ou cassure des cils

b

: Trichiasis
i

Nve Jalent dimi

- Symptémes | démangeaison chronique. formation des

“ boutens sur la conjonctive en chapeiet visible

| géneralement sur les bords des paupiéres : on dit que

| le malade a des poux dans les veux

| Trachome
\ Limbo conjonctivite

| Endequue des topigues

I
|
|
'
i
i
I
l
I
!
|
|

Appolo Nyédimi

\ Rougeur intense, douleur. sensation de grains de

Kérato conjonctivize

Kumbabi Nvédimi | Céphaiées frontales qui irradient sur les yeux I Glaucome :
1 \ Tache sur la cornée qui couvrent partiellement, puis \ Taie i
: totalement la cornée, occasionnants la perte de la ]w Cataracte :
s transparence de celle ¢f |
' Causée par céphalées. les Il’aul‘ﬂatISES conjonctivizzs |
‘ compliguées :
| Falaia “L7ceil semble étre voilé par une membrane qui :’ Cataracte
! | diminue l'acuité visuelle .
! Bugun ! Une vision floue comparable au brouiltard le jour 1 Cararacte
_ |
|
|

"sables dans les veux

Nidtafing . La vision s"obscurcit . Baisse de lacuité
_Fiven " Perte_de Uacuité visuelle Cécite
i Surd fiven t Due a I'exces de chaleur du scleil. les personnes i Hémeéraiopie
; ‘ ravailiants sous le soleil sont les plus exposses. . :
i i helednalre selon certains thérapeute ‘
| | ! :

i Mara Nveédinn

; Les yeux deviennent noirs et reste en mydriase, maux l‘ Onchocercose
| de téte violants, larmoiement. narine qui coules. |
|
|

. photophobie conduisant a la cécité

Hl =2 : les amibes libres
I1l-2-1; Définition (24)

Les amibes libres sont des protozoaires sans parois. mobiles par pseucopode. se nourrissant de

bactéries. cultivées a 30°C. Ce sont des indicateurs biologiques a preserver dans les riviéres mais a

limiter dans les piscines et réseaux d'adduction d’eau (o leur richesse biologique s appelle saleté).

tn



i1l-2-2: Habhitats (29)
Les amibes libees vivent dans les eaux douces de surface {mares, {leuves, lacs) propres ou polluces,
froides ou chaudes. Ibiquitaires, elles se trouvent sur tous les continents (Europe, en Asie. en Alrique
et cn Australie).
A partir des eaux de surface, elles peuvent envahir Fenvironnement umain : réseaux d"adduction des
caux. piscines. affluents des centrales thermiques, bacs de refroidissement des centrales. culture
cetlulaire et étuves de laboratoire.
A partir de leur milieu naturel, elles peuvent étre dispersées dans I’air ambiant et le sol.
Au Mali ces amibes libres ont été trouvées dans les eaux douces de surface (15).

Deux genres : Naglueriue et Acanthamoeba ont un intérét medical.

lil-2-3: Morphologie et cycle évolutif de Naeglaeriae et Acanthamoeba
Les genres Naglariae et Acanthamoeba présentent un cycle évolutif a deux stades : le stade kystique et
le stade trophozoite
- Naglariae spp
Les trophozoites de Naglariae fowlerie mesurent de 13 a 35 pm. se déplacent en emettant des lisses
protubérances polaires (pseudopodes) La partie postérieure massive, porte de nombreux filaments
(flagelles).
Lorsque fes conditions de vie du milieu deviennent défavorables, les trophozoites donnent naissance
aux kyvstes. Ces kystes sont généralement sphériques et mesurent 7 al3um. Les kystes peuvent av olir

un ou plusieurs pores.

-~ Acanthamoeba spp.

Les wrophozoites sont massifs, et montrent au niveau de la partie extéricure du cytoplasme
(ectoplasme) hyalin & base large hérissée de petits pseudopodes en pointes : les acanthapodes.

Les mouvements induits par les pseudopodes sont directionnels, mais tres lents.

Ces trophozoites donnent I'impression de glisser sur le substrat.

Le reste de la cellule, aspect fortement granuleux comporte de nombreux éléments dont certams sont
bien visibles au microscope optique(en contraste de phase} comme les vacuoles contractiles et
digestives. inclusions variées et novau.

le novau de Sum. situé le plus souvent dans fa partie médiane du trophozoite présente un gros
carvosome centrale entouré d’un hialoplasme clair limité a 'extérieur par une membrane nucléarre.
Le norau. plus souvent unique peut étre triple ou double.

Les kystes de résistance et de dissémination : (16 4 25 pm) se présentent sous forme polygonale
(le plus souvent) avec une paroi complexe comportant une couche externe(exine) et une couche

interne(intine) dont la fusion permet la constitution de pores obturés par des opercules internes



triangulaires. Au sein du kyste, "amibe conserve un noyau unigue ¢t les organites retrouves chez e
trophozoites 4 Pexclusion de la vacuole contractile et des vacuoles digestives, Lors du deky stement,
I"arrachement de I"un des opercules permet la sortie du trophozoite en force avee étirement et striction
caractéristigue au niveau du pore.

I.e kyste permet la caractérisation taxinomique des différentes espéces constitutives du genre.

Ili-2-4: Nutrition.
La nutrition des amibes libres est assurée par la phagocylose dans la nature et dans e milien
de culture monoxénigue. Leur préférence est nette pour les germes d origine fécale. tels que
les entérobactéries. Dans les tissus humains. ce processus de phagocytose est conserveé et
éventuellement associée a une pynocytose.

lll-2-5: Résistance
Leur résistance 4 la chaleur, au froid. a la dessiccation peut étre importante. mais elle est faible pour

les eaux salées. La résistance aux différents produits de désinfection, chlore et brome dans les piscines,

est forte pour les kvstes et faible pour les trophozoites.

IlI-2-6: Pouvoir pathogéne des amibes libres (26, 27).
Naglariae fovlerie | et des espéces qui appartiennent au genre Acanthamoeba (Acanthumoeba
culhersonie. dcanthamoeba custélianii. Acanthamoeba polyphaga et Acanthamoeba
astomxis y peuvent causer des affections humaines .

Le pouvoir pathogéne de ces espéces peut s'exercer chez 'homme & différents niveaux :

I11-2-6-1: Les atteintes cérébrales.
(granulomatous amibic encephalitis) «GA» du a des espéces du genre Acanthamoeba : casiéilanii,
polhphaga.
PAM (priman amibic menengo encephalitis) due a espeéce Nuglerie fowlerie .
Les pathologies amibiennes cérébrales surviennent essentiellement chez les dénutries,
les immuno- déprimés et chez des malades atteints des maladies graves (cancers. SIDA. hémopathie

malignes) et sont relativement rares.

111-2-6-2:Les atteintes oculaires.
Dues essentiellement aux espéces appartenant au genre Acanthamoehae, sont les manifestations
pathogenes les plus tréquentes.

Elles peuvent survenir :



_ Suite 4 un traumatisme oculaire par projection dans Fail d'un ou des esquilies de bois, terre.
souillécs par les amibes présentes dans le milieu extérieur.

- Chez des porteurs de lentilles de contacts apres ringage de leurs lentilles dans de 1'eau souill¢e

- Chez des sujets ni traumatisés. ni porteurs de lentilles. mais habitant des régions a climat sémi
désertique comme te Mali en Afrique et la province Maduraen Inde.

Les kératites amibiennes sont les atteintes oculaires les plus rencontrées. Non traite, elles peuvent
conduire a §ulcéres cornéennes méme la cecite.

Connus depuis 1973 dans les pays industrialisés ou elles touchent plus de 80% des porteurs de
lentilies de contact et 20% des traumatisés oculaires.

Dans les pavs en voie de développement elles ont été rapportées en 1990 en Inde et en 1991 au Mali.
A Bamako pius de /4 des ulceres cornéens chronigues sont dues aux kératites amibiennes{29). Ces
kératites dans la moitié des cas surviennent chez un il sain non traumatise. Ainsi les conditions
climatiques particuliérement durs au Mali ; inoculation des eaux douces de surfaces retrouvées

polluges et utilisées soit lors de la toilette soit lors de la préparation des medicaments traditionnels

4 viser oculaires serraient des facteurs favorisants.

Inrcubation

1*incubation qui suit le dépat sur la cornée de kystes amenés au contact par le doigt sale, la lentille de
contact insuffisamment netoyée ou rincée a I'eau du robinet, les objets contondants {eau, épis de
céréales. brin d herbe. les esguilles de bois). le vent poussiéreux est vraisemblablement trés bréve et

se caractérise tout au plus par une sensation de géne et un discret larmoiement,

Affection .

L “affection se caractérise twes tot dans 60% des cas par une sensation douloureuse de corps étrangers
avec larmoiement, et dans 30% des cas par une photophobie. La rougeur oculaire, la baisse de I’acuité
visuelle et I'cedéme paipébral. sont fréquents. L'examen a la lampe a fente révéle au tout début de
évolution. Iexistence d’élevures cornéennes linaires. élevures qui traduiraient le cheminement des
wophozoites entre les couches cornéennes superficielles. Mais. le plus souvent I'examen met en
évidence un aspect trompeur de kératite herpétique dendritique avec large ulcére superficiel et

bourrelet immunitaire périphérique. Un écoulement sérieux jaune clair et épais compléte le tableau et-

englue les cils.



Evolution

1."évolution de la maladie est plus ou mois rapide avec extension des Iésions en surface ¢t en
protondeur. ¢ des périodes ransitoires & amélioration ou d aggravation. souvent corrélées avee
Vinstauration d une nouvelle thérapeutique. Lorsque le diagnostic n'est pas instaure a temps et ou
s avére inefficace. la progression en profondeur des amibes se poursuit avec atteinte de la chambre
antérieure, puis de la chambre postérieure, de la rétine et enfin métastase cérebrale soit par voie

hématogéne. soit par voie nerveuse, le long du nerf optique.

Le diagnostic.

Le diagnostic. fortement évoqué sur les aspects cliniques de début d*évolution, repose dans un
premier temps sur la mise en évidence des Kystes sur le frottis cornéen par une coloration de Gram.
Le frottis cornéen ivpigue présente des cellules cornéennes large, et plus ou moins alterées. un
important infiltrat inflammatoire a polynucléaires neutrophiles. et des kystes plus ou moins
polygonaux, colorés en violet, et marqués par une taiile inégale, un centre plus clair et une doubie
paroi. Un écouvilionnement sur coton permettra ultérieurement de vérifier la sensibilie
médicamenteuse invitro de la souche et son identification précise. La mise en évidence de |'agent
pathogéne peut également étre obtenue par biopsie cornéenne, et bien sir. avec examen
anatomopathologie de la piéce de kératoplastie. Le diagnostique sérologique s'aveére le plus souvent
décevant puisque seuls quelgues malades (maliens notamment) présentent un taux éievé d'anticorps
spécifiques. les autres présentant un taux similaire. voire méme inférieur, a celui de la population
témoin. En outre s. aucune technique de sérodiagnostic fiable n’est encore au point,
Fimmunofluarescence proposée le plus souvent s’avérant génant dans la mesure ou les kystes sont
spontanément flucrascents.

HI-2-7: Méthodes d’études des amibes libres (3, 7, 24).

1-2-7-1: les milieux de cultures.

Les milieux liquides

- Saline solution : C est un milieu non nutritif. 11 peut étre enrichi pour obtenir de milieux nutritifs

liquides ou solides.



- Milicu liquide de Agar @ C'est un milieu de transport des amibes en croissance

Maodilie NefT s amiba saline (AS) - Clest un milieu liquide de croissance composée de

BufTerd saling ---e--------- 830 m |
Sérum de cheval----- ----- 30ml
[%wmarmite solution-—----- 104 m

Les différentes composantes sont prépardes séparément par dissolution dans 100ml d’eau
distillée. puis mélanger. La solution ¢st ensuite répartie dans les tubes avec une pince
d"amidon de riz chauffé a 150° pendant deux heures

- Protéose-peptone—Ilevure : milieu de croissance composeé :

Peptone protéose -------- 20g
Extrait de levure --------- 250 (Tetrahymenes pyriformis )
Fau distillée ------mmmmmmm- 1500 ml

Les milieux solides d’Agar

Ce sont des milieux solides a base d’OXOIDE Agar ou Difco—Bacto agar. L'agar est dissout
dans |"eau par ébullition. La solution (gélose) obtenue est répartie dans des boites de pétri.
Les milieux sont conservés au frals avant leur usage.

Parmi les milieux sol:des nous avons :

- Milieux agar non nutritif : AS 1 litre — 15¢ de produits Difco-Oxoide

- Céréal/ glucose agar (C MA ) composé de.

Difco-corneal-Agar ------ 17g
Exrrait de levure ------------- lg
Eau distillée --------m---nmmmeme- 1000m!1

- Milieux d’ Agar nutritif : Constitué de bactéries en croissance (Echerchia coli ou d autre

entérobactérie) sur la gélose d’Agar. C est un milieu de croissance pour les amibes.

I11-2-7-2: méthodes de cultures et isolement des amibes libres

Culture des prélévements biologiques :

-L. C. R :il est centrifugé a 1000tr/s pendant 5 4 8 mn. Le surnagent est enleve avec une
pipette sérologique. Le sédiment est remué avec une pipette pasteur stérile. 2 a 3 gouttes de ce
sédiment sont étalées sur la gélose solide coulée en boite de pétri recouvert d'entérobacteries.

La culture est ensuite incubée & 37° C.




- 1es prélevements de tissus © une pigce de tissu préleve est triturée avec une petite quantite
d'amibe saline solution (A.S). 2 4 3 gouttes de cetle solution sont étalées sur la gelose
couverte d entérobactéries et incubé a 37° C.

- Pour I"cau et fa terre: On procede de la méme manicre respectivement comime pour leL.C.R

el les tssus.

Obtention des cultures pures :

Les cultures pures d’amibes peuvent étre faites sur des milieux comme . peptone protéose
extrait de levures : sur milieu tripcase soja (bouillon) ou sur des milieux minéraux spéciaux.
].a surlace d'une gélose portant une culture d'amibe en plaine croissance (de 24 a 36 heures
d'incubation ) est raclée avec quelgue m] de SA. La suspension obtenue par raclage (contenant
des amibes ) est centrifugée. Aprés avoir jeter le surnageant. le culot est inoculé dans le
pepton—ptotéose-extrait de levures ou sur MEM (minimum essential medium with earle’s
salts Jet incubé a 37°C. Ce pendant, la pénicilline et la streptomvcine a des concentrations
respectives de 400 UT et de 4700mg /ml sont ajoutees au milieu avant inoculation du culot.
Trois subcultures sur ces milieux contenant 1 antibiotique a une semaine d’intervalles sont

suffisantes pour obtenir une culture pure.

Culture cellulaire: Les methodes utilisées sont celte de la virologie. Des cellules de
mammiferes comme les rains de singe ou des tissus fibroblastiques de poules peuvent Servir &

la culture des amibes. Comme pour les virus, certaines amibes libres pathogénes peuvent

provoquer un effet cytopathique. .
1i-2-7-3: les méthodes d’observations

examen directe
I} permet d observer les amibes sous leur forme normale {trophozoites ou kystes) soit & partir
de prélevements biologiques (LCR. cornéen) solt a partir de cultures
Il est important pour Te diagnostic des différentcs infections dues aux amibes libres.
Les prélévements biologiques: (L.C. R. liquide de rincage de lentilles. prélévement cornéen) sont
centrifugés Le surnageant est enlevé et le culot est mis en suspension soit dans le AS soit dans le
M.E. M. une goutte de cette suspension esl mise entre lame et lamelle. Deux bords de la lamelle sont
scellés contre la lame. Puis on laisse la lame au repos pendant quelques heures: 24 4 37 heures 4 37°C.

A travers les deux ouvertures non scellées, on met de temps i temps une goutte A.S ou de M. E. M



pour éviter la dessiceation du champ. [ ohservation des lames s¢ fail a objectil’ x 10 et x 40 ¢

contraste de phase est préférable.

Les amibes peuvent étre directement observées a la surface de boite de cultures renversées.

A la température optimale de 37% C. les trohozoites sont facilement observés par leur mouvement

directionnel et leurs pseudopodes. Tandis qu’au repos. ils apparaissent sous forme arrondis avec de

4ros Novaux. .

Les kystes se présentent sous forme étoilée (polygonale)aves un ou plusicurs pores.

Examen aprés coloration:

Des trottis sont réalises a partir des prélévements biologigues sur lame. Une petite quantité du culot

de centrifug

ation est portée 4 la température de 37°C pendants 3 a 10 minutes.

Puis une goutte de ce culol est étendue 4 la surface d’une lame et séchée

La préparation est ensuite colorée selon objectif recherché

(Avec. hématoxvline: le Gram: le Gymsa Jet fixé par le méthanol:

Le frottis coloré est ensuite observé & objectif x100 apres immersion dans | huile.

11-2-7-4: identification:

Elle est basée sur les caractéres suivants:

- mode de d

éplacement (formes des pseudopodes)

- formes des kystes

- teste de flagellation

Il —-3: Les champignons contaminants, opportuniste’,

Les champ

i1l ~3-1: Définition (2):

ignons ou mycetes constituent un régne trés important. Heureusement pour

I'homume. seul un nombre restreint de champignons sont pathogénes. Ce sont des Eucaryotes.

possédant un noyau et uné paroi cellulaire composée de chitine.

Les champ
lorsque les

mveelium.

1gnons peuvent se presenter sous forme unicellulaire (levures ) ou pluricellulaire.

cellules s’allongent pour former des filaments ou hvphes qui constituent le

[Les champignons vrais ou Eumycetes sont divisés en quatre principaux embranchements; les

Zyvoomycetes: les Basidiomveetes les Ascomycetes et les Deutéromycetes

(ou fungi imperfecti ).

Les diftére

nts embranchements se distinguent par leur mode reproduction:



- Les Zygomycetes, peuvent avoir une reproduction sexuée, les zygotes se formant par fusion
des extrémités des filaments {(gamétantes), On y trouve des genres pathogénes: Mucor ¢t
Absidia.

[es Basidomveetes: Possédent des spores sexuées externes produiles par des cellules en
forme de massucs appelées basides ( Cryprococcus neofomans ).

- Les Ascomycetes: forment des spores sexuées & l'intérieur d'un asque

- Les Deuteromycetes: Appelés champignons imparfaits (fungi imperfecti), car on n'a pas pu
metire en évidence chez eux de reproduction sexuée. Ils forment des spores ou conidies.

Les principaux pathogénes genres pathogeénes pour I"homme appartiennent au fungi

imperfecti.

Il -3-2: Pathologie (5)
Trés répandus dans la nature (plus de 100000 especes ). les champignons peuvent se trouver au niveau
de la flore conjonctival comme de simples contaminants saprophytes. Ainsi 1ls peuvent
devenir pathogénes pour I'ceil par suite de traumatisme. antibiothérapie associée a une
corticothérapie, surinfection due & I'usage des collvres contamings.
Le traumatisme peut étre; soit d'origine végétale (écorchure par épine, bout de branche ...).
soit une introduction de corps étranger dans 1'eeil (morceau de meétal. sable, pierre.)
Toutes les parties de |'ceil peuvent éure atteintes: voie lacrymal, conjonctive, paupieres.
orbites. cornée.
[ atteinte de la corné est la pius fréquente (12).
L'atteinte cornéenne peut étre .
soit une kératite primitive avec forme superficielle, nodulaire. peu inflammatoire et une forme
profonde. ulcéreuse. qui aboutit a une perforation.
soit une kératite secondaire 4 une [ésion préexistante (herpes } avec un aspect chinique
beaucoup moins évocateur. Elle est devenue plus fréquente a la suite de traitement

antibiotique et corticoide

It -3-3: Diagnostic des mycoses oculaires au laboratoire

1 —3-3-1: Le prélevement

1} varie selon la localisation.

las



- Lorsqu’il s’agit d"une blépharite, quelques squames sont arrachées avec une pince fine. Ils
sont étalés ensuite a I'aide d’un vaccinostyle, entre lame et lamelle. Avge une pince & épiler,
un ou plusicurs cils sont arrachés et placés entre deux lames.

- Pour unc affection des voies lacrymales, les séerétions (ou concrements) sont étalées sur une
lame.

- Lorsqu’il s’agit d*une conjonctivite. I'épithélium est raclé a I'aide d un vaccinostyle ou une
anse de platine,

- Les kératites ou ulcéres - le bord de la [ésion est gratté a 'aide d"un fin couteau ou d une
anse de platine. H ne faut pas hésiter a racler ['ulcére, de fagon a obtenir le maximum de
produit biologique.

Infection intra oculaire: une ponction au niveau de la chambre antérieur, de la cavité vitrée ou
de "espace sous-rétinien a I'aide d'une aiguille relativement grosse, si I'on veut pouvoir

aspirer des champignons filamenteux.

il -3-3-2: Analyse des prélevements

examen direct

- préparation non colorée

L examen de préparations non colorées, placées entre lame et lamelie s’applique surtout aux
squames et aux ciis

Les squames. provenant d une blépharite, sont examinées dans une solution de KOH & 30%.
Deux ou trois gouttes de cette solution sont déposées sur une lame'avec quelgues squames.
Puis I'ensemble est couvert par une lamelle. Cette préparation est prudemment chauffée au-
dessus de la flamme d un bec Bunzen jusqu’au moment ou les squames soient éclaircies (ne
pas faire bouillir la préparation). Aprés une demi-heure, elle est examinée au microscope.
Des squames trés fines ou de cils, ils peuvent éire examinés directement apres les avoir
placés dans une goutte de lactophenol ou chlorophénol sur une lame. aprés un chauffage.
Ces deux réactifs permettent de voir facilement les hyvphes et les levures sans altération ou
moditication de leur forme. Le prélévement placé dans le lactophénol peut étre encore
ensemencé sur les milicux de culture.

- préparation colorée.

Des préparations fixées ou non entre lame et lamelle, peuvent étre colorées.

Coloration de préparations non fixée: les colorants suivants peuvent étre utilisés :



[.¢ bleu de coton G413 de Poirrier, (qui est un bieu ¢ aniiine acide). If colore en bleu sur fond
incolore. 11 est utilis¢ en solution 4 0.5% dans le lactophénol ou a 0.1% dans I"acide lactique.
I encre de chine est aussi utilisée. Dans ce cas, les éléments a examiner sont émulsionnés
dans I'encre de chine. Aprés les avoir étalés et dessécher sur lame. la préparation couverte par
une goutte d huile de cédre et d'une lamelle est observeée au microscope (aux objectifs x10 et
x40
Coloration des préparations fixées: Les principales méthodes de coloration sont la technique
de Gram (les levures et champignons filamenteux sont Gram positif ). Giemsa,

Zieh-Neelsen.

examen microscopique apres culture(2)
- techniques de ia culture sur lame gélosée (Rivalier et Sydet)
Tremper une lame préalablement flambée dans la gélose maintenue 4 60°C.
Poser cette lame sur le chevalet qui a éte introduit dans une boite de pétri. _
Mettre au fond de fa boite quelques millilitres d'eau stérile pour évier la dessiccation,
Ensemencer le centre de la lame avec un fragment de myvcélium jeune en plein développement
Aprés un développement jugé suffisant. enfever de la lame la gélose en exces, faire secher la lame a
Yétuve a 37°C, et fixer par une grosse goutte d'alcool absclu, colorer (bleue de méthyléne
Déshydrater (alcocl absolu. toluéne ou par le baume.)
Qbserver la lame colorée aux objectif x10 et x 40
- Méthode du carré de gélose
La culture se fait sur les quatre cdtes d'un petit parallélepipede de gélose Sabourraud (i5mn X i3mn )
de 2 mn d'épaisseur disposée sur la [ame et recouvert d'une lamelle.
Aprés culture la lamelle est enlevés et le carré de gélose estrejeté.
Des filaments et organes du champignon adherent au verre. La lame est montée d'une part avec une
lamelle neuve et d'autres part la famelle avec une lame neuve dans du bleu de methy{éne qui sont
ensuite examinées aux objectif x10 et x 40

ill -3-4: les milieux de cuiture
Les milieux de cultures: les plus appropriées sont: Le milieu de Sabouraud glucosé ou le moft
de biére gélosé. Certains champignons nécessitent cependant des milieux spéciaux.
[l est important de faire une culture a 25°C et une autre & 37°C. Cela permet généralement
d’étudier les deux phases d'un champignon. la phase mvcélienne et la phase levure. Elle
permet aussi une différenciation des champignons saprophytes dont la plus part ne se
développent pas a 37°C

Principaux milieux de cuitures et compositions



- Milieux de Sabouraud glucosé :
Glucose pur -==-er-mmm-mo- 2g
Néopeptone (difco )------ g
Agar- agar ---------==-----= 2

Fau de ville --=e=r----- QSP 100ml

Répartir & raison de 10mi par tubes. Autoclaver pendant 20 mn a 120°C. Incliner de fagon a

obtenir un culot de 1 ¢cm

- Mot de biere :

‘Mot de biére blonde non houblonneg -------------------- 200¢g

EFau distillée -=--mmmmmmmmmermmrmrm oo 10G0g

Chauffer a 45°C puis 2 70°C en montant de 1°C par minute pendant au moins une minute.

En tout cas jusqu’a la coloration a I'iode qui montre gue I'amidon & disparu.

Filtrer puis coller au blanc d’ceuf (1 blanc d'ceuf pour 2 litres }.

Autoclaver pendant 43 mn a 125°C

Ramener a 1 litre et stériliser a 110%¢.

- Milieu de Sabouraud-P. 4. §.

C’est le milieu de Sabouraud glucosé additionner de

Pénicilling —--------=-s----- 20U m!
Actidione---------ssmmmee- 0.3 mg‘mi
Streptomycing------------ 40 Ul'ml

Ce milieu inhibe le développement des bactéries. mais aussi des champignons saprophytes(a
cause de actidone ). Par contre. la plus part champignons pathogenes se développent
- Al

sélectivement.



lil =3-5: Critéres d'identification des champignons(2, 5)
L'etude d'un champignon porte sur la morphologic macroscopique ¢t microscppique de la souche

considérée.

IN-3-5-1: Aspect macroscopique
Dans un premier temps. on étudie:
+ Vilesse de développement des colonies sur milieu de Sabouraud additionné d antibiotiques. l.es
levures poussent et sporulent en 24 3 48 h; les filamenteux en 4 3 6 jours.
¢ Température optimale de croissance: les champignons contaminants banals poussent a la T* de 20 a
27 °C. et supportent difficilement des températures supérieures a 30 a 32 °C.
Une croissance a 37 °C témoigne une adaptation a la température de 'organisme humain et est donc
fortement en faveur du caractere pathogeéne du mvcéle en cause.
¢ La morphologie du recto Caractérisée par:
Sa couleur. en sachant que celle- ci évolue avec "dge des colonies
Aspect de la colenier culture plate. surélevée. plane. plissée, cratériforme, glabre. platreuse,
granuleuse, duveteuse, floconneuse
¢ Morpiologie du verso: couleur. existence de créte ou arborisations en profondeur de la gélose:

pigment diffusant dans le milieu.

Il -3-56-2: Aspect microscopique
Sont successivement étudies:
thalle
¢ ievuriformes: en forme des levures: Type de bourgeonnement axial ou latéral. unique cu multiple ou
4 base etroite ou large: existence ou non de pseudomycélium. présence éventueile de capsule.
¢ filamenteux
filamenteux: diametre des filaments, régulier (champignon supérieur) plus large et irrégulidre
(Siphon de champignons inférieure}. fréquence des cloisons (rare. chez les champignons mférieur)
pigment de la paroi (foncee ou claire) ramification et leur mode (banal ou dichotomique) formation
particuliére (sclérotes.)
L'appareil sporifére végétatif:
¢ L2 mode de formation des spores: les spores internes formés dans des sporanges (zygomycates) ou
spores externes (blastopores ou thallospores) des champignons supérieurs
Diftérenciation ou non de conidiophores. ramifiés ou non, renflés ou non. ornementés ou non avec ou
sans phialides.

spores isolées, en amas ou en chainettes. a 'extrémité ou le long des filaments



S

‘ Caractéres des spores: couleur, tatlles. forme (ovalaires, plus ou moins alfongée ou ronde. a base large
ou étroite) cloisons, épaisseur et ornementation des parois
# L'apparcil sexué (trés rarement observe)

péritheces (cleitothéces). asques et ascospores o ‘Aspergiflus nidulans. formations particuliercs
{cellules cn noisctie).

Parfois le repiquage sur des milicux autres que le milieu de Sabouraud est nécessaire pour I'isolement.
Certains milicux optimisent la croissance et fa sporulation (milieu au malt, utilisé dans les laboratoires
de cryplogamic)

D'autres permettent la formation des é¢léments sexués: milieu a Yacétate de sodium: aprés incubation
de 3 a4 semaines a 37°C. les asques et les ascospores seront recherchées par coloration spéciale

{(WIRT...)

Hl -3-5-3: Caractéres biochimiques:

is sont surtout importants pour 1’identification des levures saprophytes. Les caracteres les plus
cherchés sont les suivants:
¢ formation de pseudomycélium sur milieux spéciaux (pomme de terre-carotte-bile. Rice-Agar-
Tween 80) |
¢ utilisation de sucres et matiéres azotées en milieu aérobie (auxnogramme) et anaérobie

. (zvgmogramme)
+ Réduction du tétrazolium avec production de formazan: ensemencement du gélose
saburraud—tétrazolium: incubation a 30°C a 37°C ; lecture: virage ou non du milieu en rose a violet
selon "espece.
¢ Test a uréase: (hvdrolvse de l'urée libére de | - ammoniaque d'ou la réaction alcaline entrainant le

virage du milieu): ensemencement d'un milieu liquide Urée- indole; incibation 3h a 57°C, lecture:

virage ou non du milieu du jaune au rouge.



lli- 4 Rappel sur les bactéries contaminants (1) :
(streptocoques, staphylocoques et entérobactéries)
i1-4-1: les streptocoques
lil- 4-1-1: Caractéres généraux
Le genre Streptococcus rassemble des espéces bactériennes qui ont en commun un certain nombre de
caracléres: ce sont des coccie a Gram positif. sphériques ou ovoides. disposés en paire pour former des

diplocoques et pouvant se présenter sous forme de chainettes parfois Jongues. ils ne sporulent pas.

I11-4-1-2: Habitats
Les streptocoques sont ibiquitaires. Certains d'entre eux sont rencontrés dans le milieu extérieur: eaux.
produits alimentaires et peuvent survivre longtemps dans celui 1.
D'autres: plus fragiles. vivent a I'état commensale au niveau des téguments cu des muqueuses de

[homme ou des animaux.

I11-4-1-3: Caracteres culturaux
¢ Conditions de culture: une aumosphére enrichie en COZ favorise les primocultures, la tempeérature
optimale est de 37°C. Le pH optimal estde 7.3. Un pH acide est néraste a la croissance de la plupart
des streptocoques. car if se produit une acidification secondaire, d'on intérét du milieu tamponné
icomme TOLD-HEWIT) |
¢ Aspect des cultures: Aprés 48 heures de culture, les colonies de Streptocoques du groupe A et C ont
un diamétre de 0.5 mm. elles sont transparentes. blanches en domes. Celles du groupe B sont les plus
larges parfois pigmentée en jaung-orangé en anaerobie. celles du groupe D, souvent larges de 0.5 &
Imm, plus apaques. et souvent blanchatres et peuvent ressembler a des colonies de staphylocoques
Les espéces non groupées, leur taille varie de 0.1 2 0, 5 mm. Elles donm;nt des colonies (minutes )
tout comme les streptocoques du groupe F.
¢ hémolvse: L étude de I"hémolyse au tour de colonies sur gélose de sang permet une orientation
diagnostic. On distingue
-I"hémolyse £: incompléte avec verdissement milieu
- I'hémolvse B total avec éclaircissement de fa gélose autours des colonies observées en milieu aérobie
{due 4 l'action de la streptolysine.)

Hémolvse gamma: absence.



lli- 4- 2: Les staphylocoque
lli- 4- 2-1: Caractéres géneraux

l.a morphelogic: les staphylocoques sont des cocci @ Gram positit. Anadrobie facultative, (non
mobiles) ils forment généralement des amas irréguliers.
Propriélés métaboligues: comme les microcoques, ils sont catakase plus. mais ditférent de ceux ci par
plusieurs points. lls sont oxydases négatives. fermentent le glucose en anaérobiose. possedent des
acides teichoiyues dans leur paroi cellulaire et leur ADN a un contenu G-C beaucoup plus faibles.
Staphylococcus auréuy 1 plus important du groupe {pathogéne ) contrairement aux autres,

produit une coagulase enzyme responsable de la coagulation du sang

Ill- 4- 2-2: habitat
Les staphviocoques sont normalement associés a la peau. aux glandes cutanées et aux
muqueuses des animaux 4 sang chaud. Eliminer dans le milieu extérieur, [ls peuvent survivre

longuement dans 1’environnement, les eaux, les produits alimentaires et biologiques.

Ill- 4- 2-3: Caracteres culturaux
. Les staphylocoques poussent sur les milieux tel que, la gélose ordinaire. La plupart des
colonies élaborent un pigment (Staphylococcus aureus pigment jaune). Elles s’accommodent

a des grandes variations de p H (4.8---9.4 ) et de températures (10°C—45°C).

I11-4-3: Entérobactéries.

[11-4-3-1:Caractéres généraux:
La famille des entérobactériacea est constituée de genres bactériens ayant en commun les caractéres
bactériclogiques suivants:
- Ce sont des bactéries a Gram négatives dont les dimensions varient de 1 a 6 um de long et 0.3 a Tum
de farge.
Eiles somt mobiles par une ciliature péritriche ou immobiles.
Elles se développent en aéro—anaérobiose sur gélose nutritive ordinaire.
Elles acidifient le glucose par voie fermentative (a la différence des pseudomonas) avec souvent
production de gaz.
Elles ne possédent pas d'oxydase (différence de vibrio et pastrurella )

Elles réduisent le nitrate en nitrite.



{11-4-3-2: Habitat
Parmis les nombreuses especes entérobactéries, certaines sont trouvées dans Fenvironnement. d autres

chez les végdélaux et les animaux.

[I1-4-3-3. Caractéres culturaux
Les entérobactéries se développent bien en bouillon et sur gélose ordinatre incubée a 37°C.
Les formes S (smooth) sont les aspects habituels au sortie de | organisme.
Ces colonies sont lisses. bombées. brillantes, et humides. Elles ont 2 @ 4 mm de diamétre et
roublent le bouillon de fagon homogene.
Les formes R (raugh) s observent surtout avec des souches ayant subit plusieurs repiquages.
Eiles sont rugueuses. séches. & contour irrégulier et teint mate. En bouillon. les formes R
donnent un aspect granuleux.
Les colonies muqueuses sont habituelles avec les kleibsielles, leur diamétre peut depasser
i 0mm. Elles ont une tendance a la confluence.
Les colonies naines: s observent avec des souches déficientes dans certaines de leurs chaines

métaboliques. Elles ne sont pas exceptionnelles chez Echérichia colie.

[11-4-3-4: Pathogénicité
Certaines espéces possédent un pouvoir pathogéne chez I'hemme, chez les animaux ou chez fes
végetaux.

D'autres espéces sont oppertunistes et sont responsables d’infection chez les malades fragilisés
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IV METHODOLOGIE

Nous avons appelé collvres prépare traditionnellement /C.P.T). les préparation & base de
plantes médicinales obtenus par macération ou par décoction utilisées traditionnellement pour

traiter les aftections oculaires

IV-1: Cadre d'étude
Le travail a été réalisé dans le district de Bamako pendant une période de 9 mots aupres des
rraditérapeutes préparateurs et des patients utilisateurs de C.P.T.
Il s'agissait de tradithérapeute indépendants et une association de tradithérapeute.
Ces thérapeutes n'étaient pas généralement des spécialistes de soin oculaire.
Les échantillons prélevés ont été analysés dans les laboratoires de bactériologie et de

parasitologie a1 '1.O.T.A. etau C.H.U de Brest en France

1VQ: Recueille des donnés sur les conditions de préparations, de conservations et
d'utilisation des C.P.T.

Nous avons élaboré un questionnaire permettant de recueillir des renseignements sur : le
mode de préparation. la qualité de 'eau utilisée pour la préparation et les conditions de:

conservations. et utilisation de ces C.P.T. (Voir annexe).

V1-=3: Echantilionnage
Notre étude a été menée sur deux groupes d'échantilions. .
Le premier groupe était constitué de préparations obtenues aupres des tradithérapeutes.

Le deuxiéme groupes était constitué de préparation obtenue aupreés des patients utilisateurs.

IV,& Conditions de prélevements

Chez les traditérapeutes. les prélevements ont été effectués sur des préparations qui avaien durée plus
d'un jour.

Chez les utilisateurs. les prélévements ont été effectués sur des préparations récentes ne dépassant pas
2 jours.

Les prélévements ont été effectuds a "aide de pipettes stériies.

La quantité prélevée (Iml a 2 ml) était mise dans un flacon stérile de Sml.

Les flacons étaient ensuite enfermés dans une boite stérile et transporté.



L ensemole des opérations étaient eltectuees le plus rapidement possible
IV-4: Les analyses micro-biologiques
Ha consisté a:
» Realiser la numération bactérienne avec isolement et identilication des Intérobactéries.
Staphylocoque et les streptocoqgues rencontrés.

» Rechercher, iscler et identifier les champignons et les amibes libres contaminant.

IV- 4-1: les techniques utilisées

IV- 4-1-1: les analyses bactériologiques
» Numération
Nous avons appliqué la méthode de dénombrement aprés ensemencement sur milieux solide.
Amsi nous avons utilisé les milieux de Muellers Hilton et {a gélose ordinaire de Couloumbia.
Le principe de cette méthode est le suivant (22):
Une quantité du produit a etudier ou sa dilution est ensemencée sur un milieu sclide favorable
au développement de la majorité des germes bactériens. Aprés incubation. les colonies
apparues (LFC) sont comptées. Une estimation de la population bactérienne du produit pur
est faite a partir des différentes dilutions.
Alnsi, nous avons effectué des dilutions successives de 1/10, 17100, 1/1000 ... de chaque
¢chantillon en utilisant de I'eau phyvsiclogique stérile.
LUn volume de 0,1ml de chacune des dilutions a été ensemencé par étalement sur gélose de
Couloumbia et MH coulés en boite de pétries. Les colonies apparyes au bout de 24 heures
d’incubation 4 la température de 37 *C ont é1é ensuite comptées.
Nous avons éliminé les cultures de plus car trop nombreuse pour étre compter.
Pour obtenir le nombre total de germe par ml de 1’échantillon pur. nous avons:
Compté le nombre total de colonies apparues sur chacune des boites de cuitures et multiplier
ce nombre par le taux de la dilution effectue
Fait la somme des germes totaux de toutes les dilutions.
Divisé le résultat obtenu par le nombre de dilution effectué puis convertir celui- ci en germe

par ml

¢ Recherche des entérobactéries
Pour la recherche des enterobactéries, nous avons ensemencé 0.1ml de chaque échantillon sur

gélose de Mac Conkey et sur gélose de Drigalski. Aprés ensemencement, nous avons incubé

J
193}



les cultures ont a 37°C pendant 24 a 48 heure. Puis nous avons identifié les difiérantes
colonies apparues sur galeries API 20 E. .

* Recherches des streptocoques

Nous avons recherché les streptocoques par ensemencement de 0.1 ml de chaque échantillon
sur la gélose de Coulumbia. La gélose ensemence était incubé sous une atmosphére de CO2 (35
al0% }ala température de 37°C pendants 24 a 48 heures.

L’identification des streplocoques était effectuée par observation microscopique des (apres la

coloration de Gram ), et par les tests de catalase et oxydase des colonies apparues

¢ Recherche des staphylocoque
Pour la recherche des staphvlocoques nous avons procédé de la maniére suivante:
- Ensemencement de 0.1ml de chaque échantillon sur milieu MH coulé en boite de
pétries
- Incubations de ces boites de cultures a la température de 45°C pendant 24 heures.
- Effectué le test de catalase sur les colonies apparues
- Recherche de staphylococcus auréus par la culture des colonies isolés sur milieu de

Chpaman hvpers salé

IV-4-1-2: Recherche des champignons contaminants.
Nous avons recherché les champignons par ensemencement de 0.1m! de chaque échantillon
sur gélose de Sabouraud + chloremphénicol.
La gélose ainsi ensemence €tait placées a 37 °C pendant 5 jours. Les colonies apparues durant
cette période d'incubation était systématiquement isolées et identifiées.
L identification des champignons était effectuée par examen nicroscopique et macroscopigue
des colonies.
* Examen macroscopique
Il était bas¢ sur observation de:
La morphologie du recto (culture) couleur et aspect.
Les morphologies du verso: Couleur. existence des crétes (ou arborisation en profondeur de la

o¢lose) pigment diffusant dans le milieu de culture.

» Examen microscopique:

Il a ete effectué par la technique de drapeau



Technique de drapeau(2)

- un morceau de cellophane adhésive collé a une de son extrémité sur une 0esc de culture ou
unc baguette de verres ... est appliqué sur la surface de la culture et mis entre fame ct lamelle
en sandwich entre deux gouttes de colorant .

A examen microscopique était observé, la taille et la forme des thalles.

- Pour les thalles levuriformes il s’agissait d observer:

- Latailles et la forme des levures

- Types de bourgeonnement des levures (axial, latéral unique ou multiple)

- Existence ou non des pseudomycéliums

- Présence de capsule

Pour les thalles filamenteux il s"agissait

- Du diamétre des filaments. réguliers ou irréguliers

. Les ramifications et leur mode (banal ou dichotomigue )

IV-4-1- 3: Recherche des contaminants amibiens (des amibes
libres)

I} a été effectué par ensemencement sur gelose de DIFCO 2 2% recouvert par une solution
d’entérobaciérie. préparé comme suit
+ Préparation de la gélose

- peser 20g d'agarose (prodult de DIFCO) et la mettre dans 11 d eau distillée sterile.

- faire bouillir jusqu’a dissolution

- stériliser a autoclave a 120° C pendant 20 mn .

- repartir stérilement en boite de pétrie

- conserver au réfrigérateur a 4 °C

¢ Préparation de la suspension d’entérobacter cloacae

faire pousser | enterobacter sur gélose au sang ou milieux de drigalski ou MH simple

- apartir de la culture, ensemencer une dizaine de tubes contenant du MH liquide
{trvptocase suja )

- laisser une nuit a 37°¢

_ transvaser les bouillons dans des tubes a centrifuger et centrifugé a 3000tr /s

- enlever le surnageant et lavé le culot 2 fois par 'eau distilice stérile

- mettre le culot en suspension pour obtenir une solution d’entérobacter

. stériliser la solution 2120°C pendant 20 mn et conseryé a 4° €



+ Ensemencement des milicux

Nous avons €lalé 3 a 4 gouttes de la suspension d entérobactéries a la surface de la gélose
DIFCO a1 aide d’une pipetie pasteur en rateau.

Nous avons ensulte étalé e produit de prélévement sur la couche d'entérobactéries.

Pour éviter la dessicecation du milieu (gélose ), nous avons mis du para f1lm au tour de la boite
de cultures.

Apres ensemencement, nous avons incubé les cultures a la température de 50°C

¢ Examen des cultures

La lecture des boites a été effectuée au microscope optique aprés 72 heures d’incubation a
"objectif x10.

Clle a lieu tous les jours. sauf les week-ends pendant la premiére semaine.

Pendant les trois semaines suivantes, deux fois par semaine

Le résultat final n’a été rendu qu’au bout d’un mois d’incubation

- Examen direct: I} a été effectué par l'observation de la surface du boite de cultures a
objectif x 10 et x 40

A P'examen direct, les trophozoites apparaissent sous forme de masses réfringentes a vacuole
pulsative, caractérisé par leur mouvement directionnel en émettant des pseudopodes. Les
kvstes apparaissent sous forme de polygones ou étoile

- Examen aprés coloration: Complémentaire a 'examen direct, il a été effectué a partir de
{rottis colorés.

Nous avens utilisé la coloration de Gram pour examen des kystes et le Giemsa pour celui des
trophozoites .

Préparation des frottis. Nous avons raclée a 'aide d une pipette stérile en rateau avec quelque

ml d’eau distiilée stérile la surface de la gélose {cuiture positive & |'examen direct). Puis nous
avons étalé quelques gouttes de ia solution obtenus avec 'opération de raclage sur des lames.
Et nous avons séchée et fixée ces lames par flambage directe ou a !'éthanol

Les frottis réalises étaient ensuite coloré au Gram pour examen des kystes et au Giemsa dilué
4 20% pour I'examen des trophozoites.

La lecture des {rottis Nous avons observé les frottis colorés a 1" objectif x 100{ aprés immersion

du frottis coloré a I"huile de Parafine)
A la coloration de Gram: les kystes apparaissent sous torme hexagonale ou étoilé.
Au Giemsa les trophozoites sont colorés en violet ¢t Les cytoplasmes sont plus foncés que les

noyaux.



IV —5: LES MATERIELS
microscopes
petits matériels
tbes a essais
pipettes Pasteurs
flacons stériles
bottes de péir stériles
lames et lamelles
anse d’inoculation et support
bec Bunsen

écouvillons

milieux de cultures
gélose DIFCO

gélose de Chapman
gelose de Drigalski
gélose de Couloumbia

eélose Chocola

gélose de Sabouraud — chloremphénicol

milieux de Muelleré-Hilton
gélose de Mac-Conkeyv

les réactifs

galérie AP1 20 E

Réacuf APIZ0E: VP1, VP2

Gram: violet de gentiane. lugol, alcool. fuschine

Suspension d Eniérobucter cloacea
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V RESULTATS

V- 1:les conditions de préparation et d'utilisation.
Les donnés recuelllit aupres des tradithérapeutes indiques genéralement que les CPT sont a
base de plante.
Les drverses parties de la plante sont utilisées: les tiges. les feuilles. les écorces et les fleurs.
Les différantes parties sont utilisées soit a ['état frais ou sec selon les tvpes de collyres.
(énéralement avant d'étre utilisée, la partie concernée peut subir des opérations préliminaires.
Ainsi les feuilles. les fruits et les écorces peuvent subir des opérations de pulvérisation.
Pour les tiges et racines les opérations qui peuvent étre effectuer sont : épluchage. concassage
et la pulvérisation.
Ces C.P.T sont habitueliement faits par macération ou décoction des divers parties
précédemment cités de la plante concernée.
Les macérations sont effectuées en faisant séjourner le produit de la plante concernée dans de
'eau. Ce temps de macération varie entre 3 a 7 jours.
Les macérations sont généralement préparées dans des calebasses ou dans les canaris
traditionnels (en porcelaine). D'autre type de récipient comme les bidons ou les bouteilles sont
aussi souvent utilisés,
('est le surnageant ou le filtrat du macéré qui est utilisé. La filtration est faite & 1'aide d'un
tamis de ménage ou avec un morceau de tissus en Nvlon.
Le macére obtenu est applique par lavage du visage ou par instillation dans les veux du
maiade. .
L'instillation est effectuée a l'aide d'un chiffon (morceau d'étoffe), du coton ou avec une
louche traditionnelle.
Le morceau de coton ou le chiffon est imbibé dans le macéré puis pressé afin d'obtenir des
gouttes qui tombent dans l'eeil malade.
Pour la louche. c'est la manche qui sert 4 obtenir des gourttes.
Les decoctions, elles sont effectuées en faisant bouillir le produit de {a plante concernée dans
de I'zau.
Les décoctions sont habituellement préparées dans des marmites ou dans des canaris
traditionnels. D'autres types de récipients comme les théiéres ou les boites métalliques sont

souvent utilise.



Comme pour les maceérés, ¢'est le f1itrat ou le surnageant oblenu aprés décantation du decocte
qui est utilisé. .

les décoctds sont ausst appliqués de la méme maniere que les macérations.

Sclon le made d'application. tout le décocté est ou pas wtilisé le méme jour.

Dans le cas ou I'application se fait par lavage oculaire, tout le décocté est utilisé dans la méme
Journée. Ce pendant, c'est le résidu de la premiére opération qui sert & faire d'autres décoctions
les Jours suivants durant le temps traitement.

Dans le cas ou 'application se fait par institlation. le décocté est généralement conservé
pendant plusieurs jours. Le temps de conservation varie entre 3 & plusieurs mois selon la
nature du produit.

Divers types de récipients sont utilisés pour la conservation de ces décoctés. Les types de
récipient que nous avons rencontré sont: les bidons, les bouteilles, les flacons en verres ou en
polyéthylénes. Généralement ces récipients sont vendus aupres des marchants. Ces marchants
seralent fournis par des personnes qui ramassent des objets dans les poubelles ou les achétent
dans les domiciles des gens en faisant le porte en porte.

('est une eau de puits ou de robinet qui est utilisé pour la préparation de ces C.P.T.

Dans certain cas. l'eau de puits est directement utilisée. Dans d'autres cas ¢'est 'eau puits
conservée dans le jarre familiale qui est utilisée. Il en est de méme pour I'eau de robinet.

Ce jarre familiale est généralement placé dans un coin de la maison : cuisine, chambre dortoir.

véranda ou méme dans la cour sous un arbre.

V-2 : Résultats des analyses micro-biologiques
Nous avons analyvsé 50 échantillons de CPT collecté au pres des tradithérapeutes 20

echantillons de C.P.T. pendant leur utilisation par des patients.



Tableau 2 : résuitats d'analyse micro-bivlogique des coliyres collectés aupres des

tradithérapeutes préparateurs (C.C.T) avec le mode de préparation

ct la qualité I'cau

.

TONEE T Germes totaun | Mode de ] Qualité de | Bactéries lr Champignon | Priésence d'amibe 1
! Y En ULF.C/m) préparation I'eay ! i
e AU Bécaction | Robinet | Bacille d Gram positii’ 4 ! - !
i 122 ; pazny Décoction I Rabinet | Bacifle a Gram positit | dspergeflus niger | - l
| | | ! Staphvlococcs spp \ ! |
= 1 3.08.40° ; Décection Robinet } K preumoniae U dspergiflus sp | - j
L | ; i Baciile a Gram positit’. 5 |
|14 [ ](1!“ ! Décoction | Robinet T Bacille a Gram positit | f - |
BN P38 | [écoction L Robimet } Bucille 4 Gram posiu! } | - |
CEo J 343 Décaction | Robnet 1 Bacille d Gram posit! f 1 - 1
;rl,'.’ Ll RELSN Macération I Robinet ! Bacille a Gram positit’ i | -
PE8 | 2.6614" ‘ Macdration ; Puits Bacille 4 Gram positil’ | { Acanthameoba spp
} f ! ' | Hartmaneria spp
| : 1 L ‘ | Cochiipodium spp ‘
LE9 RN | Décoction | Puits 1 Bacille d Gram positif i - J
[ 1216 Py O00" i Macération ‘ puits | Bacille a Gram positt | Poecilomyces sp | Valkamptis spp 1‘
| i ' J | Streprococcus spp | | deanthameetidée |
! 11 b3 n [ Maceration i puits i Stuphyviocoveus aurduy ! Aspergilius i - L
| . | | femigaliy '
| ! \ 1 !
| | | | ! Candida spp | }
! L1z L3900 | Décocuon l puits { Klebsiella oxyioca . Condida spp | - :
H | ! . i ;
i El3 ji1.92 10 | Décoction \ puits e pneumoniae i Paecilomyces sp - F
|l ; ‘ J | Bacille 2 Gram positif il Mucor spp “ C
HE D) | Décoction [ puits « Bacitle 2 Gram posinf | - L
(13 , Décoction | puiLs ! 5 - !
PELS >3 00 Décocuon ‘ puits | Stapimlocacens sp Cripioeoccus s 8 - ’
: 1 I Bacille & Gram posity : Aspergdhuy | L
I E17 1310 Décoction | puits | Siaphviococeus aur? v Candida sop ; Veliamp!ispp
i | |  Bacille 3 Gram positil | Aspergriiuwg spp | Hartmane o spp
i E18 |25 Décoction | puits 'k preumoniae b } - !
! | EL ' Baciile 4 Gram positii | 1 :
i E19 ir 1.88.10" Macdration ‘ Robinet i gocii‘ a.Géam posjitif“c ; Aspergiiius spp ; :
i | ‘ | i Bacille & Gram négatif | ‘
i E20 RSN Décoction ' Robinet 1 Staphviococcus spp i Candida krusei !
| ; ‘ | Bacille 3 Gram posiu? | ‘ !
LE27 1 ‘ Décoction [ Rebinet ! JT Candida spp |
;Ezz 1>30.10° " Décoction . puits ' Bacille aGram positf _ | |
E23 [ Décoction \  Roebinet | ‘ |
1724 \ 230,107 | Décoction ! Robinet Bacillea Gramposiif | Candida spp !
i | | ' : | Aspergiffus i |
! ‘ | ! 1 fumugetus I
TFas3 I Décoction | Rohinel ‘ i
(26 EAL I Diécoction i puits | Streptococcus sp . Condida nrusei ! |
E27 S | Macération | puits | Bacille 3 Gram pesitif | Candida spp | '
E£28 1 2100° | Macération | Robinet | Staphyvlococeus sp | Riizopus spp | |
PE29 ! 95.10° | Macération ! puits } Bac;llef‘l Gram positit. : Aspergilius flavus I + !
L ! ! i " Nlebsiello oxvioca X i
FE30 126107 | Macération | puits  BucilledGramposiii | Candida spp | |
VE3L [ 3.00° 1 Ddécoction i puits ‘Bacilic 2 Gram positit | Candida spp__| |
EE TEG \ Décoction U puils 14 preymoniac ! i i
i I i : : Streptocogues sp i } !
| | { Bacille & Gram posiul | [ ,
| 33 RIS i Macération | Duits | Bacille a Gram positit | Crptococeus sp | + |
i E34 ’ »3.10° i Décoction Puits ! Bacille & Gram positf } Candida kruse: i
| | ; | Sireptocogues sp A |
I'E3s b2 o0 i Macération [ Puits i Bacille & Gram posititt | Aspergifius Il
| } | | | ! funmigatus |
1236 [2 1 | Deécoetion ! Puits i Bacilie a Gram positift | l
137 1.8 10° ! Décoction | Puits  |Bacilic aGram posiii 1 Candida hrusei |
138 1,766, W0 L Macération | Puits | Bacille a Gram positiy Candida sp |

30



[:39 1.5 1F° Maccration i Puits Bacille a Gram négatil’ Aspergilius flavus + ]
| | | Streplocaccus sp
\L [:40 i 200 10 | Décoction { Robinet K preumoniae Aspergitlus flavies
f 1241 ; 155107 { Déeoction I Rohingt tnterabacter cloacea Aspergiilus flavis
" [42 i 2107 | Décoction *‘ Robinet K preumoniae Aspergitius flavuy |
| ] ! ) Bactlic & Gram positif Candida krusel !
f 43 ][ { Décoction | Robinet :
LS 2310° | Macération | Robinet | Bacillesa Gram négatil | Aspergilfus niger |
| 145 2310° Macéralion | Rohinel Cocci d Gram positil
| 146 ! 20,3 10° Macération | Robinet Bacilles  Gram népatif
M7 300 Macdration | Raobinet Bacilles 3 Gram négatil
I 198 10" | Macératien Robinet Bacitles 2 Gram négatil’
B 2.76.10° I Macération Robinet Bacille d Gram positit’ | Candida sp
Fose T =3.10° ! Décoction Robinet | Bacille a Gram positil |
+ = présence amibes
Tableau 3: Résultats d'analyse micro- biologique des collyres en cour d’usage(CEU) avec le
mode de préparation et la qualité de I'eau
| NOE | Germes totaux | Bactéries Champignons | Qualité de I’eau | Mode de p.
| ! EnL.F.C/ML | |
P 37.10° | Kleibsiella pneumoniae | - Puits ! Décoction
!{ S ' Sragh)fi?coccus' P J E ‘ i -
L P2 123100 | Bacille 8 Gram positif | =mmoee { Puits I Décoction
B EERRITS | Staphviococcus sp ' oeneee | Robinet | Macération
| P4 e — Robinet Décoction
P31 19 10° Il Kleibsiela pneumoniae ] Candida sp ' Puits Décoction
.~ P6  124 10" | Staphylococcus sp | | Robinet Macération
! 7 >3 100 ! Bacilles @ Gram positif | Trichosporium sp | Puits Décoction
PS50 ! Bacilles a Gram positif | Candida sp i Robinet ! Macération
P9 13307 ' Bacilles a4 Gram positif | ' Puits 1 Décoction
E | Strptococcus sp 1 J 1
. P10 T ... Candida sp | Robinet Macération
i P11 19.10 IS!aphylococcw Cryptococcus sp 1 Robinet Décoction
| E | Microccus sp !
"P10 139.5.10° ] Steptococcus sp ' Robinet Macération
{ P13 1335510 I Kliebsilla oxytoca Robinet Décoction
L P14 |- | oo i Robinet Décoction
| P15 1 86,5 10° | Bacilles & Gram positif ' Candida sp Puits Maceération
! & [ Staphylococcus sp
i 1,25.10° Staphylococcus sp Candida sp Puits Macération
Pl6 | Steptococcus sp
|
!
P17 1 [ Aspergillus spp 1 Rohinet Décoction
P18 |2.10° | Staphilococcus sp Robinet Macération
P19 - ---- Candida sp Robinet : Décoction
L P20 [40.10° | Staphilococcus sp Candidu sp Robinet | Décoction

La grande majorité de nos échantillons ( C.C.T. ET CEU ) ont ét¢ des décoctions,
respectivement 31750 pour les CCT et 12/20 pour les CEU.
D'autres par nous retrouvons une contamination microbienne de ces collyres quel que soit le
mode de préparation et [a qualité de l'eau utilisée.



V-2-1: contamination bactérienne

Tableau 4: Pourcentages de la contamination bactérienne dans les C.C.T et les C.E.U.

| C.CT C.E.U. |
effectif | % effectif 1 Yo
Contaminé 45 | 50 15 75
Non contaminé | 5 E 10 5 25
Total | 50 | 700 20 100

It n'y pas de différence statistiquement significative entre les C.C.T et C.E.U parla

contamination bactérienne. (p= 0,16}

Tableau 5 :Fréquence germes bactériens identifiés dans les C.C.T.

i Germes

"Effectifs | Fréquence

| n=50 (%)
Klebsiellu ! 6 f 12 ‘
preumoniae i 1
Streptocogue sp 1 3 10 ‘
Staphylocoque sp ? 4 8
lKiebsiella oxytoca e 4
| Staphvivcoccus 2 : 4
aureus : |
| Entétobacter cloacae 1 i 2

La fréquence des espéces identifier varie entre 2 et 12%

Tableau 6: Fréquence germes bactériens identifiés dans leC.E.U

| Germes i Effectifs | Fréquences
i n :20 ! :
| Staphylococcus sp g 820

Streptococcus sp 1 3 3/20 |

Klebsiella pneumonia | 2 2/20 \
"Klebsiella oxytoca | 1 1,20
i Micrococcus sp i ] 1/20 !

L'espéce la plus fréquente & été Staphylococcus sp avec un tau 8/20

V -2-1-1; Contamination bactérienne et qualite de 'eau.

Tableau 7: Pourcentages de la contamination bactérienne en fonction de la qualité de
I'eau utilisée dans les C.C.T.

! } Puits Robinet
[ i Effectif % Effectif ' %
Contaminés | 25 100 20 80
Non contaminés | 0 1 0 5 20
i Total 25 | 100 25 100

p= 0,02(Fisher ) < 0,03

que dans les C.E.R.

: il y a une contamination bactérienne plus importante dans les C.E.P




Tableau 8:Fréquences des germes bactériens identifiés en fonction de la qualité de I'eau
utilisée dans les C.C.T.

} Puits Robinet

[ Genres ou espéces Effectif { Fréquence | Fréquence | Fréquence

i n=25 | (%) \ n=25 \ (%)

| | |

| Streptocoque sp 5 : 20 ! 0 0
Klebsiella pneumoniae 3 | 12 | 3 ; 12
Klebsiellu oxytoca 2 ; 8 { 0 | 0
Staphylococcus auréeus ! 2 : 8 | 0 1 0
Staphviocogue sp h 2 8 | 2 ! 3

LEntétobacter cloacae i 0 0 ! 1 | 4

Staphylococcus auréus a é1€ isolé que dans les préparations faites avec l'eau de puits.

Tableau 9: Pourcentages de la contamination bactérienne en fonction de la qualité de l'eau

utilisée dans les C.E.U.

| | Puits ! Robinet i
e "~ Fréquence | % __Fréquence | Yo }
* Contaminés | 7 { 100 g i 61,13 i
. Non contamingés | 0 ! 0 ‘ 5 38.46 1

Total | 7 ! 100 ? 13 100 j

p= 0,08 ( fisher )> 0,05

[l n'y pas de différences statistiquement significatives entre les C.E.P et C.E.R(p=0.08>0,05).

Tableau 10 :Fréquences des germes bactériens identifiés en fonction de la qualité 'eau

utilisée dans les C.E.L.

r 1 Puits : Robinet
| Genres ou espéce Effectif |  Fréquence | Effectif | Fréquence |
| n=7 | | n=13 | |
i | | | | i
[Staphylococcus sp 3 37 | 3 | 513
( Streptococcus sp : 2 . 27 | 1 ‘ 1/13 ‘
Klebsiella pneumoniae | 2 | 27 | 0 T 0
Klebsiella oxyloca L0 0 ‘ 1 , 1/13

V-2-1-2: Contamination bactérienne et mode de préparation
des C.P.T

Tableau 11: Pourcentages de la contamination bactérienne en fonction du mode de

préparation des C.C.T.

- Macération Décoction
Effectif | % Effectif l %
Contaminés 17 i 90 27 ‘ 87
Non contamings 2 i 10 4 13
| Total 19 | 100 :L 31 100 |

1

p = 0,58 ( Fisher ) > 0,05: non significatif



I n'y a pas une contamination significative des macérations par rapport aux décoctions.

Tableau 12: Fréquences des germes bactériens identifiés en fonction du mode de

préparation des C.C.T.

| Macération | Décoction
(Genres ou espéces Effectif Fréquences | Effectif Fréquences
n=19 {(%) i n=31 (%)
Streptocogue sp 2 10,3 | 3 9.6
Klebsiella oxytocu 1 5.2 1 3.2
Staphylococcus aureus 1 5,2 1 1 3.2
Staphylocogue sp ] 5.2 ‘[ 3 9.6
i Entétobacter cloacae 0 0 { 1 3.2
| Klebsiella pneumoniae 0 0 r 6 193

Les germes les plus fréquents om été Klebsiella pneumoniue pour les décoctions et
Streptocoque sp pour les macérations.

Tableau 13: Pourcentages de la contamination bactérienne en fonction du mode de

préparation des les C.E.L.

T T Macération f Décoction 3
Effectif % ! Effectif i
Contaminés | 100 | !
" Non contaminés | 0 ! 52 :
| | Total 100 i 100
|
| Il y a une contamination significative des macérations par rapport aux décoctions
| {(p=0,05)
|
| Tableau 14: Fréquences des germes bactériens identifiés en fonction du mode
préparation dans les CEU
| Macération ! Décoction
Genres ou espece Effectif . Fréquences | Fréquences
i n=§
Staphylococcus sp | 5 518 3 3/12
Streptococcus sp i 2 2/8 | 1 1/12
Klebsiella pneumoniae | 0 L 0 2 2/12
| Klebsiella oxvioca | 0 | 0 1 1/12

Staphylococcus sp a été l'espéce la plus fréquente dans les macérations aussi bien que dans les

décoctions.

V-2-1-3: Contamination bactérienne, mode de préparation et la
gualité de |'eau utilisée.

Tableau 15:Pourcentages de la contamination bactérienne en fonction du mode de
préparation et da la qualité de F'eau utilisée dans les C.C.T.

Macération ¢ et puits Macération et robinet | Décoction et puits | Décoction ot robinet

E ffectif | % Effectif | Yo Effectif "%
Contaminés 10 100 9 {100 14 93,33 |12 75
Non contaminés 0 0 0 {0 1 ' 25
Total 10 0 9 [ 100 15 100

Tous les macérations sont a 100% contaminées quel que soit la qualité d'eau utilisée.
quel g q




Tableau 16: Fréquences des germes bactériens identifiés en fonction du mode de
préparation et la qualité de V'eau utilisée dans C.C.T.

j Macération ¢1 puils Macération ¢l robined i [Yécoction el paits Décoction et rabinel
Genre/ CS[)(:ECCS EfTeetif Fréquenee Effectif l Fréquence “L Effcetil | fréquence | Effectif \ Frégquences
| I
Nlehsiella prewmnoniae ! 0 0 0 | 0 3 3/15 3 | 3/16
{ Klebsielia aoxytoca J i 1/10 0 { 0 1 1/15 0 0
Fntérobacter cloacae Y Q0 0 0 ; 0 b0 0 1 | 1/16
Staphviococcus auréus 1 | 1/10 0 1 0 i ] 1/15 ] | 0
PStapinvlocague sp | 0 | 0 1 1 19 2 2/15 2 E 2/16 |
L Strgplocogue s L 2 ! 2/10 0 { 0 C 3 1 3/15 | 0 | 0 71
b Autres r 9 i /10 i 6 i 6/9 12 | 12/15 | 10 ¢+ 10/16 1

Tableau 17:Pourcentages de la contamination bactérienne selon le mode de préparation
et de Ja qualité de I'eau utilisée dans les C.E.U.

Macération cf puits

Macération et robinet

i Décoction ct puits

Décoction ct robinet

i
f
|
i

I
|
]
t

Genre/ espéces Effectil Fréquence Elfectif { Fréquence { Effectif ! fréquence | Effectif ! Fréquences
: 1 ! . :‘ l [
Contaminés 2 1100 L3 '83 -6 1000 42 133
' Non contamingés L0 0 1 17 ) 0 4 167
' Total 2 1100 16 100 6 100 L6 | 100

Tableau 18: Fréquences des germes bactériens identifiés selon le mode de préparation
et la qualité de I'eau utilisée dans C.E.U.

Maceration ci puits

Macération et robinet |

Décoction et puits

Décocting ¢t robinet

1
1

! |

I Genre/ espéces { Effcctif | Fréquence | Effectif | Fréquence | Effectif . fréquence | Effectif | Fréquences
| : ! | ! | : _
i Kiebsiella prevmoniae ! 0 | 0 | 0] . 0 2 | 26 J 0 L 0 I
L‘C"ebsre;’fa satocs 0 ! 0 | (0 ! 0 0 I { 1 : 1/6 i
: Stapinlococcus sp 2 l 2 :"’2 ! 3 ' 3/6 1 i 16 : 2 | 2/6

| Srreplocaccis sp 1 i Y2 | 1 1/6 I. U6 [ 0 ! 0

! Auires : 1 l i/2 ll 1 1’6 3 3!';6 l 0 : O

V-2-2: C.P.T. et contamination fongique

Tableau 19: Pourcentages de la contamination fongique dans les C.C.T. et C.E.U

| T CC.T C.E.L. !
| | Effectif I Yo ‘ Effectif %o
Contantné 29 { S8 10 L 50

Non contaminé 21 | 42 10 i 50 )

L Total 50 ! 100 20 | 100 |

p= 0,54 (khi2 test ) >0,05 la différence n'est pas significative statistiquement.



Tableau 20:.Pourcentages des deux groupes fongiques dans les C.C.T. et C.E.U.

‘ C.C.T | C.E.U,
Effectif % | Effectif Yo
Levures 12 41,3 19 90
Filamenteux 11 37.9 |1 10
Levures el 6 120.6 10 10
) | i

filamenteux 1‘ I 1
Total 29 100 0 100

Tous les double contamination filamenteuses et levures ont été retrouvés dans le groupe des

C.C.T.

Tableau 21: Fréquence germes fongiques identifiés dans les C.C.T.

Germes | Effectifs | Fréquence
| 0=50 ( %)

Aspergiflus niger | 2 4
Aspergillus fumieatus | 3 6 |
Aspergillus flavus | 5 10 |
Aspergillus sp K 8 l
Candida sp L9 18 L
MCandida krusei L5 10 ‘
| Cryprococcus sp 2 ' 4 i
i Mucor sp ] f 2 !
| Puecilomyces sp .2 4
' Rhodotorula sp 1 2 i
| Rlyopus sp 1 ! 2 |

Tableau22: Fréquence germes fongiques identifiés dans les les C.E.U.

f
|
!
L

| Effectifs | Fréquences |

=20 | (%) |

Aspergilius sp P [ 1/20 ,
Candida sp L7 7/20 [
( Cryptococcus sp 1 1/20 }
{ Trichosporium sp 1] 1720 t

Candida sp est la plus représenté avec une fréquence de 7/20.

V- 2-2-1: Contamination fongique et qualité de I'eau utilisée

Tableau 23: Pourcentages de la contamination fongique selon la qualité de I'eau utilisée

dans les CCT
‘. Puits ) Robinet
[ Effectif ’ % Effectif %
Contaminés | 17 ‘ 68 ‘ 12 48
~ Non contamings_| 8 ? 32 i 13 | 32 j
| Total | 25 100 | 25 | 100 ]

Il n'y pas eu de différence statistiquement significative entre les C.E.P et les CE.R

(p= 10,15 < 0,05)

Tableau 24: Fréquences des germes fongiques identifiés selon la qualité de I'ean utilisée

dans fes C.C.T.



l__ Puits | Robinet

,  Genres ou espece Effectif |  Fréquences : Effectif t Fréquences

| n=25 | (%) | n=25 . (%)

| Aspergillus niger 0 | 0 [ 2 | 8

| Aspergillus fumigatus 2 : 8 | 1 ' 4 ;
| Aspergillus flavus 2 | 8 1 3 12 i
| Aspergillus sp | 2 } 8 | 2 | 8 |
| Candide sp | 6 j 24 1 3 ! 12
Candida kruser ! 3 i 12 2 I 8 i
| Cryptococcus sp | 2 ! 8 0 : 0 |
| Mucor sp 1 4 1 0 | 0 |
: Paecilomyces sp L 2 ‘ P \ 0 j 0] ‘
Rhodotorula sp ! ] 4 | 0 | 0 |
| Rhyzopus sp ! 0 0 j ] | 4 |

Tableau 25: Pourcentages des deux groupes fongiques et qualité de ’eau des C.C.T.

| } Puits ? Robinet |

| " Effectif | %  Effecit % |

! | | | |

: Levures ; 9 1 32 i 3 ‘ 25 :

i Filamenteux | 4 j 23.5 ! 7 | 383 .‘

 Levures et J: 4 | 23.5 i 2 ; 16,7 !

- | filamenteux 1 | ! ! |
Motal f 17 “ 100 } 12 * 100 ‘

Filamenteux = champignons filamenteux
La fréquence des doubles contamination levure-filamenteux est plus élevée dans fes CEP que
elle des C.E.R.

Tableau 26: Pourcentages de la contamination fongique selon la qualité de I'ean utilisée
dans les C.E.U. .

i Puits j Robinet i
i Effectif | % T Effecif | A ;
" Contaminés ! 4 ! 37 ! 6 | 46 !
" Non contaminés | 3 ; 43 7 7 ! 54 i
i Total | 7 100 1 13 | 100 |

I n'y a pas de différence statistiquement significative entre les C.E.P et C.E.R par la
contamination fongique {(p= 0,5 > 0,05)

Tableau 27: Fréquences des germes fongiques identifiés selon la qualité de I'eau utilisée
dans les C.E.U

1

i i Puits ! Robinet |
’ Germes | Effectif | Fréquences Effectif | Fréquences |
| n=7 E n n=7 | |
Candidas sp i 3 ’ 2/7 1 4 i 4/13 ;
Trichosporium sp | 1 1/7 1 0
Aspergillus sp 0 ; 0 1 1 1/13
Cryptococcus sp 0 | 0 1 1 1/13




Tableau 28: Pourcentages des deux groupes fongiques et qualité de I’cau des C.E.U

i Puits Robinet ]
E Effectif Fréquence Effectif Fréquence ‘1
| (%) (%)
Levures | 4 100 5 83.3
Filamenteux | 0 | 0 | ] 16.7
Filamenteux et | 0 ' 0 | 0 0
fevures E
Total I 4 100 6 100

Nous n'avons pas trouvé de cas de double contamination filamenteux-levures dans le groupe

des CEU

V-2-2-2: Contamination fongique et mode de préparation des C.P.T.
p= 0,24 (khi2 = 1,37 ) < 3,96

Tableau 29: Pourcentages de la contamination fongique selon le mode de préparation

des C.C.T

| i Macération Décoction ,

5 ' Effectif Yo Effectif \[ %o i
Contaminés 13 ; 68.4 16 ‘{ 51 }

© Non contaminés 6 | 31,6 15 ‘ 49 ‘|

i Total ~ 19 | 100 j 31 100 ‘

Il n'y a pas une contamination significative des macérations par rapport aux décoctions

(p=0,2< 3,96)

Tableau 30 : Fréquences des germes fongiques identifiés selon le mode de préparation

des C.C.T.
\ Macération Décoction |
Genres ou espéce 1 Effectif ! Fréquences Effectif ' Fréquences !
I C n=31 | (%) }
[ Aspergillus fumigans | 2 i 10,35 1 | 3.2 L
Aspergillus flavus | 2 1’ 10.5 1‘ 3 | 9.6 \
Aspergillus niger ! 1 3.2 | 1 3.2 |
Aspergiilus sp . 1 5,2 3 , 9,6 E
Candida sp ] 4 21 , 5 i 16,2 ;
Candida krusei ! 0 0 i 3 ! 16,2 i
| Crypiococcus sp I 5,2 ! 1 ! 3.2 ]
{ Mucor sp 0 0 ; 1 | 3,2 !
Paecilomyces sp 1 5,2 I 1 I 32
Rhodotorula sp 1 5.2 | 0 ! 0
| Rhyzopus sp i 1 | 5.2 | 0 | 0

Candida sp est la plus fréquemment retrouver dans les deux modes de préparation.



Tableau 31: Pourcentages des deux groupes fongigues et mode de préparation des CCT

1 Macération i Décoction

| Effectif | | Effectif ‘

; % f | Yo
i Levures 5 38.4 T 7 | 43.8

Filamenteux | 7 53.4 4 i 25
Filamenteux et | 1 7.6 5 { 31,2

| levures
| Total 13 100 16 100

C'est dans les décoctions que nous avons trouvé le plus grand nombre de double
contamination filamenteux-levures(31.2%).

Tableau 32 : Pourcentages de la contamination fongique selon le mode de préparation

des C.E.U
| Macération } Décoction
f " Effectif | %% \ Effectif | %
{  Contaminés | 4 E 50 1 6 50
"'Non contamings : 4 ? 30 | 6 ; 50 !
Total 8 i 100 12 ' 100

p= 0,6 (Fisher ) > 0,05: non significatif

Les macérations et les décoctions pressentent le méme taux de contamination fongique (50%).

Tableau 33: Fréquences des germes fongiques identifiés selon le mode de préparation

i

des C.E.L
| | Macération Décoction !
] Genres ou espéces i Effectif ! Fréquence Effectif | Fréquences |
| Aspergilius sp 0 : 0 1 | 1/12 i
"Candidas sp 4 i 4/8 3 ! 3/12 |
| Cryplococcus sp l 0 ! i 1 ‘ /12
UTrichosporium sp | 0 i 0 1 1 1/12 i

Candida sp est la plus fréquemment retrouver dans les deux modes de préparation.

Tableau 34: Pourcentages des deux groupes fongiques dans les différants mode de
préparation des C.E.U

L Macération E Décoction )
| Effectif l Effectif |
I % %
Levures | 4 100 5 90
Filamenteux | 0 0 1 10
Filamenteux et 0 0 0 0
levures |
Total | 4 100 . 6 E 100

Aucun des modes de préparation ne présente une double contamination filamenteux-levures
dans les groupes des CEU.




V-2-2-3: Contamination fongique, mode de préparation et la
qualité de I'eau utilisée

Tableau 35: Pourcentages de la contamination fongique selon [e mode de préparation et
de la gualité de I'eau des C.C.T.

i 1 Muacération et puits Macération ¢ ¢l 1 Décoction ot puits Bécoction ¢t robinet
' * robinet !
I [ % % | L % %
Contaminés {9 190 4 44 8 53 8 50
Non contaminés 11 10 5 56 7 47 | 8 50
Total 10 10019 1000 15 (100 116 100

C'est dans les macérations fait avec I'eau de puits que la contamination fongique est la plus

importante (90%).

Tableau 36 : Fréquences des germes fongiques identifiés selon le mode de préparation et
de ]a gqualité de l'eau utilisée dan les C.C.T.

{ Macération et puits ; Macérationcet | Décoction et puits : Décoction et robinet
| l i robinet { I

i ! i i 5 |
U dsperaitius mger 0 0 l 1 1/9 | 0 ' 0 ' 1 L1716 :
! Aspergiifus fumigatus 2 L2100 0 I 0 : 0 I 0 | 1 P 1716
Aspergilius faves 2 [ 2/10 ! 0 ! G _:’_ 0 i 0 ’ 3 i 3716 J!

| dspergiifus sp A 0 ! 0 | 1 1/19 \r 2 | 2/15 ] 1 | 1/16

wl Candidu sp 3 { 3/10 1 1/19 j 3 i 3713 2 i 2/16

1 Candide kruseq 0 i 0 ‘l 0 |l 0 ‘ 3 I 3415 “ 1 | 1/16
| Craptococcus sp ! 0 \ 0 ‘ 0 ' 0 | 0 J‘ 0 0 i 0 !
1 Mucor sp 1 0 “ 0 i 0 C 0 ' 1 { 1715 ‘ 0 ; 0 j
j Paecilomyces spp 1 11 O 0 ‘ 0 : 1 1r 1715 1 0 1 O !
‘1 Rhodatariia sp I | 1/10 0 | 0 0 J 0 i 0 T 0 :
6 1 0 1 T 158 0 0 0 I 0 !

Tableau 37: Pourcentages de la contamination fongique selon le mode de préparation de
la qualité de I'eau utilisé des C.E.U

1 I Rivyzopus sp
\
|
|
|
|
|
|

Macération ¢t puits

i Macération et robinet |

Décoction ct puits

Décoction et robinet

) I j

I AN o, | % | %
Contaminés 2 (100 12 133 12 133 4 167 |
Non contaminés 10 0 4 167 14 167 2 133
Total 2 1100 6 1100 16 1100 76 1100

Tableau 38 : Fréquences des germes fongiques identifiés selon le mode de préparation et
de la qualité de I'eau utilisée dans les C.E.U

Macération

.
Macération et robines |
i

Décoction et puits

Décoction et robinet

1

i .

} | I ¢l puits ! }

| | Genres ou I Effectil | fréquences Effectil fréquence ‘{ Effectit fréquence | Effectit | Fréquence

| especes | L l s
Aspergillussp | 0 0 0 0 1T 0 ¢ 1 1/6
Candidas sp 2 272 2 2/6 ] 1/6 2 2/6
Cryplococcus sp 0 0 | 0 0 0 0 1 1/6
Trichosporium sp 0 0 1 0 0 ] 0 0 0




V-2 =3 : contamination amibienne des C.P.T.

Tableau 40: Pourcentages de la contamination amibienne dans les C.C.T et les C.E.U.

C.C.T i C.E.U
Effectif Yo Effectif %CEL
| L Contaminé 6 12 0 0
Non contaminé 44 88 ; 20 100
Total | 30 100 | 20 1 100

Nous avons retrouvé les amibes libres que dans le groupe des CCT.

Tableau 41 : Fréquences des germes amibiennes dans les C.C.T.

! *effectif | Fréquence
| (%)
Acanthamoebaesp | 2 1 4 !
| Hartmanella sp 2 4 7‘
i Valhkampfia sp 2 4
" Cochlipodium sp 1 2 !
| Autres non identifier 3 6 ]

Tous les espéces isolés ont presque la méme fréquence

V-2-3-1:Contamination amibienne et quatlité de l'eau

Tableau 42: Pourcentages de Ia contamination amibienne et la qualité de I'eau utilisée

dans les CCT

| Contaminés | Yo “Non contaminés | % ]
{ Puits | 6 1 100 19 i 43 ;
: Robinets 0 ! 0 25 | 57 '
‘ Total 3 | 700 44 | 100

1l a une contamination amibienne significatif des C.E.P. par rappc;n au C.ER
(p= 0,01< 0,05: significatif)

Tableau 43 Fréquences des germes amibiens en fonction de la qualité de I'eau dans les

C.C.T.
* : Puits Robinet
germes - Effectif Fréquence Effectif | Fréquence
| n=25 i n= 25 |

[ Acanthamoebae sp | 2 L 2725 ’ 0 E 0
' Hartmanella sp 2 2/25 i 0 | 0

Cochlipodium sp 2 2/23 0 | 0
' Palhkamfia sp 1 ; 1/25 | 0 0
{ Autres non identifier 3 { 3725 | 0 | 0

Nous n'avons pas trouvé d'amibe libre dans les C.E.U

V-2-3-2: Contamination amibienne et mode de préparation des
C.C.T.




Tableau 44 : Pourcentages de la contamination

des C.CT.

amibienne selon le mode de préparation

i T Macération , Décoction
i effectif I %Yo : Effectif I Yo
Contaminés 5 26 | | | 4
Non contaminés 14 74 . 30 ! 96
! Total 19 100 1 31 1 100

lI v a une différence statistiquement significative entre les macérations et les décoctions par
contamination amiblenne.{ p= 0,02 <0,03).

Tableau 45: Fréquences des germes amibiens en fonction du mode de préparation des

C.C.T.
1 Macération ; Décoction
1 Genres Effectif Fréquences .  Effectif | Yo
‘Acanthamoebae spp 2 2/19 . 0
‘Hartmanella spp 1 1/19 | ] 1/1
Valkampfia spp 1 f 1/19 i 1 1 /1
Cochlipodivm spp 1 ? 1/19 i 0 k

Acanthamoehae spp n'a ét€ retrouver que dans les macérations.

Tableau 46 : Fréquences des germes amibiens selon le mode de préparation et de la
qualité de I'eau utilisée.

|

Macération et robinet

Décoction et puits

Décoction et robinet

Macération et puits I
T
!
T

1 I

| |
i Genre/ espice J Effectif Fréquences | Effectil I Fréquences © Effectif | Friquences ! Effectif | Fréquences ‘
L Acanthamoebae T 2 2/10 0 } 0 o 1 0 : 0 0 |
L spp | ! 1 I ‘ !
Hurimanella spp | 1 1/10 0 l 0 o1 11 0 0 :
Valkampfia spp | 1 1/10 0 0 1 Y 15 ) 0] 0 ‘
Cochlipodim sp_| 1 1/10 0 0 ! 0. ] 0 0 |

V -2-: les différents type de contamination et autres germes contaminants

associés

Tableau 47: contamination bacterienne et autres germes associer
{amibe et champignons)

’ CCT | CET |

Effecuf % i Effectf % |

Bactér- l 23 51,2% | 7 70 l

champignon i ;

Bactérie-amibe 1 2,2% ! 0 ! 0 !

Bactérie-amibe- 3 | 11,1% | 0 f 0 j'

champignon < }

Bactérie | 16 35.5% ] 8 30 E
Total ! 45 100 ! 15 100

4’1



Tablcau 48contamination fongique et autre germe associer(amibes et bactérics)

C.CT ‘ C.EU

Effecuf i Effecuf Yo

Champignon- 23 % 7 46,7

[ bactérie ;

| Champignon- | 1

i anube i }

{ Champigon- | 5 t . “ 0 0
|

0 0 0

amibe-bactéries
Champignon 34 3
Total 29 r 100 15

Tableau:49:contamoination amibienne et autre germe associer
(bactéries et champignons)

[ CCT |
\ Effectif | Fréquence |
| Amibe —bactérie | 1 | 176 i
| Amibe-champignon | 0 0 *
[ Amibe-bactérie champignor | 5 | 5/6 |
' Amibe L 0 0 |
i Total L 6 ] !




Commentaires et discussion I



VI : Commentaires et discussions

VI-1: les conditions de préparation et d'utilisation
Cc travail nous a permis de suivre les manceuvres de préparation des collyres préparés
traditionnellement.
Au-dela du mode de préparation et la qualité de I'eau, ce travail a fait ressortir les conditions
de preparation. conservation et d'utilisation des collyres préparés traditionnellement.

Vi-2 les analyses micro-biologique
Nous avons analyse 50 €chantillons prélevés auprés des tradithérapeute et 20 auprés des
utilisateurs.
Les résultats de ces analyses nous ont permis de déterminer les 3 types de contaminations :
bactérienne, fongique. et amibienne.
Nous avons analysé ces résultats par rapport aux modes de préparation et a la qualité de 'eau
utilisée pour la préparation
Nous avons comparé les résultats analysés a ceux des autres études réalisées sur les liquides
de ringage des lentilles de contactes et des collyres préparés dans les laboratotres.
En fin nous avons comparé les résultats des 2 groupes d'échantilions.
Dans les comparaisons des résultats, nous n'avons pas ténus compte des bactéries 8 Gram
positif et les bactéries a Gram négatif rencontré et dont le genre ou espéce n'ont pas été
dentifié.

VI -2-1: contamination bactérienne
Il n'y a pas eu de différence statistiquement significative entre les CCT et CEU.
Nous avons eu une contamination bactérienne quasi-constante avec des taux de 90% et 75%
respectivement pour les CCT et CEU.
Ces taux sont supérieurs de ceux des autres études similaires réalisées en France et au USA
sur des collvres multidose aprés usage clinique (4, 20)
Il a eu un taux 23.3% CHU de Grenoble (France). et 16,3% au USA.
Nos résultats sont proches de celui de I'¢tude similaire réalisée en nouvelle Zélande sur des
liquides de rin¢age des lentilles de contacte soit 77% (31 ).
Sur le plan quanmatli la contamination bactérienne a €é aussi importante dans les C CTet
les C E.U. Dans les 2 groupes nous avons trouvé des nombres qui varient entre 2. 10" a plus de
3.10° UFC/m}
Ces chiffres dépasse de loin les normes de la pharmacopée frangasse recommandée pour
solution & usage oculaire (26 )qui est QUFC/ml.
Par rapport aux germes isolés, nous avons rencontré presque les mémes espéces dans les
C.C.Tetdansles C.E.U.
1l s'agissait de Klebsiella pneumoniae, Streptococcus sp et Staphvlococcus sp.
Dans le groupe des C.C.T Klebsiella pneumoniae, a été 'espéce la plus fréquente avec un
taux de contamination de 12% suivit de Streprococcus spp avec taux de 10%.
Dans le groupe des C.E.U, Staphylococcus spp. a été le plus fréquent (avec un taux de 8/20)
suivit de Streprococcus spp (avec un taux 3/20).
Dans les liquides de ringages des lentilles contacte, Pseudomonas sp a été la plus fréquente
suivit de 4/caligenes sp. solent respectivement 47/78 et 20/78
Parmis les germe que nous avons isolé, certains sont susceptible de devenir pathogéne pour
I'homme
En pathologie occulaire, des infection dues a Staphvlococcus auréus, Streptocogue spp ou
Entérobacier cloacea ont été diagnostiquer.
Sussan L et Paul C au Malawi ont diagnostiqué des ulcération cornéennes dues a
Staphylococcus auréus chez des patients utilisateur de collyres préparés
traditionnellement(19).
Au Ghana. Staphylococcus auréus, Streptocoque spp et Entérobacter cloacae ont 1€ isolés
dans des prélévement cornéennes chez des patients soufrants de kératite suppuré (22).
A Madurai (Inde), Srinivasan et collaborateur ont également rapporté des cas ulcérations
cornéennes due a Staphylococcus auréus.



V-2-1-1 Contamination bactérienne et qualité de I'eau utilisée
Elle a ét€ caractérisée par une différence entre C.E.P et C.E.R, significative statistiquement
dans les C.C.T et non significative dans les C.E.U
C’est a dire que pour les C.C.T, le nombre de C.E.P contaminée a é1é plus élevé que ce des
C E.R.(p=0.02 Tableau 7). Par contre pour les C.E.Uil a eu autant de C.E.P etde C. LR
cotaminés(.p= 0,08, Tableau)

Dans les C.C.T : les especes communément trouvées dans fes C.E.P et C.E.R ont été ;
Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus spp..

Klebsiella pneumoniae a été le germe plus fréquent dans les C.E.R (avec un taux de 12%). Et
Streptococcus spp le plus fréquent dans les C.E.P (avee un taux de 20%).

Dans les C.E.U @ Staphylococeus spp el Streprococcus spp ont été communément retrouvés
dans les C.E.P et dans les C.E.R.( Tableau).

Staphylococcus spp a été le germe le plus fréquent dans les C.E.P et dans que les C.E.R (avec
respectivement des taux de 3/7 et 5/13).

Nous n'avons pas rencontré de germes qui traduit une contamination d'origine fécale comme
Echérichia colie. Ce pendant certains que nous avons isolé dans ces collyres ( C.P.T) peuvent
étre rencontré dans les eaux douces ( fleuve, marigot, ou puits), les sols sur les végétaux et sur
les animaux. ‘

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxyioca et Emiérobacter cloacae ont été isolé dans des
eaux de puits de certains quartier de Bamako(Mali)(14) par Koné D a Banconie, Bagadadji,
Bozola et Niaréla.

Ces mémes germes avaient ét€ également trouvés dans les eaux de surfaces : a Kave(fleuve
Sénégal} et a Nioro ( Marigot de Kadrahaouna)(16).

Vi-2-1-2: contamination bactérienne et mode de préparation
Elle a été caractérisée par une différence entre macération et décoction. significative
statistiguement pour les C.E.U et non significative pour le C.C.T.
C'est a dire que dans les C.E.U, la contamination bactérienne a été plus importante dans les
macération que dans les décoctions (p = 0,05, Tableau.). Par contre pour les C.C.T. il aeu
autant de contamination bactérienne dans les macérations et de décoction (p= 0,38 Tableau)

Dans les C.C.T : les germes communément trouvés dans les deux modes de préparation ont
eté ; Streptococcus sp, Staphylococcus sp, Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca.
Nous avons isolé Klebsiella pneumoniae et Entérobacter cloaceae que dans les décoctions.

Dans les C.E.U : les germes que nous avons communément retrouvés dans les deux modes de
préparation ont €t¢€ Strepitococcus sp, et Staphylococcus sp.

Nous avons isole Klebsiella oxytoca et Klebsiella pneumoniae que dans les décoctions.

Les germes communément isolés dans les deux modes de préparation : Streprococcus spp. et
Staphylococcus spp avaient leurs fréquences plus élevés dans les macérations avec
respectivement des taux de 2/8 et 5/8( tableau).

VI-2-1-3: Contamination bactérienne, mode de préparation et
la qualité de I'eau utilisée
Dans les C.C.T, tous les macérations faites avec de 'eau de robinet ou l'eau de puits étaient a
100% contaminées.
Par contres c'est dans les décoctions fait avec I'eau de robinet que nous avons trouvé des cas
d'absence de contamination bactérienne.
dans les CEU. les macérations et les décoctions fait avec I'eau de puits étajent les plus
contaminés. Les décoctions faites avec I'eau de robinet étaient les moins contaminé avec un
taux de contamination bactérienne inférieure a 50% (33%).



V1 -2-2: C.P.T et contamination fongiqu ¢

[.a contamination fongique a été remarquabie. car la majorité des C.C.T (soit 58%) et la
moitié¢ de C 12U (soit 50%) étaient contaminés par des champignons.
Nos résultats sont différents de ce de I'étude réalisée sur les liquides de ringage des lentilles de
contactes qui a é1é de 24%(30 ).
La majorité des germes fongiques rencontrés élatent des levures, notamment les genre
Candida (Tableau) .
LLa contamination due uniquement aux levures a éi€ plus importante dans les C.E.U que dans
les C.C. T, 90% contre 41,3%.
[Les contaminations fongique associant levures et champignons filamenteux n'‘ont ¢té observé
que dans les C.C.T avec un taux de 20.6%.
Candida spp a été le plus fréquemment rencontré dans les C.C. T (avec un taux de 18%) et
dans les C.E.U( avec un taux de 7/20).
Dans les liquides de ringages des lentilles de contactes, Clodosporium spp a été le plus
fréquent avec un taux de 1/24.
La contammination fongique apparait constamment associée a la contamination bactérienne
dans les C.C.T aussi bien que dans les C.E.U. Car les 79,3% des prélévements contamines par
les champignons étaient associé & une contamination bactérienne dans les C.C.T. Et dans les
C.E.U, les 70% des prélévements contaminés par les champignons étaient associés a une
contamination bactérienne(Tableau 48).
La contamination fongique a été caractérisé par la par présence des germes connus en
pathologie oculaire, notamment les genres Aspergillus et Paecilomyces.
Plusieurs types d'infection oculaire due au genre Aspergilius ont été rapporté par Francois en
1968(3).

l'atteinte de 'orbite par Aspergillus fumigatus et Aspergillus flavus .
- L'atteinte des vois lacrvmal et de la conjonctive par Aspergillus niger.
- Auniveau de la paupiére, des blépharites a Aspergillus niger et des granulomes a

Aspergillus fumigarus.
- Infection de la corné par Aspergillus fumigatus
I} apparait ici que ¢'est dspergillus fumigatus qui semble avoir le plus grand aptitude
pathogene. .
Parmis les pathologies due aux genres Paecilomyvces, les atteintes oculaires sont cité comme
les plus fréquents(5).
Ailnsl, des cas d'endophtalmie & Paecilomyces lilacinus ont été rapporté par: O'Dav et coll en
(1978): Masson et coll (1977);Théodore et coll (1978) et Websten et coll(1975) chez des
porteur de lentilles plastiques.
Des ulcérations cornéennes a Paecilomyces lilacinus ont été aussi diagnostiqué par Rochigue
et cofl (1975) et par Remmokoff S a .LO.TA (Bamako, Mali, 1989).

VI-2-2-1: Contamination fongique et qualité de 'eau.
Nous n'avons pas trouvé de différence statistiquement significative entre les C.E.P et les
C.E.R dans les deux groupes d'échantillons (p = 0,15 pour les C.C.T et p = 0.56 pour les
C.EU.
D'od il n'y avait autant de contamination fongique dans C.E.Petde CER .
Dans les C.C.T:
{l avait plus d'espéce contaminant dans les C.E.P que dans les C.E.R.
Les champignons filamenteux communément retrouver dans les C.E.P et C.E.R ont été ;
Aspergillus fumigatus et Aspergillus flavus
Pour la contamination due aux levures, C'est le genre Candida qui a été le plus communément
retrouvé dans les C.E.P et dans C.E.R.



A l'exception de Aspergilluy Savus, Les fréquences des germes communément retrouvé se
sont caractérisés par des taux plus élevés dans les C.E.P. et dans les C.ER.(Tableaux: 24 ct27)

Les contaminations fongique associant levures et champignons filamenteux ont été plus
fréquentes dans les C.E.P que dans les C.E.R, 23,5% contre 16,7% (Tableau 25).

dans les CE.U :

Contrairement au C.C.T, il a eu moins d'especes contaminants dans les C.E.P que dans les
C.E.R.

Les champignons filamenteux n'ont ét¢ rencontrés que dans les C. E.R.: Aspergillus spp.
Pour la contamination due aux levures, le genre Candida a été communément retrouver dans
les C.E.P et dans les C.E.R avec des fréquences respectives de 3/7 et 4/13(tablea:27).

Certains des germe fongique que nous avions isolés ici, avaient été précédemment retrouveés
dans des prélevements d'eau de surface effectués a 1'Ouest Bamako. Il s'agissent de
Aspergillus flavus, Aspergillus niger. Cyptococcus spp et Candida spp.(16).

VI-2-2-2:Contamination fongique et mode de préparation.
Elle se caractérise aussi par une différence non significative statistiquement entre les
décoctions et les macérations dans les C.C.Tet lesC.EU.(p=0,24 pourles CC TetP=0.6
pour fes CEU).
D'ou il n'v avain également autant des macérations et de décoctions contaminées par les
champignons dans des C.C.T comme dans les C.E.U.

Dansles C.C.T:

Nous avons trouvé le méme nombre d'espéce fongique contaminant dans les deux différents
modes de préparation.

Les champignons filamenteux communément retrouvés dans les deux modes de préparations
ont été . Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, et Paecilomices. Ces
différentes especes avalent leurs fréquences plus élevés dans les macérations que dans les
décoctions (Tableau 30).

La contamination due aux levures a été caractérisée par la présence massive de Candida
kruset dans les macérations.

Les contaminations fongique associant Ievures et champignons filamenteux ont été plus
fréquentes dans les décoctions que dans les macérations, 31,2% contre 7.6% (31).

Dans les C.E.U:

La contamination fongique des CEU a été caractérisée par l'absence des champignons
filamenteux dans les macérations.

Il v a eu plus d'espéce contaminant dans les décoctions que dans les macérations.

VI-2-2-3:Contamination fongique par rapport aux modes de
préparions et la qualité de l'eau
Dans les C.C.T:
Les collyres préparer par macération avec 'eau de puits étaient les plus contaminés avec un
taux de contamination fongique de90%(Tableau:35).
Les collyres préparer par macération avec l'eau de robinet ont été les moins contaminées avec
un taux contamination fongique 44%.



Dans les CEU, les macérations failes avec l'eau de puits étaient a 100% contaminées
(Tableau: 37).

VI-2-3: Contamination amibienne
1l a une rare contamination amibienne de nos échantillons.
Les amibes libres ont été retrouvées seulement dans les C.C.T avec un taux de contamination
de 12% de nos échantitlons(Tableau:40).
En Europe et au Nouvelle-Zélande, des études similaires avaient aussi révélés des
contaminations amibiennes dans des liquide de ringage de lenulles de contactes (13, 31).
Par rapport a ces études précédentes, nous avons eu un taux de contamination amibienne
inférieur a ce obtenus au Nouvelle-Zélande dans les liquide de rincage de lentilles de
contactes.
Conformément a 1'étude faite par Traoré L au Mali sur les amibe libres. nous avons également
trouvé une contamination amibienne largement associée a des bactéries et des
Champignons.(29). Car les 5/6 des prélévement positifs aux amibes contenaient également
des bactéries et des champignons (tableau: 49),
Sur les plans qualitatif: Comme pour les liquide de ringages des lentilles de contactes. nous
avons également retrouvés Acanthamoeba spp, Hartmanella spp et Valkampfia spp.
A M LE FLOHIC avait aussi isolé ces mémes germes amibiens dans des prélévements d'eau
de surface a usage domestigue a Nioro et a Sikasso au Mali (communication personnel],1992).
Différemment au liquides de ringages des lentilles de contacte, nous n'avons pas trouvé de
Naglariae spp.
Parmi les genres amibiens que nous avons isolé, seul Acanthamoeba spp est connus en
pathologie oculaire.
Les infections oculaires cause par les Acanthamoeba spp sont les kératites.
Apreés la découverte du premier cas de kératite amibiennes par Jones et coll en 1973 au U.S.A
de nombreux autres cas de cette pathologie ont été rapporté en Europe, en Asie et en Afrique.
En Europe. les kératites amibiennes ont été essentiellement retrouvés chez des porteurs de
lentilles de contactes. Et il s'agissaient des personnes qui utilisaient des solutions de ringage
de lentilles de contactes & base d'eau non stériie.
Pour le Mali, le premier cas de kératite anubienne a été diagnostiqué par Resnikoff R et coli
en 1991 2 1LO.T.A (27). .
Selon Traoré et coll les kératites amibiens Représentaient 25% des ulcéres cornéens
diagnostiquer 2 Bamako. Et étatent survenus dans 50% des cas sur des yeux non traumatisés
ni antécédent de port de lentilles de contactes. Les atteintes primaires amibiennes n'étant pas
fréquentes. Les kératites bactériennes et fongiques ont ¢ité comme les facteurs favorisants. Et
utilisation des eaux de toilettes pollués ou des collyres préparés traditionnellement contaminés
favoriseraient le contacte entre les amibes et épithélium 1ésé(6).
Par rapport la qualité de l'eau, il y a une différence statistiquement significative entre les
C.E.Petles C.ER (p=0,01, Tableau 42).
D'ol: la contamination amibienne a été significatif dans les préparation faites avec l'eau de
puits.
Les différantes espéces ont €t€ isolees avec les mémes fréquences a l'exception
de Cochlipodium sp
Par rapport au mode préparation. la contamination amibienne a été plus importante dans les
macérations que dans les décoctions (p = 0.02 :Tableau: 44).

43
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VII. Conclusion

Notre travai! avait pour objectif de :
e Dcierminer des micro- orgamsmes contaminant dans les C.P.T
o Fairc une évaluation quantitative de la contamination bactérienne.
e Déterminer influence de la qualité de I’eau et du mode de préparation sur la
contamination des C.P.T.
e Suivre les pratiques de préparation et d utilisation des C.P.T.

Malgré la taille de notre échantillon, nous avons eu des résultats qui indiquent une
contamination de ces C.P.T par des bactéries, champignons et amibes libres.

Nos résultats montre une contamination bactérienne de ces C.P.T quel que soit le mode de
préparation et la qualité de l'eau par les préparateurs.

Cette contamination baclérienne est aussi quantitativement importante quel que soit le mode
de préparation et la qualité de l'eau.

Sur le plan qualitative, les germes bactériens rechercher : les Streptocoques, les
Staphylocoques et les entérobactéries ont été trouvés dans bon nombre de nos échantilions.
En plus des germes rechercher nos échantillons renfermaient €galement d'autres germes
d'origines environnementales comme les bacilles a Gram positives et les microcogues.
Concernant le réle de la qualité de l'eau et sur la contamination bactérienne il s'est caractérisé
par un nombre de C.E.P contaminé plus élevé que de C.E.R contaminés avec une différence
significative dans les groupes des C.C.T.

Pour le réle du mode de préparation. 1l a eu également un grand nombre de macérations
contaminés que de décoction avec une différence significative dans le groupe des C.E.U.

En plus des bactéries, nous avons retrouvé des contaminants fongiques dans ces C.P.T.
Presque tous les contaminations fongiques ont été trouvées associer a une contamination
bactérienne.

Sur le plan qualitatif cette contamination fongique se caractérise par une diversité de germes
de champignons filamenteux et levures.

Concernant le réle du mode de préparation et la qualité de 'eau sur la contamination fongique.
nous n'avons pas trouvé de différence significative entre décoctions et macération ni les C.E.P
et C.E.R. Ce pendant nous avons vu que le nombre de préparation faites par macération avec
I'eau de puits contaminée est plus élevé que celui des décoctions faites avec l'eau de robinet
contamine. .

Pour la contamination amibienne les quelque rare cas nous indique qu'il existe des risques de
contamination des C.P.T par les amibes libres.

Avec une différence significative d'une part entre les macérations et les décoctions, d'autre
part entre les C.E.P et CE.R.

Il apparait que les préparations faites avec I'eau de puits et quel que soit le mode de
préparation sont les plus exposé a une contamination amibienne.

Au vue de ces résultats, nous constatons que ni le mode de préparation ni la qualité de l'eau
utilisée ne sont suffisants pour expliquer la présence des germes contaminant dans ces C.P.T.
Drautres facteurs tel que les conditions de préparation, de conditionnements et de
conservations interviendraient dans la contamination de ces C.P.T.

La présence des germes comme Staphylococcus auréus, Streptocogues sp. Paecilomyces sp
Aspergillus sp, et Acanthamoeba sp indique que les utilisateurs de ces C.P.T sont EXPOSES &
des infection oculaires tel que les conjonctivites bactériennes et les infections cornéennes
d'origine fongiques, amibiennes ou bactériennes (18,22, 26, 27, 31).
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Nom prénoms : TRAORE Adama

Titre de 1a thése : Collyres préparés traditionnellement et micro-
organismes contaminants

Année de soutenance : 2001

Ville de soutenance : Bamako

Lieu de dépot : Bibliothéque de la FM.P.O.S.

Secteur d’intérét : Ophtalmologie — Médecine traditionnelle

Résumé

Partant des travaux réalisés par Dr Keita A (14) sur le traitement traditionnel des affections
oculaires 4 Bamako. nous avons jugés intéressant de réaliser une étude de la contamination
des médicaments utilisés traditionnellement pour traiter les affections oculaires.
Notre travail consistait a :
e Recueillir des informations sur les conditions el les modes de préparation des collvres
préparés traditionneliement.
» De déterminer les contaminants ; bactériens, fongiques et amibiens.
» En fin déterminer Ie role du mode de préparation et de la qualité I'eau utilisée sur la
contamination de ces collyres préparés traditionnellement.

Cette étude a €t€ effectuée sur 50 collyres collecter auprés des tradithérapeutes et 20 collyres
en cour d'usage chez des patients utilisateurs.

Ces collyres éiaient des décoctions ou des macérations faites avec 1'eau de puits ou de robinet:
préparer et conditionner dans des récipients comme les calebasses, les bouteilles les bidons
simplement lavé a ['eau.

Nous avons trouvé une contamination bactérienne dans 90% des collyres collecter auprés des
préparateurs et 73% des collyres en cour d'usage chez des p%tiems. Le nog)nbre de germes par
ml dans les échantillons contaminés était compris entre 2.10 a plus 3. 10° UFC/mi.

La contamination fongique a €té de 58% pour les collvres coliectés auprés des
tradithérapeutes et 30% pour les collvres en cour d'usage chez des patients utilisateurs. Cette
contamination fongique a été surtout marquée par les présences des Aspergillus et les
Candidas .

La contamination amibienne n'a ét¢ observée que dans les collyres collecter auprés des
tradithérapeutes avec un taux de 12%. Parmis les espéces amibiennes isolées, il avait
Acanthamoebae sp.

Au vus des résultats, nous avons trouvé que le mode préparation et la qualité de I'eau ne sont
pas les seuls facteurs contaminants de ces collvres préparés traditionnellement.

Mots clés : Médecine traditionnelle, collyres. contamination.
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