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1. INTRODUCTION

Le Staphylococcus aureus est I’une des principales bactéries d’intérét médical. Son
caractére ubiquitaire, son commensalisme humain et sa grande virulence expliquent son
implication majeure en pathologie humaine aussi bien communautaire que nosocomiale. Au
Mali, la bactérie représente une part importante des infections nosocomiales. Elle est
responsable d’une variété d’affections allant d’atteintes cutanées bénignes comme les
furoncles ou les panaris a des pathologies mettant en jeu le pronostic vital comme les

septicémies, les endocardites, les pneumopathies. ..

Les souches sauvages de Staphylococcus aureus sont assez sensibles aux antibiotiques,
cependant, elles restent naturellement résistantes a 1’aztréonam, a la colistine, aux quinolones

de 1% génération, et au mécillinam [1].

Dans les années 1940, avec la découverte de la pénicilline comme antibiotique, un traitement
efficace avait été trouvé pour les infections staphyloccociques. Cependant, tres vite des
souches résistantes a la pénicillines sont apparues [2]. Le Staphylococcus aureus devenait un
probléme thérapeutique avec I’acquisition de cette résistance. Aujourd’hui 70 a 90% des S.

aureus sont résistants a la pénicilline [3].

Ensuite au début des années 60, la méticilline fut introduite en thérapeutique pour pallier a
cette résistance. Les premieres souches résistantes a cet antibiotique apparaissent dés 1961
[4]. Selon I’OMS dans certaines régions africaines, jusqu’a 80% des infections a
staphylocoque doré (Staphylococcus aureus ) se sont avérées resistantes a la méticilline
(SARM)[5]. Ces souches communément appelées SARM sont non seulement résistantes a la
méticilline mais, également a toutes les béta-lactamines. De plus, elles présentent des
résistances ¢levées aux autres familles d’antibiotiques. Elles constituent I’une des premieres
causes d’infections nosocomiales. Elles posent de véritables problémes thérapeutiques, avec
un risque de déces qui est supérieur de 64% comparé au risque pour les personnes atteintes
d’une souche non résistante. Elles augmentent également le colt des soins du fait de la

prolongation des séjours a I’hopital et des soins plus intensifs sont requis [5].

Autre phénomene, ces souches de SARM jusqu’ici principalement d’origine hospitaliére sont
de plus en plus observées en pathologies communautaires. A partir des années 90 des cas de
SARM ont été reporté sur des populations sans antécédents hospitaliers [6]. Bien que les

fréguences de ces souches communautaires restent faibles par rapport aux souches
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hospitaliéres, et qu’elles demeurent plus sensibles aux antibiotiques, elles sont cependant plus

virulentes [7].

Plus récemment, des souches résistantes aux glycopeptides sont apparues. Communément
appelées SARV, ces souches ont pour la premiére fois été identifiées en 1997 au Japon [8].
Les glycopeptides notamment la vancomycine restent les antibiotiques de choix face au
SARM.

Le SARM d’une maniére générale, le SARM Communautaire de fagon spécifique, et le
SARV sont des phénomeénes de résistance en augmentation et qui posent de véritables
problemes de santé aux conséquences thérapeutiques et financieres importantes. La
découverte de nouveaux antibiotiques efficaces et a colt abordable dans nos pays reste
longue. La recherche demeure lente et cotteuse. Et I’histoire montre que la résistance a un
antibiotique se développe aussi vite suite a I’introduction d’un nouvel antibiotique. La
surveillance de 1’évolution de la résistance et le controle de la dissémination des résistances
bactériennes s’inscrivent ainsi comme les meilleures stratégies de lutte. Cela nécessite de
disposer au niveau de chaque pays des données réguliéres et fiables sur la fréquence et les
caractéristiques de cette résistance pour assurer 1’efficacité des protocoles de traitement de

premiere intention et de proposer des traitements alternatifs en cas d’échec thérapeutique.

Le Laboratoire Rodolphe Mérieux s’est engagé a contribuer a la surveillance de la résistance
des pathogeénes aux antibiotiques au Mali, et de suivre les directives du Bureau régional de
I’OMS pour I’ Afrique. Notre étude qui s’inscrit ainsi dans le cadre de la surveillance de la
résistance aux antibiotiques au Laboratoire Rodolphe Mérieux du Centre d’Infectiologie

Charles Mérieux.
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2. OBJECTIFS

2.1. Objectif général :

1) Evaluer I’évolution de la résistance des souches de Staphylococcus aureus aux

antibiotiques.

2.2. Objectifs specifiques

1) Déterminer la sensibilité des Staphylococcus aureus isolés aux antibiotiques.
2) Etudier I’évolution de la fréquence des Staphylococcus aureus Meti-R et Vanco — R
3) Comparer la sensibilité aux antibiotiques des SARM a celles des souches

méticillinosensibles.
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3. GENERALITES SUR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

3.1. Historique :

Les staphylocoques sont pour la premiere fois isolés a partir de pus d’abces en 1871. Plus
tard, en 1880, Louis Pasteur en fera une description apres leur observation dans un pus de
furoncle : des grappes de coques. Le nom “Staphylococcus” (staphylé : grappe et kokkos :
grain en grec) est donné par Alexander Ogston en 1883 [9]. Ce dernier différencie ainsi le
genre bactérien du genre Streptococcus.

La premiére differenciation de Staphylococcus aureus est faite par Friedrich Julius
Rosenbach en 1884 a partir de culture sur milieu solide [10]. La coloration dorée (aureus en
latin) des colonies le distingue ainsi de S. albus (S. epidermidis) qui produit une coloration

blanche (albus en grec).

3.2. Taxonomie :

De récentes études [11] ont entrainé une réclassification de la bactérie. L’analyse des
séquences de la sous-unité 16S de I’acide ribonucléique (ARNr 16S) et d’autres analyses
génétiques ont entrainé la suppression de la bactérie de la famille des Micrococcaceae pour la
classer dans une famille a son nom, celle des Staphylococcaceae. On y retrouve les genres
Jeotgalicoccus, Salinicoccus, Macrococcus, ainsi que le genre Staphylococcus. Aujourd’hui
on denombre 51 espéces et 27 sous espéces dans le genre Staphylococcus parmi lesquels
Staphylococcus aureus. [12]

Reégne :bacteria

Classe : Bacilli

Ordre : Bacilliales

Famille : Staphylococcaceae

Genre :Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus

3.3. Habitat :

Le S. aureus est un germe ubiquitaire sur la surface de la terre. 1l fait partie de la flore
commensale de la peau chez ’homme et des mammiferes et oiseaux de maniere genéral. Les
fosses nasales, les glandes de la peau, le cuir chevelu, les mains, la bouche, les dents et le
périnee constituent les sites de colonisation préférentiels de S. aureus [13]. La présence de S.
aureus dans I'environnement est essentiellement due a une contamination par I'Homme ou par

les animaux [14].
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3.4. Caractéres Bactériologiques

3.4.1.Caracteres Morphologiques
Aprés coloration au Gram, les staphylocoques apparaissent sous la forme de cocci a Gram

positif d’environ 0,5 a 1 um de diamétre. Ils peuvent étre disposés de fagon isolée, en
diplocoques, en courte chainette, ou en amas (grappe de raisin). Ils sont immobiles, non

sporulés et ont genéralement des capsules qu’ils perdent aprés culture.

\t..._'(
L
B o PG

Figure 1: Staphylocoques en amas apreés coloration de Gram[15]

¥y

3.4.2. Caractéres Culturaux
S. aureus se cultive facilement en 24 heures sur les milieux usuels et sur des milieux

sélectifs contenant des fortes concentrations en sel (NaCl 7,5%) dans des conditions de pH et
de température trés variables avec des optimums a 7,5 et 37° respectivement. La croissance
est aéro-anaérobie facultative. L’addition de mannitol sur ce milieu permet une orientation
vers S. aureus ou une autre espéce de staphylococcus fermentant le mannitol.

Les colonies de S. aureus apparaissent rondes avec un diameétre entre 1 a 3mm. Elles sont
lisses, opaques et convexes. Elles produisent souvent une béta-hémolyse sur les géloses au

sang et un pigment caroténoide jaune doré.
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Figure 2 : Culture de Staphylococcus aureus sur gélose PVX (Chocolat). Image du
Laboratoire Rodolphe Mérieux

3.5. Caractéres Biochimiques

3.5.1. Substances de Différentiation

3.5.1.1. Lacatalase

La bactérie est dite a catalase positive, c’est-a-dire qu’elle produit cette enzyme qui lui
permet de réduire le peroxyde d’hydrogéene. La catalase la différencie aussi des streptocoques
qui n’en possédent pas. Elle permet aussi lors de la phagocytose de transformer le peroxyde
d’hydrogéne toxique pour la bactérie, en eau et oxygene.

3.5.1.2. La fermentation du mannitol

Le S. aureus est généralement capable de fermenter le mannitol mais aussi certaines
espéces de staphylocoque. Ce dernier est utilisé sur le milieu de Chapman qui vire au jaune en
cas de fermentation. La fermentation du mannitol n’a pas de valeur absolue et doit étre

complétée par d’autres tests dans 1’identification de S. aureus [16].

3.5.1.3. La coagulase ou staphylocoagulase

Il s’agit d’une protéine extracellulaire, thermostable, d’origine chromosomique capable de
coaguler le plasma humain ou celui de lapin. La coagulase se fixe avec la prothrombine sur un
site de liaison situé en N-terminal. Elle forme avec la prothrombine un complexe nommé

staphylothrombine. Ce complexe va induire une polymérisation du fibrinogene en fibrine et
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ainsi la formation d'un thrombus [17]. Cette caractéristique est utilisée en routine au
laboratoire pour I’identification de S. aureus. Bien que permettant de différencier les souches
pathogénes, la virulence de S. aureus n’est pas forcement liée a la coagulase [18]. Enfin la
coagulase permet aussi de résister aux anticorps et a la phagocytose en dissimulant la bactérie

dans un caillot.

Il existe aussi une coagulase dite liée au clumping factor. Elle fait partie des constituants
de la paroi. Elle entraine 1’agglutination des staphylocoques en fixant le fibrinogéne. Ce
dernier est frequent chez les souches d’origine humaine et moins fréquent chez les souches

d’origine animale.

3.5.1.4. La DNase thermostable
Aussi appelée thermonuclease, cette derniére a la capacité de couper les acides
désoxyribonucléiques (ADN) en nucléotides. Tres caractéristiques des souches de S. aureus,

elle permet, associée a la coagulase libre de différencier I’espece S. aureus [19].

3.5.2. Facteurs de Virulence et Pouvoir Pathogene

3.5.2.1. La paroi et la capsule

La paroi est essentiellement constituée du peptidoglycane, des acides teichoiques
(polysaccharide A) et des acides lipoteichoiques. Constitué de longues chaines
polysaccharidiques linéaires, le peptidoglycane est associé a de nombreuses autres protéines
intervenant dans 1’adhésion de la bactérie aux cellules a infecter. Il posséde certains effets
toxiques et intervient dans 1’activation du complément [20]. Chez S. aureus, le relargage de
grandes quantités de peptidoglycane lors d’infections locales (abces, infections articulaires)
provoque un chimiotactisme des cellules phagocytaires et une libération de cytokines (IL-1,
IL-6, IL-8 et TNF alpha) qui, en grande quantité, provoquent des lésions tissulaires et une

hyperthermie [21].

La capsule ou « slime » de S. aureus est de nature polysacharidique. Son réle dans la
pathogénicite de la bactérie s’explique par la dissimulation de cette derniére au systeme
immunitaire. La capsule empéche I’interaction des phages avec les récepteurs (peptidoglycane
et acides teichoiques) de la bactérie [22]. Elle permet ainsi a la bactérie de résister a la
phagocytose. Les polysaccharides permettent a la bacterie de former un biofilm. Ce dernier va
enduire les bactéries et former une couche résistante aux globules blancs. 90 % des souches
cliniques ont des polysaccarides capsulaires. Des chercheurs ont découvert chez 1’animal une

augmentation de la virulence des serotypes 5 et 8 de S. aureus liée a la capsule [23].
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3.5.2.2. Les protéines de surface
Ces protéines interviennent dans 1’adhésion (les adhésines ou MSCRAMMSs (Microbial

Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) et a I’invasion.

- Les SERAM
Dans ce groupe on retrouve plusieurs protéines aux propriétes variées pouvant établir

plusieurs types de liaisons non-covalentes avec la matrice extracellulaire. Elles peuvent se
fixer au fibrinogéne, a la fibronectine, a la prothrombine, au collagéne, a la laminine, aux
sialoprotéines, a 1’élastine et a la vitronectine [24]. On y retrouve la Eap (extracellular
adherence protein), la Efb (extracellular fibrinogen binding protein), et la Emp (extracellular

matrix and plasma binding protein).

La protéine Eap aurait plusieurs fonctions, elle se lie aux glycoprotéines de son héte et
dispose de propriétés pro et anti-inflammatoires[25]. Par sa grande capacité de fixation
extracellulaire, et sa répartition sur la surface, Eap contribue a I’internalisation de la bactérie

dans les cellules eucaryotes d’ou son réle dans la phagocytose [26].

La protéine Efb interagit avec le fragment C3 du complément. Cette interaction
contrecarre 1’activation du complément et 1’opsonisation [27]. De plus, elle se lie aux
plaquettes via le fibrinogéne ou via les récepteurs GPIIb/IIIa et inhibe ainsi ’agrégation
plaquettaire [28]. Aussi cette liaison au fibrinogéne empéche I’adhérence des neutrophiles
[29].

- Laprotéine A

La protéine A ou Spa (Surfactant protein A) est retrouvée seulement chez les souches
d’origine humaine. Elle constitue un facteur de virulence pléiotropique en jouant plusieurs
réles : elle inhibe I'opsonophagocytose par liaison avec les immunoglobulines, elle participe
aussi dans I’activation du complément et déclenche la réaction inflammatoire, elle peut aussi
se fixer sur les facteurs de Von Willebrand (glycoprotéine du plasma intervenant dans
I’adhésion des plaquettes avec 1’endothélium vasculaire) provoquant des endocardites
infectieuses. D’autre part, elle peut aussi stimuler les lymphocytes B et cette activation va

selon la concentration de Spa entrainer une anergie ou une apoptose des lymphocytes B [30].

- Les MSCRAMM
La protéine de liaison au collagene (Cna ) permet I'adhésion de S. aureus au cartilage. Elle

constitue ainsi un facteur de virulence important dans les infections osseuses et articulaires
[31].
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Les protéines de liaison au fibrinogene ou clumping factor (CIfA et CIfB) provoquent
I'agrégation de bactéries en présence de plasma permettant de transformer directement le
fibrinogene en fibrine d’ou le nom de coagulase liée. Elles forment aussi un facteur de

virulence pour les plaies et les infections sur corps étrangers.

Les protéines de liaison a la fibronectine (FNBPA et FnBPB) permettent I'adhésion aux

biomatériaiux (cathéters, prothéses) et aux caillots plasmatiques.

3.5.2.3. Les substances élaborées par Staphylococcus aureus

3.5.2.3.1. Toxines

- Hémolysines ou staphylolysines
Plusieurs ont été décrites (alpha, béta, gamma, delta), elles ont une action cytolytique sur

les plaquettes et les globules rouges.

L'hémolysine a, secrétée par la quasi-totalité des souches de S. aureus, est mise en
évidence avec des hématies de mouton, de beeuf ou de lapin. Elle se fixe sur la membrane de
ces derniers, forme ensuite des pores. Cette perméabilisation membranaire entraine une fuite
électrolytique conduisant a la mort des cellules. La cytolyse de plaquettes et de monocytes
libére des cytokines et d'autres médiateurs de la réaction inflammatoire expliquant le choc
septique des infections séveres a S. aureus. La destruction des cellules endothéliales favorise

la dissémination des bactéries et les métastases infectieuses [32].

Codée par le géne hib, la béta-hémolysine a une activité sphingomyélinase de type C. Elle
s’attaque aux membranes riches en lipide et est synthétisée par 94% de souches animales et
par 54% de souches humaines. Son activité hémolytique est remarquable par les conditions
d'apparition, car elle est de type "chaud-froid™: les érythrocytes soumis a son action a 37°C ne
sont pas lysés sauf si on les refroidit a 4°C. La béta-hémolysine aurait aussi une

lymphotoxycité [33].

Produite par 97 % des souches de S. aureus, la 3-toxine est un petit peptide codé par le
géne hlg. Son role est lié directement a sa structure en hélice contenant des domaines
hydrophobes. Ainsi, elle est a I’origine de la formation de pores hydrophobes de forme

cylindrique dans la membrane [34].
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- Les toxines synergohyménotropes
C’est un groupe de toxines dites a deux composants : la gamma hémolysine et la

Leucocidine de Panton Valentine. La premiére est produite par toutes les souches de S.
aureus, et possede un spectre d’activité assez large de par son action sur les lymphocytes T,

les polynucléaires neutrophiles, les monocytes et les macrophages.

Quant a la leucocidine, elle est produite par seulement 2 a 3% des souches et posséde un
fort pouvoir pathogéne. Ses deux composantes agissent en synergie et elle est reconnue par les
membranes cellulaires sur lesquelles elles créent des pores entrainant fuites d’ions, relargages
de cytokines et mort de la cellule. Elle s’attaque aux phagocytes, polynucléaires neutrophiles
et monocytes entrainant une aggravation et une extension des Iésions. Elles sont
principalement retrouvées dans des Iésions dermonécrotiques séveres. La LPV est donc un
facteur de virulence important des infections nécrosantes cutanées (furoncles, anthrax) et des

infections graves a point de départ cutané primaire [31].

- Les exfoliatines
Environ 5% des souches de S. aureus peuvent synthétiser ces toxines thermostables. Elles

sont dites a activité épidermolytique (exfoliatines ou épidermolysines ETA, ETB et ETD
beaucoup plus rare), ont un tropisme cutané et sont a 1’origine de différentes formes de
staphylococcies cutanées bulleuses observées parfois dans les septicémies a staphylocoque et

au cours de I’impetigo. 80 % des sujets adultes ont des anticorps protecteurs [32].

- Les entérotoxines
Environ 30 a 60 % des souches de S. aureus produisent une entérotoxine. Elles sont trés

variées (SEs; SEA a SEE, SEG a SEI, SER a SET) thermostables, insensibles aux enzymes
protéolytiques du suc digestif et stables dans une large gamme de pH. Elles sont impliquées
dans les Toxi- Infections Alimentaires Collectives (TIAC) [32]. Douées d’activité super
antigénique, elles interagissent avec les cellules présentatrices d’antigéne et stimulent la

prolifération non spécifique des cellules T [35].

- Latoxine responsable du choc toxique staphylococcique (TSST-1)

D’origine chromosomique, elle induit la synthése d’anticorps dont la fréquence augmente
avec I’age. On la trouve dans 20 % des souches S. aureus [36]. Cette toxine, comme les
entérotoxines, a un effet pyrogene et est un superantigene qui entraine l'activation simultanée

de plusieurs sous-populations lymphocytaires, ce qui entraine la libération de plusieurs
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médiateurs (interleukine, interféron gamma, TNF alpha et béta) responsables de la

symptomatologie du choc staphylococcique [32].

3.5.2.3.2. Enzymes staphylococciques diffusibles
Ces protéines et enzymes produites par S. aureus ont différentes cibles. En effet,

certaines toxines ont plus un tropisme membranaire, d’autres une activité superantigénique et
certaines un role d’extension du foyer infectieux.

- La fibrinolysine ou staphylokinase

Elle active le plasminogene en plasmine et contribue a la dislocation du caillot et a la

formation de microembols bactériens responsables des métastases septiques.

D’autres activités ont été recensées comme la neutralisation des IgG et du fragment C3b
du complément évitant ainsi la phagocytose [37] ou comme la fixation aux peptides
bactéricides (a- defensines) des neutrophiles pour empécher leurs propriétés defensives [38].

- Hyaluronidase
Thermolabile, elle hydrolyse I'acide hyaluronique, substance fondamentale du tissu

conjonctif. Elle favorise ainsi la diffusion des staphylocoques dans le tissu conjonctif [32].

- La FAME (fatty acid modifying enzyme)
Cette enzyme serait importante dans les abces, elle modifie les lipides antibactériens et
prolonge la survie de la bactérie [38]. Elle aide ainsi la bactérie a infiltrer 1’organisme cible a
travers les différentes barriéres lipidiques. 80 % des souches de S. aureus expriment cette

enzyme [34].

- Les protéases
Un premier groupe de quatre protéines (la sérine protéase (SspA ou protéase V8), la

cystéine protéase 1 (SspB ou staphopain B), la cystéine protease 2 (ScpA) et la
métalloprotéase (auréolysine ou Aur) interviennent dans le controle de I’adhésion de la

bactérie.

S. aureus secrete aussi une nouvelle famille de protéine inhibant I’activité des serine

protéases des neutrophiles (NSPs) et contribuant ainsi a la pathogenicité de la bactérie [39].

- L’ACME (arginine catabolic mobile element)
Un nouveau facteur de virulence, I’ACME rencontré dans les souches USA300 de S. aureus
(souche de SARM d'origine communautaire, largement répandue aux Etats-Unis) serait un ilot
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de pathogenie mobile. Elle permettrait a la bactérie de survivre, de croitre et de disséminer

plus rapidement [34].
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Figure 3 : Facteurs de virulence de S. aureus [40]

3.5.2.4. Systeme agr (Accessory géne regulator) et Régulation des Facteurs de Virulence
La régulation des facteurs de virulence

En fonction des différentes étapes du processus infectieux, S. aureus dispose d’un systéme
de régulation permettant de contréler les facteurs de virulence. Ce systéme est indispensable a
la survie de la bactérie. Durant la premiére phase, avec une faible population bactérienne les
facteurs de virulence participant a 1’adhésion, les adhésines sont synthétisés. Apres, quand la
population bactérienne atteint un certain seuil, une inhibition est exercée sur ces derniers, et
on assiste a une stimulation des facteurs d’invasion et de dissémination (hémolysines,
entérotoxines, lipases, etc.). Il existe plusieurs systemes de régulation (saeRS, srrAB, arISR et
systeme IytRS), le plus connu étant le systeme agr (accessory gene regulator), capable de
traduire les signaux extracellulaires et d’agir en conséquence sur la transcription des génes.
Ainsi, le systéeme agr fonctionnerait comme un quorum sensor, informant la bactérie sur la
densité de staphylocoques dans son environnement [41].
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4. Staphylococcus aureus ET RESISTANCES AUX ANTIBIOTIQUES

4.1. DEFINITIONS

4.1.1. Antibiotique
En 1928 Alexander Fleming remarque que des colonies de Penicillium inhibe la

croissance d’une culture bactérienne qui se trouve étre une souche de staphylocoque [34]. Ce

fut la premicre découverte d’un antibiotique.

Un antibiotique (du grec anti : « contre », et bios : « la vie ») est une substance naturelle

ou synthétique qui détruit ou bloque la croissance des bactéries [42].

4.1.2.Résistance bactérienne :
L’OMS définit une souche résistante aux antibiotiques comme « une souche qui supporte

une concentration d’antibiotiques notamment plus élevée que celle qui inhibe le
développement de la majorité des souches de la méme espece » ou « une souche qui supporte
une concentration notablement plus élevée que la concentration qu’il est possible d atteindre

in vivo ».

4.1.3. Types de résistance

4.1.3.1. Resistance Naturelle
La résistance dite naturelle est présente dans toutes les souches de I’espece considérée et
préexiste a I’usage des antibiotiques. Elle constitue une caractéristique propre a 1’espece et

délimite le spectre d’activité d’antibiotiques [43] [44].

Par exemple S. aureus est naturellement résistant aux quinolones de 1ére génération (acide

nalidixique).

4.1.3.2. Résistance Acquise
Cette résistance n’est présente que chez quelques souches d’une espece sensible et

apparait étroitement liée a ’utilisation des antibiotiques [43] [44].

Des souches de Staphylocogques normalement sensibles a la pénicilline, peuvent devenir
résistantes a celle-ci par suite de production d’une enzyme : la pénicillinase qui hydrolyse le

noyau béta-lactame rendant ainsi la molécule inactive.

4.1.3.3. Résistance Clinique
Elle se traduit par 1’échec thérapeutique. Plusieurs facteurs entrent en cause dans ce type

de résistance :
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- des facteurs environnementaux (cations, protéines inhibitrices etc.) ;
- la pharmacocinétique ;

- le choix judicieux de I’antibiotique.

4.1.4.Supports de la résistance
Supports Chromosomique : liée & une mutation sur le chromosome bacteérien la résistance

ne s’exerce que vis-a-vis d’un seul antibiotique en général non transférable d’une espece
bactérienne a 1’autre, elle concerne surtout les Quinolones, les Rifamycines, la Fosfomycine,

I’ Acide fusidique avec un taux de mutation élevé.

Supports Extra-chromosomique : Le plus fréquent, le plus souvent plasmidique pouvant
porter plusieurs résistances a la fois transmissibles entre différentes bactéries de la méme

espece, voire entre especes différentes.

4.1.5.Phénotype de résistance

C’est un groupe, un ensemble d’antibiotiques permettant au mieux, avec le plus de
précision possible de préjuger des mécanismes de résistance dont dispose une bactérie
donnée et notamment mais pas exclusivement de son équipement enzymatique.

Au sein de chaque espéce, on distingue le phénotype sauvage, déterminé par les
mécanismes naturels de résistance, et les phénotypes résistants déterminés par des

mécanismes acquis de résistance [45].

4.1.6.Bactéries multirésistantes
Les bactéries sont dites multirésistantes (BMR) aux antibiotiques lorsque du fait de

I’accumulation de résistances acquises a plusieurs familles d’antibiotiques, elles ne sont plus
sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques utilisables en thérapeutique (résistance a plus
de 3 familles différentes) [46].

Le SARM est résistant a toutes les bétalactamines et aux fluoroquinolones.

S. aureus est naturellement résistant aux monobactames (aztréonam), aux quinolones
de lere génération (acide nalidixique) et aux peptides cycliques (polymixine B) [34]. Dans
cette partie, nous developperons les différentes classes d’antibiotiques, leurs mécanismes

d’action ainsi que les mécanismes de résistance de S. aureus.
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4.2. BETA-LACTAMINES

4.2.1.Généralités sur les Béta- lactamines.
IIs furent les premiers antibiotiques utilisés. Découverts par Alexander Fleming en 1928,

ils ont prouveé leur grande efficacité lors de la Seconde Guerre mondiale. Ils sont divisés en 4
classes, avec différents spectres d’activité: pénicillines (pénicilline G, oxacilline, méticilline,
cloxacilline,...), céphalosporines (céfalexine, céfuroxime, ceftriaxone, céfépime,...),
carbapénémes (imipénéme, méropénéme et ertapéneme) et les monobactames (aztréonam).
Ces derniers ne seront pas évoqués, car ils ne sont pas actifs. S. aureus y est naturellement

résistant. Leur structure de base repose sur le cycle béta-lactame.
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Figure 4 : Structures de quelques betalactamines [47].
4.2.2. Mécanismes d’action.

Les B-lactamines agissent au niveau de la paroi bactérienne. lls ont pour cible les
protéines liant la pénicilline (PLP). Les souches de Staphylococcus aureus possédent 4 PLP :
PLP1, PLP2, PLP3 (essentielles a la survie) et PLP4 (accessoires) [48]. Ces protéines a
activité enzymatique (transpeptidases or carboxypeptidases et dans certains cas
transglycosylase) interviennent dans la synthese de la paroi bactérienne. Par fixation sur ces

protéines, les B-lactamines inhibent ainsi la synthése du peptidoglycane.

Les B-lactamines ont, vis-a-vis de S. aureus, une activité bactéricide temps-dépendant

avec spécialement pour les carbapénémes un effet post-antibiotique sur les Gram positifs [34].

4.2.3. Mécanisme de résistance de Staphylococcus aureus
Mécanisme par production de p-lactamases

Premier mécanisme de résistance a un antibiotique décrit, il est da a la pénicillinase
plasmidique. Cette protéine enzymatique est capable d’hydrolyser le cycle B-lactame
inactivant ainsi I’antibiotique.
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Plus de 90 % des S. aureus isolés des produits pathologiques en milieu hospitalier sont
producteurs de pénicillinase. Quatre groupes de béta-lactamases (A, B, C, D) sont décrits chez
Staphylococcus aureus. Ces enzymes ne sont pas capables d’inactiver les pénicillines M
(congues spécialement pour résister a I’hydrolyse avec I’ajout d’un radical chimique sur le
noyau -lactame) et les céphalosporines. Les inhibiteurs de béta-lactamases tels que I’acide
clavulanique et le sulbactam permettent de restaurer la sensibilité du germe aux penicillines
du groupe A, les céphalosporines en général et I’imipenéme. La pénicillinase
staphylococcique est le produit d’expression du géne blaZ qui est porté par un plasmide ou un

transposon [34].

Meécanisme par production d’une protéine de liaisona la pénicilline additionnelle : la
PLP2a

On a la production d’une nouvelle PLP, la PLP2a, qui a une faible affinité avec les -
lactamines. Cette Résistance qui concerne particulierement la méticilline (SARM), est croisee
a I’ensemble des B-lactamines. Mais son expression peut étre hétérogene au sein d’une méme
souche. Avec cette PLP2a, la bactérie peut continuer I’assemblage du peptidoglycane méme
quand les autres PLP sont inhibées par les B-lactamines.

Sur le plan génétique, la PLP2a est le produit du géne mecA. Ce dernier appartient a la
famille des cassettes chromosomiques staphylococciques mec (SCCmec). L’origine de
SCCmec setrouverait chez le Staphylococcus sciuri [34]. Un nouvel homologue du géne

mecA, le géne mecC conférerait aussi la résistance a la meticilline [49].

Autres mécanismes de résistance a la méticilline

11 s’agit des résistances de type BORSA (bordeline Staphylococcus aureus) et
MODSA (modified Staphylococcus aureus). Le premier implique une hyperproduction de la
pénicillinase staphylococcique. Le second est lié a une modification des PLP

endogenes (PLP1, 2 ou 4), il entraine une résistance sans production de pénicillinase [50].

4.3. GLYCOPEPTIDES

4.3.1. Généralités sur les Glycopeptides.
On retrouve principalement deux antibiotiques dans cette famille : la vancomycine et la

teicoplanine. La premiere molécule est souvent tres utilisée dans les cas de staphylocoques
résistants aux f3- lactamines. lls constituent le traitement de choix dans les cas de

staphylocoques resistant a la méticilline (SARM).

17
Bakary N’tji Diallo. Faculté de Pharmacie. Bamako Mali



Evolution de la résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques au Centre d’infectiologie Charles
Mérieux de 2006 a 2015

Malgré leur activité sur les souches multirésistantes, les glycopeptides présentent de
nombreuses limitations: une bactéricidie lente (48 heures), une fluctuation de CMI et elle est
élevée (1 a2 mg/L), une faible pénétration intracellulaire, et une toxicité potentielle.

4.3.2. Mécanismes d’action
IIs interviennent au niveau de la formation du peptidoglycane. Durant cette synthese, nous

avons 1’enchainement d'acides aminés D-alanyl-D-alanine fait par des enzymes
(transglycosylases et transpeptidases). Les glycopeptides ont une affinité pour 1I’extrémité (D-
alanyl-D-alanine). Ils s’y fixent, créent un encombrement stérique, empéchent I’action des

enzymes et bloguent ainsi la synthese du peptidoglycane.

4.3.3. Mécanisme de reésistance de Staphylococcus aureus
On y retrouve deux souches : souche de S. aureus de sensibilité intermédiaire a la

vancomycine (GISA ou VISA pour Glycopeptide ou Vancomycin Intermediate-sensitive
Staphylococcus aureus) se définissant par une CMI comprise entre 8 et 16 mg/L et Les
souches résistantes a la vancomycine (VRSA pour Vancomycin Resistant Staphylococcus
aureus) ayant une CMI > 32 mg/L selon les recommandations du Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, anciennement NCCLS) [51].

Chez les souches GISA ou VISA, le mécanisme serait lié a une hyperproduction de cible,
la D-alanyl-D-alanine. Elle se trouve ainsi en abondance au niveau de la paroi qui devient

épaisse, et une partie servira a piéger et immobiliser les molécules d’antibiotique.

Chez les souches VRSA, hautement resistantes a la vancomycine, le mécanisme est lié a
I’expression du géne vanA. S. aureus aurait acquis ce gene suite a un transfert avec
Enterococcus faecalis. L’expression du géne change le précurseur D-alanine-D-alanine en D-

alanine-D-lactate pour lequel la vancomycine a une affinité 1000 fois inférieure [52].

Toute résistance a la vancomycine implique une résistance a la teicoplanine. Un niveau
intermédiaire de résistance a la vancomycine apparait associer souvent a un echec

thérapeutique de cet antibiotique [53].
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Figure 5 : Mécanisme d’action de la vancomycine et de résistance de S. aureus a la
vancomycine [4].

44. FLUOROQUINOLONES

4.4.1.Généralités sur les Fluoroquinolones.
Les Fluoroquinolones constituent une large classe d'antibactériens de synthése qui

comprend les dérivés de I'acide nalidixique découvert en 1962. Elles constituent la 2eme
génération de quinolones et ont la particularité de posseder un fluor dans leur structure
moléculaire apportant une nette amélioration pharmacocinétique et antibactérienne. Les

quinolones présentent un risque de rupture du tendon d’Achille et de photosensibilisation.

4.4.2. Mécanismes d’action
Les fluoroquinolones agissent sur I’ADN bactérien. Elles bloquent la synthése de I'ADN

bactérien (réplication et transcription), inhibant de maniére sélective I'action de deux
enzymes, I'ADN-gyrase et la topoisomérase V. Ces molécules ont une activité bactéricide

concentration-dépendante vis-a-vis de S. aureus [54].

4.4.3. Mécanisme de résistance de Staphylococcus aureus
On a un premier mécanisme de résistance par mutation du gene parC. Ce gene code pour

une partie de la topoisomérase IV (sous-unité C). L’antibiotique ne pourra plus se fixer sur le
complexe ADN/ topoisomérase et n’aura plus d’effet. Ce mécanisme de résistance est de haut

niveau [4].

Un second mécanisme implique la modification de I'ADN-gyrase. Des mutations au

niveau des genes gyrA et gyrB seraient a 1’origine de cette mutation [54].
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Un troisieme mécanisme se fait par efflux des fluoroquinolones (pompage actif hors de la
cellule). Les pompes Multi Drug Résistance (MDR) de la bactérie vont augmenter en quantité
et avoir une affinité augmentée pour 1’antibiotique. Ce dernier est alors éjecté hors de la
bactérie. A I’origine de ce mécanisme, nous avons une surexpression des protéines, codees

par le géne NorA.

45. MACROLIDES, LINCOSAMIDES ET SYNERGYSTINES (MLYS)

4.5.1. Généralités sur les MLS.
Les macrolides, les lincosamides et les synergystines sont des molécules différentes par

leur structure, mais groupeés dans cette famille en raison de leur mécanisme d’action. Ils

possedent un spectre antibactérien similaire.

4.5.2. Mécanismes d’action
Malgreé leurs structures chimiques trés différentes, ces antibiotiques ont la méme cible
moléculaire : le ribosome (fraction 50S). Les MLS sont des inhibiteurs de la synthése
protéique en stimulant la dissociation entre ribosomes et complexe ARN de transfert-peptide.

Cela entraine une terminaison réversible de 1’élongation protéique.

Les MLS sont des antibiotiques bactériostatiques, sauf les synergystines qui sont

bactéricides vis-a-vis des S. aureus [34].

4.5.3. Mécanisme de reésistance de Staphylococcus aureus
Trois mécanismes sont impliqués : une modification de la cible de I’antibiotique, un

mécanisme d’efflux et une modification enzymatique de la drogue.

Dans le premier mécanisme, la partie ribosomale est modifiée par une attaque
enzymatique, I’adénine en position 2058 de I’ARNr 23S se retrouve alors méthylée. Les
enzymes en cause sont des méthylases codées par des genes de la famille erm (erythromycin
resistant methylase). La méthylation empéche la fixation du MLS et son action. Cette
résistance peut étre inductible (induite en présence de macrolides, phénotype MLSg
inductible). Elle ne touche dans ce cas que les macrolides a 14 atomes de carbones. Elle peut
aussi étre constitutive (exprimée en permanence : phénotype MLSg constitutif). Dans ce cas,
elle s’étend aux macrolides a 16 atomes de carbones, aux lincosamides et aux streptogramines
B. Dans tous les deux cas, cette résistance ne touche pas les streptogramines A, c’est pourquoi

la pristinamycine reste active, méme en cas de résistance constitutive.
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Pour le mécanisme par efflux, il ne touche que les macrolides a 14 et 15 atomes de
carbones (érythromycine, roxithromycine, clarithromycine, dirithromycine, azithromycine) et
les streptogramines A. Les genes msrA et msrB sont a I’origine de la résistance des macrolides
et le géne vga est la cause de celle des streptogramines A. Les autres antibiotiques du groupe
MLS restent actifs.

Enfin I’inactivation des streptogramines B et des lincosamides est due aux produits des

génes sbh et /in4 '(encoding 3-lincomycin 4-clindamycin O-nucleotidyltransferase).

4.6. AMINOSIDES

4.6.1.Généralités sur les Aminosides
Avec pour chef de file la streptomycine, les aminosides ou aminoglycosides sont produits
par des bactéries de la famille des actinomycétes, ou en sont dérivés par hémisynthese. Ils
sont constitués dans leurs structures d’unités de sucre substituées par des fonctions amines

d’ou le nom aminoglycosides (amino — amine, glycoside — sucre).

4.6.2. Mécanismes d’action
Ils ont pour site d’action la sous-unité 30S des ribosomes bactériens. Cette fixation

interfere avec la synthése peptidique en perturbant la lecture des acides ribonucléiques
messagers (ARNm). 1l en résulte des protéines anormales pour la bactérie, ce qui entraine sa
mort. Ils posseédent un spectre d’activité antibactérien large. Ce sont des bactéricides rapides
et puissants qui présentent un effet post-antibiotique (une inhibition durable de la croissance
bactérienne avec de faibles traces d'aminoside dans le corps).

4.6.3. Mécanisme de reésistance de Staphylococcus aureus

La bactérie résiste par un mécanisme d’inactivation de 1’antibiotique. Elle possedent des
enzymes comme I’aminoglycoside phosphostransférase (APH(3”)III, I’aminoglycoside
adényltransférase AAD (4°)(4°’) ou I’enzyme bifonctionelle AAC(6°)-APH(2’). Ces derniers

vont greffer des radicaux sur 1’antibiotique entrainant son inactivation.

Les genes a 1’origine de ces résistances sont portés par des plasmides ou transposons. |l

s’agit des genes aph aad aph.

La résistance a la streptomycine est médiée par un mécanisme de mutation de la cible de
cet antibiotique. L’activité de la streptomycine n’est pas altérée par la présence des enzymes
inactivant les autres aminosides puisque cette molécule appartient a un groupe chimiquement
distinct [55].
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4.7. TETRACYCLINES

4.7.1.Genéralités sur les Tétracyclines
Isolées d’une bactérie du genre Streptomyces, les tétracyclines font partie de la classe des

cyclines. Elles ont en commun leur structure a quatre cycles (tétracyclines) formant un noyau

naphtacéne.

4.7.2. Mécanismes d’action
La tétracycline agit au niveau de la sous-unité 30S du ribosome. Elle empéche la fixation
de I'aminoacyl-ARNt entrant dans le site A du ribosome. Elle empéche ainsi 1’élongation

peptidique. Elles ont une action bactériostatique sur S. aureus.

4.7.3. Mécanisme de reésistance de Staphylococcus aureus
On retrouve deux mécanismes de résistance : un mécanisme par efflux actif des
tétracyclines et un deuxieme par protection des sites du ribosome. Plusieurs génes peuvent
étre impliqués tetK, tetL, tetM et tetO. La protéine Tet(K) est une des protéines qui entraine
I’expulsion des tétracyclines et les protéines Tet(O) ou Tet(M) vont protéger les sites actifs

ribosomaux [34].

4.8. SULFAMIDES ET TRIMETHOPRIME OU PYRIMETHAMINE

4.8.1. Généralités sur les Sulfamides
Premiers antibiotiques hémisynthétiques, les sulfamides dérivent de I’acide para-amino-

benzene-sulfonique (Acide para-Amino-Benzéne Sufone Amide). Ils sont utilisés le plus

souvent en association avec les diaminopyrimidines :triméthoprime ou la pyriméthamine.

4.8.2. Mécanismes d’action
Les sulfamides agissent par inhibition de la synthese des acides foliques bactériens. Par

analogie avec I’acide para-amino benzoique (précurseur du métabolisme des acides foliques),
ils rentrent en compétition avec ce dernier et bloquent la synthese. Le triméthoprime execute
son action en aval des sulfamides, il neutralise la dihydrofolate réductase (DHFR) et stoppe la

synthese des folates.

Les sulfamides sont des antibiotiques bactériostatiques, mais leur association avec le

triméthoprime rend leur activité bactéricide, les deux molécules agissant en synergie [34].
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Figure 6: Mécanisme d’action des sulfamides et du triméthoprime [56]

4.8.3. Mécanisme de reésistance de Staphylococcus aureus

Le mécanisme le plus connu est lié a une hyperproduction d’acide para-aminobenzoique.

A D’origine de ce mécanisme, on retrouve le géne sulA.

On peut aussi avoir la synthése d’une dihydrofolique acide synthétase et d’une

dihydrofolate réductase présentant une affinité moindre pour leurs antagonistes respectifs. Ce

mécanisme est médié par les genes dfrB et dfrA. Deux autres genes aussi (dfrG et dfrK)

conférant la résistance au triméthoprime ont été identifié [57].

4.9. AUTRES RESISTANCES : RESISTANCE A L’ACIDE FUSIDIQUE, LA

RIFAMPICINE, LA FOSFOMYCINE ET LA MUPIROCINE

La rifampicine se fixe a la sous-unité 3 de I’ARN polymérase-ADN et bloque ainsi
I’initiation de la transcription. La résistance a la rifampicine est liée a des mutations sur

le géne rpoB qui code la sous-unité  de I’ARN polymérase-ADN.

La fosfomycine agit sur la paroi en inactivant 1’enzyme énolpyruvyl-transférase qui
intervient dans la synthése du peptidoglycane. La résistance a la fosfomycine est due a
la production d’une proteine (codée par le géne FosB) qui hydrolyse la fosfomycine
[58].
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e L’acide fusidique forme un complexe stable avec le facteur d’¢longation EF-G,
bloquant ainsi I’élongation peptidique. La résistance a 1’acide fusidique est due soit a
une modification de la cible (altération au niveau du facteur EF-G) codeée par le gene
fusA soit a défaut de pénétration dans la bactérie (résistance de type plasmidique,
génes fusB ou fusC) [59].

e La mupirocine inhibe la synthése protéique en se liant a 1’isoleucyl ARNt synthétase.
La résistance est de deux types : une de bas niveau et I’autre de haut niveau. La
premiere est due & une mutation du géne ileS codant pour I’isoleucyl ARNt synthétase.
La seconde est aussi due a une modification de I’isoleucyl-ARNLt synthétase codée cette
fois-ci par le gene plasmidique mupA [34]. Un nouvel géne, mupB conférant également

la résistance de haut niveau a été identifié [60].
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Tableau I: Récapitulatif des principaux mécanismes de résistances de S. aureus aux antibiotiques et les génes de
résistance impliqués. [4] [55] [57] [58]

Familles
Beta-Lactamines

Glycopeptides

Fluoroquinolones

Macrolides, Lincosamides et
Synergystines (MIS)

Aminosides

Oxazolidinones

Tétracyclines

Sulfamides et
Trimethoprime ou
Pyrimethamine
Phénicolés

Rifampicine
Fosfomycine

L’acide Fusidique

Mupirocine

Geénes
blaz

mecA
mecC

vanA

grlA, gyrA ou gyrB

NorA
ermA, ermB, ermC

Mécanisme de Résistance

Enzyme capable d’hydrolyser le cycle B-lactame inactivant ainsi
Iantibiotique (Pénicilline G, pénicilline A, Carboxy et uréido-pénicilline)
Nouvelle PLP (PLP2a ou PLP2c qui a une faible affinité avec les -
lactamines.

est croisée a ’ensemble des B-lactamines.

GISA ou VISA : hyperproduction de cible, la D-alanyl-D-alanine. Elle se
trouve ainsi en abondance au niveau de la paroi qui devient épaisse, et une
partie servira a piéger et immobiliser les molécules d’antibiotique.

VRSA : hautement resistantes a la vancomycine, expression du gene vanA.
change le précurseur D-alanine-D-alanine en D-alanine-D-lactate pour
lequel la vancomycine a une affinité 1000 fois inférieure.

Modification dc la ciblc (mutations dcs génes codant pour la
topoisomérasc 1V on pour la gyrasc)
Pompe a efflux

Modification de la cible ribosomale par une attaque enzymatique,
I’adénine en position 2058 de I’ ARNr 23S se retrouve alors méthylée. La
méthylation empéche la fixation du MLS et son action. Cette résistance
peut étre inductible (induite en présence de macrolides, phénotype MLSg
inductible).

msrA, msrB
Aph
aad
aph.
rrn

tetK, tetL

tetM tetO.

Sulfonamide : sulA

TPM :dfrB
cat

ropB
FosB

fusA
fusB ou fusC

ileS

mupA
mupB

Pompe a efflux

Inactivation de I’antibiotique : des enzymes comme I’aminoglycoside
phosphostransférase (APH(3’)III, I’aminoglycoside adényltransférase AAD
(4°)(4”’) ou I’enzyme bifonctionelle AAC(6’)-APH(2’) vont greffer des
radicaux sur I’antibiotique entrainant son inactivation.

Modification de la cible (méthylation d’une adénosine a la position 2503
dans I’ARNr 23S conduit fa la résistance an linézolide)

Mécanisme par efflux actif des tétracyclines : La protéine Tet(K) est une
des protéines qui entraine I’expulsion des tétracyclines.

Pprotection des sites du ribosome : les protéines Tet(O) ou Tet(M) vont
protéger les sites actifs ribosomaux.

Hyperproduction de I'acide para-aminobenzoique par I'enzvme DHPS
Réduction de I’affinité pour la DHFR

L’enzyme chloramphenicol acétyltransférase (CAT) transforme le
chloramphénicol et le thiamphénicol en dérivés diacétylés inactifs.

Modification de la cible (réduction de I'affinité pour ’ARN polymérase)
Production d’une protéine (codée par le géne) qui hydrolyse la
fosfomycine.

Modification de la cible (altération au niveau du facteur EF-G)

Défaut de pénétration dans la bactérie (résistance de type plasmidique)

Résistance de bas niveau : Mutation du géne ileS codant pour
I’isoleucyl ARNt synthétase.

Résistance de haut niveau : Modification de I’isoleucyl-ARNt synthétase
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DEUXIEME PARTIE : METHODOLOGIE
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5. METHODES ET MATERIEL

5.1. PRESENTATION SOMMAIRE DE LA SITUATION SANITAIRE NATIONALE

Le Mali a une superficie de 1 241 238 kilometres carres [61].

La population est estimée a 16 319 000 habitants avec un taux d’accroissement
intercensitaire de 3,6 % en 2012.

Les problémes de santé les plus fréqguemment rencontrés dans les formations sanitaires
sont dans 1’ordre la fiévre présumée palustre, la toux de moins de 15 jours et les
infections respiratoires aigués (IRASs) basses, les plaies, les brilures et traumatismes, les
diarrhées présumées infectieuses et les IRAs hautes.

Les principaux déterminants de la santé sont :

- Couverture sanitaire : 57 % a moins de 5 km et 88 % a 15 km [62] ;

- Mortalité infantile : 56 pour mille [63] ;

- Mortalité infanto juvénile : 95 pour mille [63];

- Mortalité maternelle : 368 pour 100 000 naissances vivantes [63];

- Séroprévalence du VIH/SIDA dans la population générale : estimée a 1,1 % [63];

- Proportion d’enfants (12 & 23 mois) compleétement vaccinés contre les maladies cibles
du PEV avant I’age de 12 mois : 31% [63] ;

- Taux de malnutrition chronique chez les enfants agés de 1 a 4 ans : 13% [63];

- 56,0% de la population ont acces de fagon durable a une source d’eau meilleure (eau

de robinet, forage ou puits protégé).
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Figure 7: Cartographie des districts sanitaires du Mali en 2012 [64]

L’ Administration sanitaire comprend :

Les directions centrales et services rattachés

Les Organismes personnalisés de contréle et de recherche

Les Programmes nationaux de lutte contre les maladies spécifiques
Les Ordres professionnels

Les Directions régionales de la santé et du District de Bamako

Les services sanitaires de Cercle

Les structures de prise en charge comprennent :

Les Structures publiques et communautaires

Les Structures privées

Elles se répartissent selon un systeme pyramidal a 3 niveaux : le niveau central, le niveau

intermédiaire et le niveau opérationnel.

Le niveau Central est composé par les structures de troisieme référence, dernier niveau de

recours du systeme de soins au Mali. Ce sont les Etablissements Publics Nationaux de

3eme référence assurant les fonctions de Centres hospitaliers Universitaires (CHU). Ce sont
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les CHU du Point G, de Gabriel Touré, de Kati, du Centre National
d’Odontostomatologie, de I’Institut d’Ophtalmologie Tropicale d’Afrique (IOTA) et
I’Hopital du Mali.

A ces structures publiques, il faut ajouter un Hopital parapublic (Hépital Mere-
Enfant le Luxembourg), plusieurs structures médicales privées et confessionnelles, le service
de santé¢ de I’Institut National de Prévoyance Sociale (INPS) et le service de Santé des
Armées. Plusieurs de ces structures sont dotées de laboratoires polyvalents fonctionnels ayant
pour mission I’appui au diagnostic des maladies et la prise en charge des patients, la
surveillance épidémiologique, la formation et la recherche. En plus de ces laboratoires
hospitaliers, il existe les laboratoires de référence (INRSP, CNAM, LNS, CNTS), les
Laboratoires des Institutions de formation et de recherche (MRTC, FAST, SEREFO) et
les Laboratoires agréés du privé (Laboratoire Rodolphe Mérieux du CICM, ALGlI,
Laboratoire de la Rive Droite, Laboratoire CELLAL, Bio2000, Biotech-Mali, LABIOKA,
DIAFOUNOU et PA&KA [65].

Le niveau intermédiaire, regroupant 6 Etablissements Publics Nationaux de 2eme
référence, les hépitaux régionaux, situés dans les régions de Kayes, Sikasso, Ségou, Mopti,
Tombouctou et Gao et dotés de I’autonomie de gestion. A Koulikoro et Kidal, existent des
CSRef. Ces structures sont dotées de laboratoires polyvalents fonctionnels.

Le niveau opérationnel, comportant 2 échelons:

Le premier échelon ou premier niveau de contact et de recours aux soins est constituée par
les Centres de Santé Communautaires (CSCom) créés et gerés par les Associations de
Santé Communautaire (ASACO) avec I’appui technique et financier de I’Etat et des
Partenaires. Les CSCom, au nombre de 1329 en 2013 [66], offrent le Paquet minimum
d’activités (PMA) comprenant les soins curatifs, préventifs et promotionnels. En principe, il
n’est pas prévu de laboratoire dans les CSCom ; cependant vu la nécessité, certains
CSCom ont créeé des laboratoires pour aider au diagnostic et a la prise en charge des malades
[64].

Le deuxieme eéchelon ou deuxiéme niveau de recours aux soins est constitue par les
Centres de Santé de Référence de cercle ou CSRef (correspondant aux hdpitaux de district
sanitaire). Les CSRef, au nombre de 63 [64] offrent des soins de premiére référence
comprenant la prise en charge des urgences obsteétricales ; ils sont dotés de laboratoires

polyvalents et fonctionnels.
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5.2. CADRE DE L’ETUDE

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

Fruit de la collaboration entre le Gouvernement de la République du Mali et la Fondation
Mérieux, le CICM a été mis en place suite a la signature de 1’ Accord- cadre N° 0956/1899 du
18 février 2004 entre le Gouvernement de la République du Mali et la Fondation Mérieux
ainsi que la Convention du 16 janvier 2005 et son Protocole annexe du 11 mai 2011 entre le
Ministére de la Santé et la Fondation Mérieux.

* 8 décembre 2003 : Création de la Fondation Mérieux Mali
* 15 janvier 2004 : Pose de la premiere pierre du CICM
» 17 janvier 2005 : Inauguration du CICM
* 2 mai 2005 : Démarrage des activités
Le CICM comprend :
- une administration générale.

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

- un laboratoire d’analyses médicales dénommé Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM)

avec des activités de recherche et des activités de routine.

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

Le CICM a pour mission de participer tout comme les autres structures du Ministére de la
Santé au développement sanitaire du Mali par le service rendu aux malades, la formation, la
recherche et le renforcement des capacités dans le domaine du diagnostic biologique dans des
conditions désintéressées au bénéfice de la population.

Les ressources humaines du CICM sont composées de 29 agents, répartis entre les
services techniques du LRM (17 agents) et les fonctions de support administratif, financier et
logistique (12 agents).

L’organigramme du Centre d’infectiologie Charles Mérieux de Bamako est en annexe de
ce document. (Cf. annexe n°1)

Le LRM se compose des Laboratoires 1 et 2 au sein desquels les activités de recherche et
de diagnostic de routine sont effectuées. Le Laboratoire 1 offre le cadre et le matériel pour la
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réalisation des examens d’hématologie, de biochimie et d’immunologie et le Laboratoire 2
prend en charge les examens de microbiologie (bactériologie, mycologie et parasitologie).

Le niveau d’équipement du Laboratoire Rodolphe Mérieux pour la microbiologie au
Laboratoire 2 ou s’est déroulée notre étude est comme suit :

- Un (1) étuves de marque JOUAN ;

- Une (1) plaque chauffante de marque STUART ;

- Une (1) centrifugeuse de marque JOUAN ;

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

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

- Deux (2) microscopes optiques;

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

- Un (1) autoclave pour la stérilisation de la verrerie, et pour la préparation des milieux de
culture ;

- Un (1) automate VITEK® 2 Compact de marque bioMérieux (pour la réalisation des
identifications de souches bactériennes et des antibiogrammes) ;

- Un (1) automate mini API® de marque bioMérieux (pour la réalisation des
identifications de souches bactériennes et des antibiogrammes).

- Un four a microonde

5.3. TYPE ET PERIODE D’ETUDE

Il s’agit d’une étude retro-prospective portant sur les différentes souches de

Staphylococcus aureus isolées au Laboratoire Rodolphe Mérieux de 2006 a 2015.

5.4. POPULATION D’ETUDE

Notre étude a portée uniquement sur les souches bactériennes de Staphylococcus aureus

isolées a partir des différents prélevements bactériologiques adressés au LRM.

5.4.1.Critéres d’inclusion
Ont été incluses dans notre étude les souches de Staphylococcus aureus isolées des

differents prélévements bactériologiques au LRM et ayant fait ’objet d” antibiogramme.
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5.4.2.Critéres de non inclusion

N’ont pas été pas inclus dans notre étude :
- Les prélevements non conformes.

- Toutes les souches de Staphylococcus aureus n’ayant pas fait 1’objet d’antibiogramme.

5.5. ECHANTILLONNAGE

L’étude a porté sur les différents échantillons recus dans le laboratoire de bactériologie et
desquels fut isolée la bactérie Staphylococcus aureus.

5.5.1.Variables mesurées :
- Age des patients

- Sexe des patients
- Provenance des prélevements
- Types de préléevement

- Résistances aux antibiotiques

5.6. METHODE DE DIAGNOSTIC DE Staphylococcus aureus AU LABORATOIRE

Le diagnostic repose sur la mise en évidence des caractéres bactériologiques, et

biochimiques propres a la bactérie dans un échantillon.

5.6.1.Phase Pré analytique

L’étude a porté sur tous les prélevements destinés au laboratoire de bactériologie du Centre
d’Infectiologie Charles Mérieux. Les différents types de prélévement étaient les pus (plaies,
les abcegs, ascite, liquide (articulaire, pleural, prostatique, synovial) ostéite...), les
hémocultures, les urines, les liquides céphalo-rachidiens et autres liquides de ponction, les
expectorations, les prélevements vaginaux, les prélevements de sels, les prélevements ORL,
les spermocultures.

Certains prélévements sont effectués sur place au laboratoire tandis que d’autres viennent des
différents hdpitaux et autres structures de santé.

Les prélevements sont enregistres dans le systeme informatique du laboratoire au niveau de la
réception. Un numéro d’identification est attribué a chaque échantillon. Ensuite, ils sont
acheminés au laboratoire sur la paillasse de bactériologie. Chaque échantillon est associé a
une fiche de paillasse. Sur cette fiche est notées les différentes observations durant la phase
analytique jusqu’au rendu des résultats.
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5.6.2.Phase Analytique
Il s’agit de la phase technique de laboratoire de I’examen donc du traitement proprement dit
de I’¢échantillon jusqu’a la conclusion de la présence ou non d’un ou des germes et de la
réalisation des antibiogrammes. Chaque échantillon est traité selon une procédure de
diagnostic bien définie. Ces différentes procédures suivent généralement le schéma diagnostic

suivant :

5.6.2.1. Examen macroscopique
En fonction des différents types de prélévement, il s’agit de noter 1’aspect, la couleur, et de

juger de la conformité du prélevement.

5.6.2.2. Examen microscopique

Il s’agit d’une étude cytologique et bactériologique.

La cytologie est effectuée par observation directe a 1’état frais au microscope. Les différents
éléments (leucocytes, hématies, cellules épithéliales...) rencontrés en fonction du type de
prélévement sont notés.

L’étude bactériologique consiste en une observation au microscope apres coloration de Gram
(Mode opératoire de la coloration de Gram cf. annexe N° 2). Cet examen constitue le premier
test d’orientation vers le Staphylococcus aureus. Certaines caractéristiques de la bactérie
peuvent déja étre mises en évidence a I’observation de cette coloration. La bactérie se
présente sous la forme de cocci a Gram positif d’environ 0,5 a 1 pm de diamétre. La
disposition en amas (grappe de raisin) est tres caractéristique. Elle peut aussi étre disposée de
facon isolée, en diplocoques, ou en courte chainette. Cette observation constitue une premiére

orientation vers le Staphylococcus aureus.

5.6.2.3. Culture et Identification préliminaire

Selon la procédure spécifique a I’échantillon, ce dernier sera mis en culture sur différents

milieux de culture. Le Staphylococcus aureus peut croitre sur plusieurs milieux :

= Gélose chocolat (PVXPoly-vitex), incubée a 37°C sous CO2 ;

= Gélose au sang (COS Columbia +5% de sang frais de mouton), incubée a 37°C sous COz ;
= Chapman, incubé en aérobiose ;

= Gélose Uriselect 4 ;

= Bouillon cceur cervelle.
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Ces milieux seront incubés pendant 24 — 48 h a 37°C. En cas de bouillon trouble, il sera

ensemencé sur un milieu de culture solide.

Les colonies de S. aureus apparaissent rondes avec un diametre entre 1 a 3mm. Elles sont
lisses, opaques et convexes. Elles produisent souvent une béta-hémolyse sur les géloses au
sang et un pigment caroténoide jaune doré. Cette coloration doréee des colonies constitue un

aspect caractéristique du S. aureus.

Sur les géloses chocolat, au sang (COS) et Uriselect 4, a partir de ces colonies
caractéristiques, le test a la catalase (procédure voir annexe N°7) permettra une orientation
vers le genre staphylocoque. Ces derniers étant a catalase positive. Cependant, des tests

supplémentaires sont nécessaires pour confirmer I’espéce S. aureus.

Aussi, a ce niveau une coloration au Gram peut étre effectuée sur ces colonies pour confirmer

I’aspect caractéristique au microscope.

La culture sur gélose Chapman est une étape importante du diagnostic. Ce milieu permet
I’isolement des staphylocoques. La présence de mannitol sur ce milieu permet une orientation
vers S. aureus ou une autre espéce de staphylococcus fermentant le mannitol. Ces colonies

fermentant le mannitol feront virer la coloration du milieu du rose/rouge au jaune.

La présence de colonies mannitol + sur le milieu Chapman permet uneorientation pour
I’identification de I’espéce S. aureus. Mais il ne s’agit que d’un test de présomption et une

confirmation par des tests plus spécifiques est nécessaire.

5.6.2.4. Tests de confirmation

En présence de colonies caractéristiques a catalase positive sur les géloses chocolat, au sang
frais (COS) et Uriselect 4 ou de colonies mannitol plus (+) sur la gélose Chapman,
I’identification finale de 1’espéce S. aureus se fait avec les tests de coagulase (Mode

opératoire.cf. Annexe N°6), ou par le VITEK® 2 Compact (Mode opératoire.cf. Annexe 3).
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Figure 8: Schéma de diagnostic de S. aureus au Laboratoire
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Figure 9: Colonies de S. aureus sur Uriselect. Image du Laboratoire Rodolphe
Mérieux

Figure 10: Colonies de S. aureus sur Gélose au sang (COS). Image du Laboratoire
Rodolphe Mérieux
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Figure 11: Colonies de S. aureus sur gélose PV X Poly-vitex (Chocolat). Image du
Laboratoire Rodolphe Mérieux
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B

Figure 12: Colonies de S. aureus sur gélose Chapman (MSA). Image du Laboratoire
Rodolphe Mérieux
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5.6.2.5. Identification et test de Sensibilité aux antibiotiques

Les Automates
VITEK® 2 Compact

Figure 13: Instrument VITEK® 2 Compact. Image du Laboratoire Rodolphe
Merieux
L’automate VITEK® 2 Compact de bioMérieux est utilisé depuis 2011 pour 1’identification de
des bactéries et la détermination de la sensibilité des différentes souches aux antibiotiques.
Dans le cadre de notre travail, nous avons utilisé la carte d’identification GP (Gram positif)

ainsi que la carte d’antibiogramme AST-P580.

La carte d’identification Gram positif (GP) du VITEK® 2 s’utilise avec les Systémes VITEK®
2 Compact pour I’identification automatique des germes a Gram positif fréquemment
rencontrés en microbiologie clinique.

Elle se base sur des méthodes biochimiques établies et de nouveaux substrats développés. Il
existe 43 tests biochimiques mesurant ['utilisation des sources de carbone, 1’activité
enzymatique et la résistance. Les résultats d’identification définitifs sont obtenus en 8 heures
maximum environ [67].
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La carte d’antibiogramme (AST) pour les VITEK® 2 Systems est une méthode de test
automatique qui repose sur la technique de détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) rapportée par MacLowry Marsh et Gerlach. La carte d’antibiogramme est
une version miniaturisée et abrégee de la technique de double dilution pour les valeurs CMI
déterminées par micro dilution [67]. Mode opératoire de 1’utilisation du VITEK® 2 (cf.
Annexe 3)

5.6.2.6. Dépistage du SARM par le VITEK® 2

La carte d’antibiogramme (AST P580) pour le VITEK® 2 Compact contient le test
Cefoxitin Screen. Ce test est basé sur la méthode de diffusion du CLSI (Clinical &Laboratory
Standards Institute) pour la recherche du géne mecA. Ce test est ainsi utilisé pour la recherche
des SARM depuis 2011.

5.6.2.7. Le test de la résistance inductible a la clindamycine

La carte d’antibiogramme (AST P580) pour le VITEK® 2 comporte aussi le test pour
la recherche de la résistance inductible a la clindamycine (Test ICR).
Un test ICR positif indique une résistance inductible MLSg qui confere une résistance aux
macrolides, aux lincosamides et a la streptogramine de typeB. Un isolat avec un test ICR
positif doit étre rapporté comme résistant a la clindamycine. Néanmoins, la clindamycine peut
demeurer efficace chez certains patients. Si le test ICR est positif et que le résultat de la
clindamycine est sensible ou intermédiaire, le résultat de la clindamycine sera attribué
résistant par le test ICR (en mode CLSI® ou Utilisateur, selon le CLSI®)[67].

5.6.2.8. mini API ®

L’automate mini API® de bioM¢érieux est utilisé pour 1’identification de la bactérie et la
détermination de la sensibilité aux antibiotiques.

Principe de fonctionnement

Le Mini API permet deux types de lecture.

Turbidimétrie : mesure de I’intensité de la lumiére transmise (T) inversement
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proportionnelle & la croissance bactérienne.
Néphélémétrie : mesure de I’intensité de la lumiére diffusée (D) a 30°C directement
proportionnelle a la croissance bactérienne.

Ces deux mesures permettent d’évaluer la densité bactérienne dans chaque cupule.

5.6.2.9. Méthode de diffusion en milieu gélosé des disques imprégnés d*antibiotiques

Ce procédé définit l'utilisation de la méthode de diffusion des disques imprégnés
d'antibiotiques in vitro selon Kirby- Bauer pour tester la sensibilité, d'importants isolats en
clinique. Les résultats de cet examen peuvent aider les medecins dans la sélection de
I'antibiotique approprié pour la thérapie.

e Principe : La méthode de diffusion des disques selon Kirby- Bauer est basée sur
I'observation qu'il y a une corrélation entre la concentration minimale inhibitrice (CMI) et le
diamétre de la zone d'inhibition de croissance bactérienne autour d'un disque d'antibiotique.
La taille de la zone d'inhibition de croissance est déterminée par la sensibilité du micro-
organisme a l'antibiotique, la concentration du disque d'antibiotique, le taux de diffusion de
I'antibiotique du disque et le taux de croissance du micro-organisme. En standardisant les
conditions du test (exemple : préparation d'un seul antibiotique contenu dans le disque, milieu
de culture spécial, atmosphere et durée d'incubation) et avec une concentration du micro-
organisme du test, la zone d'inhibition mesurée sera corrélée avec la sensibilité du micro-
organisme a l'antibiotique (exemple : plus la zone est grande, plus le micro-organisme est
sensible). Le test doit étre exécuté exactement comme décrit sinon les résultats ne seront pas

précis.
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Figure 14: Images de I’antibiogramme selon la méthode de diffusion en milieu gélosé.
Image du Laboratoire Rodolphe Mérieux

Les antibiotiques utilisés :
PEN: Penicilline OXA: Oxacilline GEN : Gentamicine ERY :Erythromycine

FOS :Fosfomycine RFA:Rifampicine FUC :Acide fusidiqgue VAN: Vancomycine TEC:
Téicoplanine SXT:Cotrimoxazole TOB:Tobramycine ; TET:Tetracycline ;
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5.6.3.Phase post analytique

5.6.3.1. Validation Biologique

Réservée au biologiste ou ses assistants, elle s’effectue en confrontant I’ensemble des
résultats avec les éléments cliniques apportés par la discussion avec le médecin prescripteur.

Elle est objectivée par la signature du compte-rendu.

5.6.3.2. Rendu de résultat

Toutes les informations recueillies lors de la phase analytique sont notées sur la fiche de
paillasse. Le résultat de I’antibiogramme est directement imprimé a partir du VITEK® 2
Compact. L’ensemble des résultats seront saisis sur le systéme informatique CODAT. Dans
certains cas, le résultat peut étre communiqué par téléphone au clinicien en charge du patient.

Cependant, seul lebiologiste est en mesure de téléphoner ou ses assistants.

5.6.3.3. Conservation des bactéries
Aprés identification et réalisation de 1’antibiogramme, les souches de SARM et de SARV ont

été conservées (conféré annexe N°5 procédure de conservation des souches).

5.7. ASPECTS ETHIQUES

Les analyses ont été effectuées en respectant les régles de bonnes pratiques de laboratoire.
L’anonymat et la confidentialité des patients ont €té respectés conformément aux regles
d’éthique médicale. En effet les noms et prénoms des patients n’ont ét¢ mentionnés dans
aucun document permettant de faire le lien avec le résultat.

Les références bibliographiques n’ont pas fait 1’objet de modifications.

Il n’y a pas de conflit d’intéréts dans cette étude.

5.8. COLLECTE DES DONNEES

Les donnees ont été principalement collectées a partir des résultats rendus sur le systéeme
informatique CODAT. Elles sont complétées avec certaines informations sur les fiches de

paillasse et accessoirement du VITEK® 2 Compact.

42
Bakary N’tji Diallo. Faculté de Pharmacie. Bamako Mali



Evolution de la résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques au Centre d’infectiologie Charles
Meérieux de 2006 a 2015

5.9. SAISIE ET ANALYSE DES DONNEES

Le texte est saisi avec le logiciel Microsoft Word (version 2007 et 2013). Les données ont été
saisies et analysées a I’aide du logiciel Microsoft Excel (version 2007 et 2013). Les figures
furent réalisées a I’aide du logiciel Microsoft Excel (version 2013). Le test de y2 a été utilisé

pour comparer nos proportions avec un p significatif < 0,05.
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6. RESULTATS

6.1. RESULTATS GLOBAUX

Au cours de la période d’étude (2006-2015), un total de 711 souches de Staphylococcus
aureus a été isolé au Laboratoire Rodolphe Mérieux. Ces bactéries ont été principalement
isolées des pus de plaie, les hémocultures, les urines et les liquides biologiques ne
représentant qu’une part mineure.

Les prélevements provenaient du Centre Hospitalo-universitaire Gabriel Touré, de I’hopital
du Point G, de I’hdpital du Mali et des autres structures de santé¢ communautaire.

La majeure partie des résultats descriptifs concernera la partie prospective de 1’étude (année
2015). Cette années 62 souches avaient étés isolées, dont 31% étaient résistants a la

méticilline, et 7% étaient résistants a la vancomycine.

6.2. RESULTATS DESCRIPTIFS

6.2.1.Répartition du nombre de S. aureus isolé selon les années

100
30

90 83 83
78
80 77

67
70 62 62

57
60 57

50

40

30

Nhre de souches isolées

20
10

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Années

Figure 15: Répartition du nombre de S. aureus isolé selon les années

Environ, entre 50 et 90 souches de S.aureus sont isolées par an au LRM.
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6.2.2.Origine des prélévements

Origine des prélevements

= HOPITAL DU MALI

= HOPITAL GABRIEL TOURE
= HOPITAL POINT G

= AUTRES

Figure 16: Répartition des 62 souches de Staphylococcus aureus isolées en 2015 selon
I'origine du prélévement

L’essentiel des prélévements venait des structures de milieu communautaire (84%), les
hdpitaux ne représentaient qu’une part mineure (hépital du Point G 6%, hépital Gabriel Toure
8% et I’hopital du Mali 2%).

6.2.3. Répartition des souches de S. aureus selon les types prélévements

3% 3%

= HEMOCULTURE
= PUS
= URINE

Figure 17: Répartition des 62 souches de Staphylococcus aureus isolées en 2015 selon
le type de prélévement.
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La majorité des prélevements (94%) fut regroupée sous la dénomination PUS. Seules 2 urines
et 2 hémocultures completent les échantillons.

Les pus concernaient une diversité de sites atteints : les plaies, les pus d’oreille, de gorge, les
abceés (du cou, abcés du crane, abces de la cuisse) adénopathie suppurante, ascite, empyéme
cérébrale opeérée, épanchement péricardique, infections post- opératoires, l1ésions tumorales de
I’aisselle, liquide (articulaire, pleural, prostatique, synovial) ostéite, perte urétrale,

polyarthrite fébrile, sécrétions bronchiques...

6.2.4.Répartition des souches de S. aureus selon le sexe et I’Age du patient

Les infections a Staphylococcus aureus ont été le plus retrouvées chez les hommes avec

66%. Le ratio hommes/femmes était de 1,9.
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Figure 18: Répartition de 62 souches de Staphylococcus aureus isolées en 2015 selon
I'age des patients

La tranche d’age 30 a 39 ans représentait le taux le plus élevé d’infection avec 21%. Elle était
suivie des tranches 20 & 29 ans et 40 a 49 ans avec 18% chacun. Le taux le plus bas a été noté
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dans la tranche d’age des plus de 70 ans. La moyenne d’age était de 36 ans avec des extrémes
de 1 an et 80 ans.

6.2.5. Résistances aux antibiotiques des souches de S. aureus
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Figure 19: Résistances aux antibiotiques des 62 souches de S. aureus isolés en 2015

PEN: Penicilline OXA: Oxacilline GEN : Gentamicine ERY :Erythromycine

FOS :Fosfomycine RFA:RifampicineFUC :Acide fusidiqgue VAN: Vancomycine TEC:
Téicoplanine SXT:Cotrimoxazole MOX: Moxifloxacine LNZ :LinézolideTIG :Tigecycline
MUP :Mupirocine ;

S : sensible I : Intermédiaire R : Résistant

Le taux de SARM était de 31 % (19). La résistance aux antibiotiques de ces SARM était
croisée avec toutes les autres béta-lactamines.

Les antibiotiques les plus actifs furent la vancomycine (7% de résistance), la fosfomycine (8%

de résistance), la tigecycline (2% de résistance), et la mupirocine (3% d’intermédiaire).

Toutes les souches étaient résistantes a la pénicilline (100% de résistance). Les autres
antibiotiques les moins actifs furent la rifampicine, la doxycycline (69% de résistance), le

cotrimoxazole (63% de résistance) et I’érythromycine (62% de résistance).
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Pour la rifampicine, la majorité des souches présentait une résistance intermédiaire (92%).

6.2.6. Résistances aux antibiotiques des souches SARM
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Figure 20: Résistances aux antibiotiques des 19 souches
SARM en 2015

PEN: Penicilline OXA: Oxacilline GEN : Gentamicine ERY: Erythromycine
FOS :Fosfomycine RFA: Rifampicine FUC :Acide fusidique VAN: Vancomycine TEC:
Téicoplanine SXT:Cotrimoxazole MOX: Moxifloxacine LNZ :LinézolideTIG :Tigecycline
MUP :Mupirocine

S : sensible | : Intermédiaire R : Résistant
Les SARM ont montré des taux assez élevés de résistance.
La résistance de ces SARM était croisée avec toutes les béta-lactamines. Les antibiotiques les
plus actifs furent la vancomycine (13% de résistance), la fosfomycine (16% de résistance), la

tigecycline (0% de résistance), et la mupirocine (0%de résistance).

Les antibiotiques les moins actifs furent la rifampicine, le cotrimoxazole (70% de résistance)
et I’érythromycine (73% de résistance), penicilline G (100% de résistance) et I’oxacilline
(100% de résistance).

Pour la rifampicine, la majorité des souches présentait une résistance intermédiaire (84%).
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6.2.7. Résistances aux antibiotiques des souches SASM
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Figure 21: Résistances aux antibiotiques des 43 souches de SASM en 2015

Toutes les souches sensibles a la meticilline restent résistantes a la pénicilline. Les
antibiotiques les plus actifs furent la vancomycine (5% de résistance), la tigecycline (3% de

résistance), et la mupirocine (4% de résistance).

Les antibiotiques les moins actifs furent la rifampicine, le cotrimoxazole (56% de résistance)
et I’érythromycine (56% de résistance).

Pour la rifampicine, la majorité des souches présentait une résistance intermédiaire (95%).
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6.2.8. Résistance comparée aux antibiotiques des souches SARM et SASM
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Figure 22: Résistance comparée aux antibiotiques des souches SARM et SASM

GEN : Gentamicine ERY : Erythromycine FOS :Fosfomycine RFA: Rifampicine
FUC :Acide fusidique VAN: Vancomycine TEC: Téicoplanine SXT:Cotrimoxazole MOX:
Moxifloxacine LNZ :LinézolideTIG :Tigecycline MUP :Mupirocine

S : sensible | : Intermédiaire R : Résistant

Les SARM se sont montrés plus résistants aux antibiotiques que les souches de SASM.

Pour la rifampicine, le méme phénomeéne de résistance a été observé, la majorité des souches
de S. aureus ont eu une résistance intermédiaire par rapport a cette molécule.

Les antibiotiques les plus actifs sur les deux phénotypes furent la fosfomycine, I’acide
fusidique, la vancomycine, le tigecycline et la mupurocine. Tous les SARM étaient sensible
au tigecylcine et a la mupurocine. Cependant, il y a une souche SASM résistante a la

mupurocine et une autre résistante au tigecycline.
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6.2.9. Evolution des taux de SARM et de SARV depuis 2006
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Figure 23: Evolution du taux de SARM et de SARV de 2006 a 2015

6.2.10. Résistance a la vancomycine chez les souches de SARM

Tableau I1: Evolution du taux de SARM et de SARV de 2006 a 2015

TOTAL Souches (Nbre testé)%SARM | (Nbre testé)%SARV

2006 (52)27% (52)0%
2007 67 (65)22% (64)0%
2008 83 (83)22% (83)0%
2009 78 (78)21% (78)0%
2010 83 (83)20% (83)0%
2011 90 (90)34% (89)2%
2012 77 (76)28% (73)7%
2013 62 (61)25% (62)13%
2014 57 (57)44% (56)16%
2015 62 (62)31% (55)7%
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Tableau I11: Evolution des taux de SARM et de SARV depuis 2006 sur des périodes
de 5 ans

Périodes %SARM %SARV
2006-2010 22% 0%
2011-2015 32% 9%

Les SARM et de SARV ont eu des fréquences de résistance assez stationnaires jusqu’en 2010
(environ 20% pour le SARM et 0% pour le SARV). A partir de 2010, les taux ont
constamment augmenté pour les deux phénotypes de bactérie pour atteindre un pic de 44% en
2014 pour le SARM et un pic de 16% pour le SARV la méme année. Enfin les fréquences ont
notablement chuté en 2015.

La moyenne des souches SARM isolées était de 27% sur la décennie de 2006 a 2015 sur 711
souches Staphylococcus aureus. On a observé une différence entre les deux périodes
quinguennales 2006-2010 avec 22% de SARM et 2011-2015 avec 32%. On note également
que les souches résistantes a la vancomycine ont commencé a apparaitre durant cette derniere

période.
6.2.11. CMI des souches résistantes a la vancomycine

Tableau IV: Association de la résistance a la méticilline et a la vancomycine

2011-2015 Phénotypes SARM SASM Total
Vanco-R 18 12 30
Vanco-S 93 224 317

Total 111 237 348

Sur un total de 30 souches de S. aureus résistantes a la vancomycine, 18 étaient des SARM
contre 12 qui restaient sensibles a la méticilline. Les SARM sont plus associés a la résistance

a la vancomycine que les souches SASM (p <0.05).

Tableau V: Répartition de la CMI des souches résistantes a la vancomycine

CMI (ug Nbre de
/ml) Souches Pourcentages
4 8 26%
8 6 19%
16 1 3%
>=32 16 52%
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Sur 31 souches dont les CMI (ug/ml=) avaient été déterminées, 16 (52%) avaient une CMI >=32
Hg/ml. La moitié des souches résistantes a la vancomycine était ainsi des souches VRSA. Sept de ces

31 souches avait une CMI entre 8 pug/ml et 16 Lg/ml, constituant ainsi les souches VISA.

6.2.12. S. aureus et résistance inductible a la clindamycine (Souches de 2012-2013)

Tableau VI: S. aureus et résistance inductible a la clindamycine

Résistance a la clindamycine 2012-2013 TOTAL (n=146)

ERY-S CLI-S 103(71%)
ERY-R CLI-R (MLSg constitutive) 12(8%)
ERY-R CLI-Si (MLSg inductible) 13(9%)
ERY-R CLI-S 18(12%)

Dans notre étude (sur les souches de 2012 et 2013 ayant passé le test ICR) nous avons
trouvé un taux de résistance a 1’érythromycine de 29%. Parmi ces souches 12 (8%) avaient
une résistance constitutive a la clindamycine, et 13(9%) avaient une résistance inductible a la
clindamycine.

Enfin 18(12%) avaient une vraie sensibilité a la clindamycine.

Tableau VI1: Association de la résistance a la clindamycine et la résistance a la
méticilline

Résistance a la méticilline

Résistance a la clindamycine 2012-2013 SARM(n=30) SASM(n=116) TOTAL(n=146)

ERY-S CLI-S 9(30%) 94(81%) 103(71%)
ERY-R CLI-R (MLSg constitutive) 11(37%) 1(1%) 12(8%)
ERY-R CLI-Si (MLSs inductible) 5(17%) 8(7%) 13(9%)
ERY-R CLI-S 5(17%) 13(11%) 18(12%)
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Les phénotypes MLSg constitutive étaient beaucoup plus répandus chez les SARM que chez
les SASM avec respectivement 37%(11) contre 1(1%). La différence est extrémement
significative avec un p<0,0001.

Par contre, il n’y avait pas de différence significative entre les SARM et les SASM pour le
phénotype MLSg inductible p=0,142139.

6.2.13. Evolution de la fréquence de résistance des autres antibiotiques testés de 2006 a
2015

Tableau VIII: Evolution du taux de résistance des S. aureus aux autres antibiotiques
testés de 2006 a 2015

Années PEN GENT |TET ERY FOS |RFA |FUC

2006 52 96% 18% 13% 64% 26% 35% 23% 8% 7% 17% 22% 0% 24%
2007 67 95% 20% 6% 62% 13% 32% 20% 2% 7% 0% 20% 5% 19%
2008 83 9% 12% 12% 58% 14% 33% 1% 0% 9% 4% 10% 1% 36%
2009 78 95% 15% 10% 61% 12% 44% 20% 3% 11% 10% 16% 3% 37%
2010 83 89% 16% 12% 55% 13% 62% 25% 3% 9% 11% 11% 7% 31%

2011 90 90% 22% 18% 63% 17% 51% 7% 13% 9% 13% 12% 29%
2012 I 98% 15% 15% 66% 31% 10% 32% 11% 8% 39%
2013 62 100% 3% 2% 79% 32% 3% 100% 8%  16% 37%
2014 57 100% 10% 6% 2% 40% 0% 100% 9% 29% 49%
2015 62 100% 20% 62% 8% 100% 20% 27% 63%

PEN : Pénicilline G ; GEN : Gentamicine TOB : Tobramycine FOS :Fosfomycine TET:
Tétracycline RFA: Rifampicine FUC :Acide fusidiqgue MIN: Minocycline TEC:
Téicoplanine SXT:Cotrimoxazole MOX: Moxifloxacine ERY: Erythromycine PRI:
Pristinamycine LIN: Lincomycine
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7. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

7.1. Meéthodologie

7.1.1. Les préeléevements

Tous les renseignements cliniques complets n’étaient pas disponibles pour tous les
prélevements. Ce manque de données ne nous a pas permis de préciser les types exacts des
différents preléevements. Les différents écouvillonnages provenaient de différents sites variés :
plaies, pus d’oreille, de gorge, abcés (du cou, du crane, de la cuisse), adénopathies
suppurantes, ascite, empyéme cérébral opéré, épanchement péricardique, infections post-
opératoires, 1ésions tumorales de 1’aisselle, liquide (articulaire, pleural, prostatique, synovial),
ostéite, perte urétrale, polyarthrite fébrile, sécrétions bronchiques..... Ils sont regroupés sous

la dénomination de « PUS ».

Aussi, I’origine hospitaliére ou communautaire des prélévements ne pouvait étre déterminée a
partir des renseignements cliniques disponibles sur les demandes d’analyses. Certaines
demandes d’analyses provenaient distinctement des différents hopitaux (Kati, Point G...).
Cependant, ces demandes pouvaient concerner aussi des patients ambulants vus en

consultation dans ces structures.

7.1.2. Identification des souches

L’identification était faite par 1’étude des caractéres bactériologiques et biochimiques de la
bactérie : cocci Gram positif, fermentant le mannitol, avec production d’une coagulase. Le

milieu Chapman était utilisé pour la culture.

En plus du test de la coagulase, une identification finale était réalisée avec la carte GP57 de
’automate VITEK® 2 Compact. Les souches de S. aureus furent identifiées avec une

probabilité entre 85% (identification acceptable) et 99% (excellente identification).

La mise en évidence de la coagulase reste une étape importante dans le diagnostic de S.
aureus dans les laboratoires d’analyses biomédicales. Le cotit élevé du plasma lyophilisé de
lapin utilisé dans le cadre de I’identification des souches de Staphylococcus aureus constitue
une des raisons d’inadéquation entre les dépenses et les recettes des laboratoires d’analyses
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biomédicales [68]. Une étude béninoise a permis d’établir le plus petit volume de plasma de
lapin capable de révéler la présence de la staphylocoagulase libre. Selon les résultats, le
volume de plasma de lapin peut-&tre donc réduit de 0,5 a 0,2 ml sans aucun impact sur la
qualité du résultat [68]. Pour nos pays aux contextes économiques difficiles, cela permettrait

certainement de réduire les codts de diagnostic dans les laboratoires d’analyses biomédicales.

La détection de la résistance hétérogene a la méticilline peut étre difficile en raison de la
présence de deux sous-populations bactériennes (une sensible et 1’autre résistante a la
méticilline). Dans ces cas, les cellules exprimant I’heterorésistance se développent plus
lentement et pourraient passer inapergues a des températures supérieures a 35°C. C’est pour
cette raison que le CLSI recommande 1’incubation des souches pour la recherche de SARM a
des températures entre 33 et 35°C, pendant 24 heures [69]. Dans notre méthodologie, les
cultures étaient incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures, ce qui peut conduire a une

insuffisance dans la détection des SARM heteroresistants.
7.1.3. Importance du test de cefoxitin screen.

La recherche des souches de SARM a partir de I’automate VITEK® 2 Compact fut
réalisée avec le test Cefoxitin Screen. Ce test est basé sur la méthode de diffusion du CLSI
(Clinical & Laboratory Standards Institute) pour la recherche du géne mecA. Il fut ainsi
utilisé pour la recherche des SARM a partir de 2011. Ce test de Cefoxitin Screen a montré
une sensibilité de 99% et une spécificité de 96% [67]. Le taux de détection du « phénotype
résistant a la Méticilline » d’une souche de S. aureus est plus élevé avec le disque de
Céfoxitine qu’avec celui de I’Oxacilline [71]. Ce test a ainsi permis une identification

rigoureuse des souches de SARM.

7.1.4.La recherche de la résistance inductible a la clindamycine

Dans les infections a SARM, et aussi pour des patients allergiques a la pénicilline, la
clindamycine est une bonne alternative notamment dans les infections cutanées et des tissus
mous. En plus, cette molécule a des paramétres pharmacologiques permettant une bonne
biodisponibilité. Des échecs thérapeutiques dans certains traitements avec la clindamycine
furent rapportés. Ces souches étaient résistantes a 1’érythromycine et sensible a la
clindamycine. Cependant, elles possédaient une résistance inductible a la clindamycine, cause

de I’échec thérapeutique in vivo par sélection de mutants résistants [72].
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Ainsi pour une souche sensible a la clindamycine, il est important de rechercher le caractére
inductible de cette résistance.

7.1.5.L’antibiogramme

Au niveau de I’antibiogramme avec I’automate VITEK® 2 Compact, les souches furent
reparties en sensibles, intermédiaires ou résistantes en fonction de leur CMI selon les
recommandations de EUCAST ou du CLSI.

Avec I’antibiogramme selon la méthode de Kirby- Bauer la détermination de la résistance
était basée sur les recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie. Le manque de certains disques d’antibiotiques n’a pas permis d’obtenir des
statistiques pour certaines molécules en 2015. Les molécules suivantes : tobramycine,
doxycycline, tetracycline , lincomycine, clindamycine, pefloxacine et norfloxacine n’ont pu

étre testées sur toutes les souches isolées en 2015.

7.2. Résultat

7.2.1.0rigine des prélévements

Les hopitaux ne représentaient qu’une part minime des prélevements, 16% pour
I’ensemble des hopitaux (hopital du Point G 6%, hopital Gabriel Toure 8% et 1’hépital du
Mali 2%). Ces souches pouvaient aussi provenir de patients vus en consultation dans ces
hopitaux. La plupart des échantillons (84%) provenait des autres structures communautaires.
Ce faible pourcentage des principaux hépitaux laisse une présomption de forte proportion de

souches communautaires.

Depuis la fin des années 80, des études ont montré 1’existence de SARM chez des sujets qui
n’avaient jamais été hospitalisés. La transmission des SARM en milieu communautaire
pourrait intervenir lors des soins a domicile ou au cabinet des médecins de ville. De plus, la
transmission entre les membres d’une méme famille a été démontrée, a partir d’une personne
hospitalisée récemment ou appartenant au personnel soignant d’un établissement de soins
[73].
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7.2.2. Infections & S. aureus

D’aprés nos résultats, la majeure partie des souches furent isolées des « PUS ». La fréquence
de S. aureus dans nos prélévements reste tres faible (3%). Ces résultats concordent avec ceux
de TONY en 2014 ou la part de S. aureus dans les infections urinaires était de (0.5%). Ces
données sont aussi en accord avec la littérature ou la proportion de S. aureus reste faible dans
les infections urinaires.

Cependant, ces résultats discordent avec ceux de DICKO et de TCHOUGOUNE ou les S
.aureus provenaient principalement des urines avec respectivement des taux de 54,4% et 45 %
[74].

7.2.3.Répartition des infections a S. aureus selon le sexe.

Les infections staphylococciques sont retrouvées plus chez les hommes avec un taux de
66%. Le sexe ratio (hommes/femmes) étant de 1,9. Le méme constat est fait par HANANE
[73] avec 69 souches (56.66%) chez les hommes et 53 souches (43.44%) chez les femmes sur
un total de 122 souches. Ces résultats sont confirmés par plusieurs autres études antérieures
[75].

Par ailleurs, DIALLO a trouvé une prévalence du portage nasal de S. aureus plus élevée
chez les femmes que chez les hommes (avec 26% contre 15,9% de portage positif pour les
femmes) [76].

7.2.4.Résistances aux antibiotiques

7.2.5. Les béta-lactamines

Toutes nos souches de 2015 se sont révélées étre résistantes a la pénicilline G. Ce résultat
confirme les données de la littérature ou les taux de résistance sont élevés (80% a 95%). Au
Mali, DICKO en 2009 [74] et TCHOUGOUNE en 2007 [77] avaient des taux
respectivement de 88% et 85%. Egalement en 2007 DIOUARA [78] avait trouvé un taux de
résistance a la pénicilline de 86,25 %. Encore toutes les autres souches isolées en 2014 et
2013 étaient résistantes a cette molécule. 1l faut remonter en 2012 pour retrouver une souche
qui lui était sensible. Ces données montrent I’accentuation du niveau de résistance par rapport
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a cette molécule. Nos souches SARM aussi bien que celles SASM avaient le méme niveau de

résistance a la pénicilline.

Dans notre étude, la moyenne de SARM était de 27% des souches de Staphylococcus aureus
isolées sur la décennie de 2006 a 2015 avec 711 souches. On a observeé une différence entre
les deux périodes quinquennales 2006-2010 avec 22% de SARM et 2011-2015 avec 32%.
Dans d’autres études au Mali, les pourcentages de SARM ¢étaient de 58,9% chez DICKO [74],
42,5% chez TCHOUGOUNE [77] en 2007. Nos taux sont bien inférieurs a ceux observés par
ces derniers.

En Afrique de 1’Ouest, les taux varient entre les pays. Dans une étude béninoise sur 508
prélévements d’urines et de sécrétions cervico-vaginales, la fréquence de S. aureus était de
12,4% dont 87,3% étaient résistants a la méticilline [79]. Au Sénégal, selon le rapport 2013 de
I’Institut Pasteur de Dakar le taux de SARM était de 7,8%. Au Burkina, en 2008 20% des
souches de staphylocoques était résistant a 1’oxacilline [81]. En cote d’ivoire, dans une étude
réalisée & Bouaké [82] le taux de SARM eétait de 5,5% par contre d’autres études indiquent
des taux a 39% [83]. Au Maroc, entre 2008 et 2012 au CHU Hassan 2, le taux d’isolement des
souches de SARM était de 5,2% .Ainsi nos taux restent bien supérieurs a ceux de ces
derniers.

D’une maniére générale en Afrique, le taux de SARM est en augmentation depuis les années
2000 [83].

Selon le dernier rapport de I’OMS sur la résistance aux antibiotiques, les taux globaux de
SARM varient entre 20% et 80%, certaines régions dépassant méme les 80% [5].

Selon ce méme rapport, le taux de SARM en France en 2011 est de 20,1% (sur 4716 isolats
invasifs). Cependant, ce taux est en constante baisse de 33% en 2002 a 17% en 2014 [84].
Quant aux Etats Unis, le taux de SARM était de 51,3% (sur 12327 isolats issus d’infections
associées aux soins entre 2009 et 2010) [5].

Les taux les plus bas sont observés en Europe du Nord (Danemark 1,2%, Finlande 2,9%, la
Hollande 1,4%, la Norvége 0,3%) [5]. Ces pays ont mis en place des politiques de contréle
des SARM depuis les années 80. Cette politique a été reconnue comme une des causes
principales de la quasi disparition des SARM dans ces pays. Au Pays-Bas par exemple, le
taux de SARM reste inférieur a 1%, et cela, pendant de nombreuses années. La politique de
« Search and destroy » mise en place est ainsi un succes. Elle repose sur I’isolement préventif

de toutes les personnes a risques, le dépistage, le traitement des infections, et la désinfection
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des services et du matériel colonisé [73]. La mise en place de ces genres de mesures de
contrdle a été un succes dans plusieurs pays européens et en Amérique du Nord. En France, la
proportion de SARM parmi les souches cliniques de S. aureus a diminué de 41% en 1993 a
26,6% en 2007. Ce taux serait de 17% en 2014 [84]. En 2012, aux Etats Unis, sur I’incidence
de base du calendrier 2007-2008, il y avait une diminution de 30% des cas de SARM [85]. De
méme, les chiffres affichés par d’autres pays comme la Belgique, I’ Allemagne ou 1’ Angleterre

montrent des baisses significatives des taux de SARM [75].

Le dépistage des porteurs de SARM a I'admission a I'hopital est communément admis comme
I’un des moyens les plus efficaces dans la lutte contre la dissémination des infections a
SARM. Cela permet d’identifier les porteurs et les réservoirs afin de prendre des mesures
rapides de prévention en particulier dans les services de soins intensifs. Cependant, ce
dépistage dans notre contexte posséde un codt important par rapport aux raisons de sa

motivation.

7.2.6.Résistances aux glycopeptides

La vancomycine représente toujours 1’un des traitements de choix face aux infections a
SARM. Dans notre étude, on a observé I’émergence de souches résistantes a la vancomycine
a partir de 2011. Jusqu’a présent peu d’études avaient évalué la sensibilité des souches de S.
aureus a la vancomycine. Durant la période 2011-2015, on note en moyenne 9% de souches
résistantes a cette molécule. On peut noter une Iégere augmentation de la fréquence de
résistance a cette molécule durant les 5 derniéres années (2011-2015). Méme si elle reste bien
active par rapport aux autres molécules, I’apparition de cette resistance est assez inquiétante
vue que I’utilisation de cette molécule en therapeutique est réservée au Mali.

En 2005, DIALLO [76] a observé un taux de résistance a la vancomycine de 5% sur 102
souches isolées a 1’hopital du Point G. En 2014, sur les Staphylococcus aureus isolés de pus
diabétiques au Laboratoire Rodolphe Mérieux de janvier a décembre 2013, 5,5% étaient

résistantes a la vancomycine [86].

AMINE avait observé 0% de résistance a la vancomycine, en 2014 en Algérie [75]. Au
Sénégal en 2013, I’Institut Pasteur a rapporté 0% de souches résistantes a la vancomycine sur
113 souches [87].
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Les taux de résistance restent faibles (<10%) d’une mani¢re générale dans la plupart des pays
africains [83].

Par ailleurs, I’émergence de la résistance a la teicoplanine, 27% pour les souches de S. aureus
en genérale et 40% chez les SARM est aussi inquiétante. La résistance a cette molécule
n’existait pas en 2009, et pendant les années antérieures. Elle a connu une augmentation
soutenue jusqu’en 2015, passant de 7% en 2009 a 27% en 2015.

Sur 31 souches dont les CMI avaient été déterminées, 16 (52%) avaient une CMI >=32 pg/ml.
On avait donc une prédominance de souches VRSA. De plus, ces souches sont en
augmentation depuis 2011.

Par ailleurs, 18 des 30 souches résistantes a la vancomycine étaient des SARM. La proportion
de SARM était ainsi plus élevée que celle de SASM parmi les souches résistantes a la

vancomycine.

7.2.7.Résistance aux autres antibiotiques

La gentamicine est restée assez bien active sur I’ensemble de nos souches de Staphylococcus
aureus. Le taux le plus élevé de résistance était observé en 2015 avec 20% de souches
résistantes. La méme année, la différence entre les souches SARM et SASM par rapport a
cette molécule n’était pas remarquable. Mais cette différence 1’était durant les années
antérieures avec des écarts de sensibilité trés remarquable notamment en 2011, 48% de
souches résistantes chez les SARM contre seulement 2% de souches résistantes chez les
SASM.

Au Mali, DIALLO avait trouvé 2% de souches résistantes a cette molécule [76], par contre
DICKO avait trouvé seulement 42,3% de souches résistante a la gentamicine et ces SARM
étaient encore plus résistantes avec seulement 25% de souches sensibles [74]. Chez
TCHOUGOUNE, le taux de résistance était de 28%, un taux qui monte a 60% chez les
SARM [77]. Cette molécule garde ainsi une certaine activité sur les SASM et sur les S. aureus
d’une maniére générale. Cependant, les taux de résistance chez les SARM restent assez

préoccupants.

En 2013, I’Institut Pasteur de Dakar a rapporté un taux de résistance a la gentamicine de
seulement 4,3% [87]. Les taux de résistance des SARM a cette molécule sont trés variables en

Afrigue (entre 0 et 100%) [83].
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En France, selon le rapport 2014 de Onerbra, la sensibilité du SARM a la gentamicine a
augmenté continuellement pour atteindre 91,1% en 2013, alors qu’elle n’était que de 12,2%
en 1993 [88].

L’érythromycine n’avait pas une bonne activité sur I’ensemble de nos souches de
Staphylococcus aureus avec 62% de résistance en 2015. DIALLO n’avait observé en 2007
que 5% (sur 102 souches) de résistance [76], comparativement a la méme annee, nous
enregistrions 32% de résistance (65 souches). Un taux similaire est enregistré par
TCHOUGOUNE la méme année, contre 49,8% chez DICKO en 2009 [74]. Ces taux étaient
encore plus élevés chez les souches de SARM que celles de SASM.

En Afrique, les taux de résistance des SARM a I’érythromycine restent d’une maniére
générale supérieure a 50% [83].

En France, la sensibilité a I’érythromycine a continuellement augmenté de 1998 a 2013,
passant de 29% a 63%.

Dans notre étude (sur les souches de 2012 et 2013 ayant passé le test ICR) nous avons trouveé
un taux de résistance a 1’érythromycine de 29%. Parmi ces souches 12 (8%) avaient une
résistance constitutive a la clindamycine, et 13 (9%) avaient une résistance inductible a la
clindamycine. La recherche de la résistance inductible a la clindamycine reste assez
importante. Ces observations montrent que sans la recherche de cette résistance, ces souches
auraient été rendues sensibles a la clindamycine. Des souches avec une résistante inductible a
la clindamycine peuvent développer une résistance a cette molécule en cours de traitement ce
qui conduirait a un échec thérapeutique [72]. Cette résistance doit &tre mise en évidence par le
D-test [89]. Contrairement a notre étude, le phénotype MLSg inductible est assez courant dans

les différentes études au Mali notamment chez les souches de SARM [76].

Pour la rifampicine, la majorité des souches présentait une resistance intermédiaire (92%).
Cette grande proportion de souches intermédiaire est apparue en 2013. Cette résistance
intermédiaire reste assez préoccupante, car les taux de résistance a cette molécule sont assez
faibles dans les différentes études [88].

Ce méme constat est valable pour le cotrimoxazole et le linezolide avec respectivement 63%
et 31% de résistance qui pourtant gardent une bonne activité selon plusieurs autres études
[88].
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Pour les fluoroquinolones, nous avons observé un taux de résistance a la moxifloxacine de
31%. Un taux qui monte a 57% chez les SARM. Egalement, dans 1’étude chez DICKO, la
ciprofloxacine n’était active que sur 33% des souches de S. aureus [74] par contre chez
TCHOUGOUNE, elle reste active sur 66% des souches [77]. La plus grande sensibilité était
observée chez DIALLO dont 99% des souches étaient sensibles a I’ofloxacine [76].

En Afrique, la sensibilité aux différentes molécules reste supérieure a 60% [83]. Par contre en
France, cette sensibilité a rarement dépassé les 12% [88].

Les tétracyclines sont restées peu actives avec des taux de résistances supérieures a 60% a
travers les différentes années. Un chiffre qui s’accentue encore plus chez les souches SARM.
Ce resultat est similaire a celui des autres études réalisees au Mali avec 68% de résistance a la
tétracycline en 2009 chez DICKO [74], 75% chez TCHOUGOUNE en 2007, et de méme
71% chez DIALLO. Cette molécule reste ainsi trés faiblement active au Mali sur les S.
aureus. Dans notre étude, seule la tigecycline a gardé une trés bonne activité avec rarement de
souches résistantes.

En Afrique, les taux de résistance a la tétracycline sont également assez élevés [83].

Outre la vancomycine, la clindamycine, la gentamycine, la tigecycline, les autres molécules
qui avaient une bonne activité sur nos souches furent la mupurocine, la pristinamycine, la
fosfomycine, 1’acide fusidique, la tobramycine et la minocycline. En effet, les taux de

résistances a ces molécules ont rarement dépassé les 15%.

Les taux de résistance de nos souches de Staphylococcus aureus sont en augmentation. Ce
constat est valable pour ceux des autres études réalisées au Mali. Ces taux sont la plupart du
temps encore plus accentués chez les SARM confirmant le caractére multirésistant de ces
souches. Aucune des molécules testées n’était active sur toutes les souches.

Au Sénegal, le taux de SARM est seulement de 7,8% selon le rapport 2013 de I’Institut
Pasteur de Dakar. Les S. aureus restent sensibles a la plupart des molécules avec seulement la
tétracycline (42,5%) et la pénicilline G 86% ayant des taux de résistance supérieurs a 10%
[81].

La non disponibilité, sur le marche, de certaines molécules encore actives sur les SARM
comme les streptogramines, les oxazolidinones ou encore les glycilcyclines (Tigécycline),
entraine 1’absence d’alternative pour traiter les infections a S. aureus et 8 SARM en

particulier. Dans ce contexte de choix limité les cliniciens finissent par utiliser les quelques
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molécules disponibles pour lutter contre les S. aureus : ciprofloxacine, gentamicine,
érythromycine. Ceci contribue & accentuer la pression de sélection et a faire augmenter la

résistance a ces antibiotiques.

Le rapport de I’OMS sur la résistance aux antibiotiques fait état de lacunes majeures dans le
suivi de la résistance aux antibiotiques dans la région africaine, des données n’étant
rassemblées que dans un nombre limité de pays. Bien qu’il ne soit pas possible d’évaluer la
véritable ampleur du probléme, compte tenu du manque de données, celles dont on dispose

sont assez préoccupantes [5].

Bakary N’tji Diallo. Faculté de Pharmacie. Bamako Mali
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8. CONCLUSION

Les taux de résistance ont augmenté d’une manicre générale notamment avec des molécules
comme I’érythromycine, la rifampicine, le cotrimoxazole, les tétracyclines, les
fluoroquinolones et la teicoplanine. D’autres molécules comme la gentamicine, la
tobramicine, la fosfomycine et ’acide fusidique n’ont pas connu d’évolution majeure.
Aucune diminution des taux de résistance n’est notable.

Cette étude a ainsi permis de mettre en évidence une augmentation de la résistance des
souches de S. aureus aux antibiotiques, plus accentuée encore chez le SARM, une

augmentation du taux de SARM et I’émergence des souches résistantes a la vancomycine.

% Recommandations au Centre d’Infectiologie Charles Mérieux :

- Améliorer les techniques de diagnostic bactériologiques et d’étude de la dissémination
des souches avec I’introduction des techniques moléculaires.

- Développer le systeme de surveillance de la résistance aux antibiotiques selon les
recommandations de I’OMS et en collaboration avec le Ministere en charge de la
santé.

- Améliorer le systeme informatique pour permettre et rendre plus facile 1’exploitation

des données disponibles.
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MODE OPERATOIRE DE LA TECHNIQUE DE
COLORATION DE GRAM

Principe

C’est la coloration de base en bactériologie et elle permet une classification des bactéries

selon leur structure. Elle est 1’une des caractéres essentiels de la classification des bactéries.

Plusieurs facteurs vont intervenir dans cette coloration :

La différence de composition chimique de bactéries ;

La différence de perméabilité de la paroi bactérienne a 1’alcool-acétone.
Matériel

Microscope ;

Blouse ;

Bac de coloration ;

Plaque chauffante ;

Bec bunsen ;

Centrifugeuse.

Consommable

Gants ;

Lames porte objet ;

Tube conique ;

Pipette pasteur.

Réactif

Colorants : violet de gentiane, le lugol, I’alcool-acétone, la fuchsine.

L’huile d’immersion.
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5. Nature du prélévement

Frottis d’un produit pathologique bien séché sur une lame.

6. Controle de qualité
Les lames positives (frottis préparés avec une souche de bactérie connue) sont conservées

et utilisées comme lames de référence.

7. Technique
La coloration de Gram se déroule en plusieurs étapes qui se succéde et consiste a :

= Fixer le frottis ;

= Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet, laisser agir une minute (violet de

gentiane) ;
= Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;
= Recouvrir la préparation de lugol, laisser agir une minute ;
= Rejeter le colorant puis laver a I’eau ;
= Décolorer a I’alcool-acétone ;

= Rincer a ’eau de robinet et recouvrir la lame de solution de fuchsine diluée, laisser

agir 30secondes ;

= Rejeter la Fuchsine, laver a 1’eau, égoutter, sécher entre deux feuilles de papier buvard

propres ;
= Lire le frottis coloré au microscope a 1’objectif x100 a ’huile d’immersion.

8. Reésultat
A la coloration de Gram :

= Bactéries Gram négatif : coloration rose
= Bactéries Gram positif : coloration violette

= | evures : forme ovale coloration violet
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MODE D’UTILISATION DU VITEK® 2 COMPACT

1.

Principe

Le systéme Vitek 2 Compact est destiné a 1’identification des bactéries et levures, ainsi

qu’a la réalisation d’antibiogrammes pour les bactéries significatives au plan clinique. Le

systéme comprend I’instrument Vitek 2 Compact, un ordinateur et une imprimante.

Le logiciel fourni par le systéme Vitek 2 Compact inclut des programmes d’analyses, de

gestion de données et un systéeme de contrdle de qualité afin de valider le kit test du Vitek 2

Compact.

2.

Mode opératoire

Prendre le flacon eau saline Vitek 2, introduire la dispensette ;

Prendre des tubes secs pour Vitek 2, y introduire dans les puits de la cassette ;

La cassette peut prendre jusqu’a 10 tubes soit 2x5 (identification+ antibiogramme) ;

Mettre dans chaque tube, 3ml de la solution saline du Vitek 2 a I’aide de la dispensette

préalablement réglée a 3 ml.

N.B :Pour un germe, deux tubes secs seront utilisés dont 1’un servira a 1’identification

et I’autre a I’antibiogramme ;

Sur une feuille vierge, porter la date et le numéro de 1’échantillon ainsi que le nom

approximatif du germe a identifier ;

A partir de la culture pure sur gélose (culture jeune 24 h), 4 1’aide d’une oese, prélever

quelques colonies et les introduire dans le tube sec contenant la solution saline ;
Homogénéiser la suspension et bien vortexer ;
A I’aide du densitométre, mesurer la concentration bactérienne a 0,5McFarland ;

Poser le tube contenant la suspension bactérienne en premiere position et faire suivre

celui prévu pour I’antibiogramme ;
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= Préparer la solution pour antibiogramme :
o Sila bactérie a identifier est a :

Gram positif, utiliser la micropipette calibrée a 280ul (bleue), Gram

négatif, utiliser la micropipette calibrée a 145ul (rouge) ;
o A partir de la suspension bactérienne, pipeter en fonction de la nature du germe
suspecté (BGN ou BGP) et diluer dans 3ml d’eau saline contenu dans le tube

voisin. On aurait ainsi préparé la suspension pour 1’antibiogramme.

» Placer la carte d’identification (soit GN, soit GP ou YST) et la carte pour
I’antibiogramme (soit AST- N, soit SST- P ou AST- Y) en fonction de la nature du

germe sur la cassette.

NB : différentes cartes utilisables :
o Streptocoques et entérocoques : ID: GP 67, réf 22226 ; ATB: AST-P 586, réf
22276

o Staphylocoques: ID GP: réf 21342. ATB : AST-P 580, réf 22233

o IDGN : réf 21341; ATB: non entérobactéries: AST- 222, réf 413083 ;
entérobactéries : AST-N 233, réf 413117

o Levures: ID :YST, réf 21343 ; ATB : AST-YSO01, réf 22108
* Auniveau de I’ordinateur de I’automate, a 1’apparition de la page principale ;
o Cliquer sur Vitek 2
o Mettre Identifiant : labsuper, lemot de passe : labsuper
o Cliquer sur geérer la cassette virtuelle
o Créer une cassette virtuelle
o ldentification de la cassette 1,2,...
o Lecture du code & barre de chaque carte a partir de la douchette
o Saisir les données de I’isolat ;
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o Entrer les informations de 1’isolat (numéro attribué au laboratoire, nom du germe si

déja identifié par d’autres techniques)
= Puis enregistrer les données de la cassette virtuelle
* Au niveau de I’automate Vitek 2 Compact,
= Quvrir le capot de remplissage et insérer la cassette a I’intérieur de la chambre ;
= Fermer le capot de remplissage ;

= Appuyer sur la touche Lancer remplissage, un bip indique que le cycle de

remplissage est terming ;

= Retirer la cassette du capot de remplissage et I’introduire dans la chambre de lecture
ou s’effectue le scellage. le processus de chargement/déchargement permet la lecture

du code a barre des cartes et le code a barre de la cassette ;

= Lorsque le message retiré s’affiche dans la chambre de lecture, cela indique que le
Vitek 2 a terminé le traitement des cartes contenues sur la cassette. On peut la retirer

en ouvrant le capotchargement puis le refermer ;
= On attend le jour suivant ou les résultats seront imprimés.

3. Résultats

Le Vitek 2 Compact est un appareil qui permet d’identifier les germes et de réaliser
I’antibiogramme puis d’interpréter les phénotypes de résistances acquise et naturelle puis la
sensibilité naturelle du germe.

Exemple : les bétalactamases des entérobactéries (Klebsiella, E. coli), S. aureus résistant a
méthicyline et vancomycine, Pseudomonas résistant a 1’imipenéme...et les phénotypes des
souches sauvages (le germe sensible a tous les antibiotiques testeés excepté les sensibilités

naturelles).

4. Gestion des déchets

» Retrait des cartes éjectées :
Pour éjecter une carte, le Vitek 2 Compact la retire du carrousel/incubateur, la présente au

lecteur de cartes et la dépose dans le récipient collecteur de déchets. Le réceptacle collecteur
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de déchet peut contenir jusqu’a 60 cartes, il est recommandé de controler régulierement le
niveau du réceptacle collecteur de déchet et le vider.

» Retrait du réceptacle collecteur de déchet :

o Ouvrir le capot du récipient collecteur de déchets. Noter que les cartes usagees

sont stockées a I’intérieur du réceptacle ;

o Retirer le réceptacle collecteur de déchet de la station de travail en tirant sur le

bord avant, vers soi ;
o Jeter les cartes usagées dans la poubelle de déchets contaminés ;

o Remettre en place le réceptacle collecteur de déchets en le faisant glisser vers

I’intérieur ;
o Fermer le capot du récipient collecteur de déchets.

Le Vitek 2 Compact réinitialise le compteur de déchets si le réceptacle est

entierement vidé.
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1. Principe de fonctionnement

Le Mini API permet deux types de lecture.

1.1. La lecture turbinéphélémétrique

Elle est destinée aux galeries turbinéphélémétrique.

Exemple :

ID 32 GN

ID32C

ATB UR

Turbidimétrie : mesure de I’intensité de la lumiére transmise (T) inversement
proportionnelle a la croissance bactérienne.

Néphélémétrie : mesure de ’intensité de la lumiére diffusée (D) a 30°C directement
proportionnelle a la croissance bactérienne.

Ces deux mesures permettent d’évaluer la densité bactérienne dans chaque cupule.

Le cycle d’une lecture turbinéphélémétrique se fait en deux étapes :

lére étape :

Entrée du chariot porte galerie et détection du code de la galerie

2éme étape :

Mesure sous la position sans filtre puis sortie du chariot porte galerie

Lorsque le cycle de lecture est terming, le logiciel traite les mesures effectuées.

1.2. La lecture colorimétrique

Elle est destinée aux galeries colorimétriques.

Exemple: ID 32 STAPH

ID32E

Rapid ID 32 A

Rapid ID 32 STREP

Le Mini API effectue pour chaque cupule une mesure de transmission de la lumiére dans
4 régions du spectre visible.

Le cycle d’une lecture colorimétrique se fait en 4 étapes :

lére étape :

= lére entrée du chariot porte galerie

= Détection du code de la galerie
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= Mesure sous filtre K60

2éme éetape :
= lere sortie du chariot porte galerie

= Mesure sous filtre K40

3eme étape :
= 2éme entrée du chariot porte galerie

= Mesure sous le filtre DT bleu

4éme étape :
= 2éme sortie du chariot porte galerie

= Mesure sous le filtre DT vert

Lorsque le cycle de lecture est terminé, le logiciel traite les mesures effectuées.

13. Mise en route

Il faut :

- Mettre le Mini API sous tension, I’interrupteur d’alimentation (marche/arrét) est a
I’arriere de 1’appareil.

A la mise sous tension, la configuration interne du systéme est testée (identification du
microprocesseur, taille de la mémoire).

Deux signaux sonores retentissent. Le Mini API a effectué avec succes les tests internes.

L’écran affiche brievement la page de présentation du logiciel Mini API puis le menu

principal apparait.

14. 3. Procédure d’utilisation.

3.1. Description du logiciel

Le logiciel Mini API est composé de 6 modules :

SAISIE]

Ce module permet a I’utilisateur de créer les dossiers patients gérés par le Mini APL
Un dossier patient est identifié par une référence unique.
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L’examen d’un dossier patient contient les informations relatives a un prélevement.

Les résultats d’identification et d’antibiogramme concernant un prélévement sont
affectés d’un numéro d’ordre géré automatiquement.

L’examen d’un dossier patient peut contenir jusqu’a 5 germes.

ONSULT.

i

Ce module permet de visualiser les données patient et de vérifier I’examen et les résultats
associes.

OMM.

i

Ce module permet I’échange d’information entre le Mini API et le systéme informatique
du laboratoire.
XPERT.

i

Ce module intégre la gestion d’un systtme EXPERT permettant 1’interprétation des
résultats bruts des antibiogrammes enregistrés.
UTILS.

i

Ce module regroupe tous les utilitaires du logiciel : Creéation et Mise a jour des Thésaurus,
Sauvegarde/ Restauration / Extraction, Destruction des donnees.
Api /ATB.

Ce module permet d’effectuer des lectures de galeries d’identification ou
d’antibiogramme sans créer un dossier patient et d’examen associé. Les résultats pour
I’identification et I’antibiogramme ne sont pas enregistrés. Les résultats de ’antibiogramme

ne sont pas expertisés.

3.2. Réalisation d’un test

Avant d’effectuer la lecture des galeries, il faut :
lére étape :
= Mettre en marche Mini API

= Attendre au moins 15 minutes (préchauffage) avant de commencer la lecture

des galeries
= (Création d’un dossier patient
2éme étape :

= Préparation des galeries pour la lecture
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= Enlever le couvercle des galeries

= Ajouter les réactifs nécessaires pour la révelation de certains tests (se reporter a

la notice d’utilisation des galeries).

3éme étape :

= Tirer I’arceau de protection

Attention :
Il est impératif de tirer complétement 1’arceau de protection pour procéder a la sortie du

chariot porte galerie.

L’arceau de protection délimite la surface pour le libre déplacement du chariot porte

galerie.

I1 ne doit pas étre utilisé comme poignet pour déplacer 1’instrument.
Ne rien poser sur 1’arceau de protection lorsque celui-ci est tiré.

La sortie du chariot porte galerie est effectuée automatiquement par le logiciel Mini API
au moment de la lecture automatique des galeries.

Important :
Ne pas toucher le chariot porte galerie durant le mouvement de celui-ci.

4eme étape
= Positionner la galerie sur le chariot porte galerie

5éme étape : lecture des galeries
= La lecture des galeries est déclenchée par le logiciel Mini API

= Lalecture des galeries est automatique

= Le code de la galerie est lu et les résultats interprétés géneérant ainsi le
traitement de la galerie correspondante: lecture turbinéphélémétrique ou

colorimétrique.

15. Arrét Mini Api

Lorsque le menu principal de mini Api est affiché, sortir de I’application
= Appuyer sur <SUPPR>
= Eteindre I’appareil
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= Rentrer I’arceau de protection

16. Gestion des documents

Type de Contenant Lieu Durée de
document conservation
Document qualité Classeur Laboratoire 3 ans apreés la fin

Tracabilité AQ

Assurance qualité
Mini Api
Registre de

maintenance

Bactériologie

Laboratoire
Bactériologie

de leur utilisation

Pendant la durée

de vie de I’appareil et

3 ans apres
Document Manuel Laboratoire Pendant la durée
fabricant d’utilisation et Bactériologie de vie de I’appareil et

Manuel Instrument

Mini Api

3 ans apres
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Evolution de la résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques au Centre d’infectiologie Charles

1.

Meérieux de 2006 a 2015

MODE OPERATOIRE DE LA TECHNIQUE DE
SOUCHOTHEQUE
Principe

Il permet de conserver les bactéries multi-résistantes a -80°C en présence de glycérol a

savoir :

Staphylococcusaureus (Met-R et Vanco-R) ;

Pseudomonas aeroginosa ;
Salmonelles ;

Escherichia coli ;
Klebsiella pneumoniae ;
Streptococcus pneumoniae.
Matériel

Tube a hémolyse ;

Portoir tube ;
Micropipettes ;

Embouts ;

Cryotubes ;

Tubes a vis ;

Marqueur ;

Congelateur (-80°C).
Réactif

Glycérol ;

ATB Médium.
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4. Nature du prélévement

Souche pure des bactéries multi-résistantes.

5. Enregistrement

Sur le cahier de souchothéque

6. Technique

A partir d’une souche pure de BMR :

Prendre un tube a hémolyse sur lequel on portera le numéro d’identification du patient

et le nom de la bactérie a soucher ;
Prendre de I’ATB médium et remplir le tube a hémolyse jusqu’a moitié ;

Prélever a I’aide d’une oese quelques colonies isolées a partir de la purification qu’on

introduira dans I’ATB médium, bien mélanger
Mettre cette suspension a 37° C pendant 24h a I’étuve ;
Prendre deux tubes de souchage (cryotubes) ;

Mettre une étiquette portant le numéro de la souche correspondant aux trois premiéres

lettres et chiffres du CODAT plus deux lettres de la souche plus le numéro d’ordre ;
Ex : WO4ECOO001 (premier E. coli souche en Avril 2012)
Prendre soin de porter I’enregistrement dans un classeur prévu a cet effet ;

Ensuite mesurer 800 ul de la suspension déja préparée, mélanger avec 200 pl de

glycérol puis vortexer et conserver le tout a -80° C ;

Faire le méme pour les deux cryotubes.

7. Conservation des échantillons

Les souchothéques sont conservées au congélateur a — 80°C.
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8. Gestion des déchets

18. Les objets souillés sont éliminés dans la poubelle jaune (contaminant).

Annexe 6: Mode opératoire du test de la coagulase

MODE OPERATOIRE DU TEST DE LA COAGULASE

1. Principe

Le BBL Coagulase Plasma, Rabbit (Plasma de lapin pour test de la coagulase BBL)
servent a déterminer qualitativement la pathogénicité des staphylocoques par la méthode
directe en tube.

Cette méthode consiste a mélanger une culture en bouillon de la veille ou des colonies
prélevées sur une boite de gélose non inhibitrice dans un tube de coagulase plasma réhydraté.
Le tube est incubé a 37°C, la formation d’un caillot dans le plasma indique une production de

coagulase.

2. Matériel

= Tube sec;

= [’cese;

= Souche pure ;
= Bec bunsen;

= Portoir tube ;
= FEtuve,

= Chronometre.

3. Réactif
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Le coagulase Rabbit est un plasma de lapin lyophilisé contenant environ 0,85% de citrate
de sodium et 0,85% de chlorure de sodium.

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

Le Plasma reconstitué se conserve a 2 — 8°C jusqu’a 14jours, ou aliquoter et congeler

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

5. Nature du prélévement

Les colonies pures sur une souche gélosé ou en bouillon

6. Controle de qualité

Les controles positifs et négatifs sont testés aux souches de références pour vérifier la

conformité des performances du coagulase Plasma avec les spécifications.

Microorganisme ATCC Réaction
Staphylococcus aureus 25923 Caillot dans le tube
Staphylococcus 12228 Absence de caillot
epidermidis dans le tube
19.
20.

7. Reéalisation du test

= Préparation des réactifs

o Réhydrater le BBL Coagulase Plasma en ajoutant de 1’eau purifiée dans le flacon

comme indiqué ci-dessous puis mélanger en retournant alternativement le flacon.

Nombre

Volume de produit

Eau purifiée stérile

approximatif de test

3ml 3ml 6
15 ml 15 ml 30
25 ml 25 ml 50

= Réalisation du test de BBL Coagulase
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o A I’aide d’une micropipette de 1 ml, ajouter 0,5 ml de BBL Coagulase Plasma,

Rabbit réhydraté a un tube a culture sur un portoir ;

o Ajouter environ 0,05 ml de culture en bouillon de la veille du microorganisme a
tester dans le tube de plasma. 11 est également possible, a I’aide d’un ensemenceur
a anse plastique stérile, d’émulsifier complétement dans le tube de plasma 2 — 4

colonies prélevées sur une boite de gélose ;
o Mélanger doucement ;
o Incuber au bain-marie ou a I’étuve a 37°C pendant 4heures ;

o Examiner périodiquement les tubes en les inclinant doucement. Ne pas agiter le
tube pour ne pas risquer de désagréger le caillot et par conséquent, d’entrainer des
résultats de test douteux ou faussement négatifs. Tout degré de coagulation dans
un délai de 3 — 4 heures doit étre interprété comme un résultat positif. De
nombreuses souches productrices d’enzymes ne coaguleront le plasma qu’au bout

de 24heures d’incubation.

8. Résultat

» Si la coagulase est négative : absence de formation de caillot, laisser jusqu’a

24heures sur la paillasse ;

= Si la coagulase est positive : le caillot ne se détache pas lorsque le tube est retourné.
Suspicion de Staphylococcus aureus.

Aspect avant Aspect du test positif Aspect du test négatif

Ensemencement

s

- -
9. Gestion des déchets
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Les objets tranchants sont jetés dans une boite de sécurité et les objets souillés non
tranchants dans la poubelle jaune (contaminant).

Annexe 7: Mode opératoire du test de la catalase

MODE OPERATOIRE DU TEST DE CATALASE
(ID-ASE, REF : (55 561)

1. Principe

La catalase est une enzyme qui hydrolyse le peroxyde d’hydrogene en eau et en
oxygene. La présence de catalase est détectée chez les micro-organismes par une
libération d’oxygene a partir d’eau oxygénée.

La présence d’un agent épaississant et d’un colorant facilitent 1’observation du

dégagement gazeux.

2. Matériel
- Le réactif de catalase (R1) ;
- La lame porte-objet ;
- Le batonnet ;

- La souche pure..

3. Controle de qualité

L’activité du réactif peut étre testée vis-vis des souches suivantes :
- Staphylococcus aureus ATCC 25923, la catalase est positive

- Enterococcus faecalis ATCC 29212, la catalase est négative.

4. Protocole

Laisser les flacons revenir a tempeérature ambiante
[J Test sur lame
Déposer sur la lame une goutte d’ID color catalase ;
Disperser 1 & 2 colonies dans la goutte ;
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A T’aide d’un batonnet, bien triturer

[J Test direct sur le milieu de culture
Déposer une goutte d’ID color catalase directement sur la colonie.er les réactifs a 2 -
8°C

Ne pas congeler les réactifs

5. Résultat

- La présence de catalase se matérialise par une production de bulles ;
- Les entérobactéries sont toutes des catalases positives, a I’exception de Shigella

dysenteriae ;
- Les bacilles a Gram négatives non fermentaires sont en général, catalase positive

telles que Pseudomonas, Acinetobacter... ;
- Quelques cocci @ Gram positif ont catalase positive comme les Staphylocoques.

6. Gestion des déchets
Les objets tranchants sont jetés dans une boite de sécurité et les objets souillés non

tranchants dans la poubelle jaune.
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Annexe 8 : Taux de SARM selon ’OMS dans différents pays africains

Table A2.25 Staphylococcus aureus: Resistance to methicillina (MRSA)
African Region

Countries, : :
territories and [ Resistance No. tested LTSI 2 .survelllance. I Yeaf °f.
other areas on Data source® ¢ (%) isolates population or for dat-a publication
. samples® collection or report
groupings
40.5 84
Algeria Publication (149) (Community); | (Community); | S. aureus infections 2006-2007 2011
47.4 (Hospital) | 137 (Hospital)
Angola No information obtained for this report
Benin National data, incomplete 2013
Botswana National data, incomplete 26 Invasive isolates 2012 2013
Botswana Publication (150) 23 857 Skin and soft tissue | 5500 5007 | 2011
infections
Burkina Faso National data not available 2013
Burundi National data 13 265 Targeted 2012 2013
Cameroon No information obtained for this report
Cabo Verde No information obtained for this report
E el el National data not available 2013
Republic
Chad No information obtained for this report
Comoros No information obtained for this report
Congo National data Not tested 26 Invasive isolates 2012 2013
Cote d'lvoire No information obtained for this report
Democratic Republic No information obtained for this report
of the Congo
Equatorial Guinea No information obtained for this report
Eritrea No information obtained for this report
Ethiopia National data 31.6 175 Comprehensive 2011-2012 2013
Gabon Publication (157) 1.6 34 Carriage (children with | 5506 5019 | 2013
sickle-cell anemia)
Gabon Publication (152) 3.7 163 Infections and carriers | 2008-2010 2011
Gambia National data not available 2013
Ghana National data not available 2013
Guinea National data not available 2013
Guinea-Bissau National data 100 31 Comprehensive 2013 2013
Kenya National data not available 2013
Kenya Publication (153) 20 207 Surgical site infections 2012
Lesotho National data 12 75 2012 2013
Liberia National data not available 2013
Madagascar Publication (3) 13.6 103 Hospital acquired 2006-2008 | 2010
infections
Malawi National data 0 13 Comprehensive 2013 2013
Malawi Publication (154) 313 147 Clinical isolates 2006-2007 2012
Mali No information obtained for this report
Mauritania National data 80 41 Comprehensive 2013 2013
Mauritius National data 515 171 Hospital isolates 2012 2013
Mozambique No information obtained for this report
Namibia National data 15 1843 2012 2013
Nigeria Publication (4) 70 200 Blood isolates 2006-2008 | 2009
(children)
Nigeria Publication (155) 14 293 Tt s 2006 2012
children
Nigeria Publication (104) 60.8 156 Healthy carriers 2011 2012
Nigeria Publication (5) 70 (clox) 180 Healthy carriers (2003)-2007 2008
Nigeria Publication (170) 87.9 (clox) 124 Healthy carriers 2008-2009 2012
Nigeria Publication(756) 163 98 Bar discharge inofitis | ;000 5019 | 2011
media
Nigeria Publication (157) 88 100 (Cr:l)n:;;?tlaiaz;pisnents) 2011
Nigeria Publication (158) 100 46 Urinary isolates 2010 2012
11 (AIDS pts); | 54 (AIDS pts); | Urinary infections
Nigeria Publication (112) 0 (non-AIDS 0 (non-AIDS (AIDS and non-AIDS 2003-2009 2010
pts) pts) patients)
Nigeria Publication (104) 60.8 188 Healthy carriers 2011 2012
Nigeria Publication (159) 275 40 Healthy carriers 2009 2011
Nigeria Publication (140) 64.2 150 Clinical isolates 2009 2011
Nigeria Publication (141) 333 33 Blood isolates 2006-2007 2011
newborns
Nigeria Publication (162) 64.2 150 Clinical isoalates 2009 2011
Nigeria Publication (163) 125 % Consecutive hospital g4, 2011
isolates
Nigeria Publication (164) 40 2511 Clinical samples 1987-2000 2011
Nigeria Publication (12) 94.8 58 :ilfe"c‘:;“c'ﬁitﬁfrg;v’ 2010
Rwanda No information obtained for this report
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Countries,

Type of surveillance, | Period Year of

territories and
other areas or
groupings

Sao Tome and
Principe
Senegal
Seychelles
Sierra Leone
South Africa
South Sudan
Swarziland

Togo

Uganda

Uganda

United Republic of
Tanzania

United Republic of
Tanzania

Zambia
Zimbabwe

Data sourceb: . d

National data not available

No information obtained for this report
No information obtained for this report
No information obtained for this report
National data

National data not available

National data

Publication (745)

National data, incomplete
Publication (166)

National data not available

Publication (167)

National data
National data not available

Resistance
(%)

15
32

No. tested
isolates

1177

25
84

54

160
424

population or
samples®

Invasive isolates

Comprehensive

Infected dermatology

patients
Comprehensive

Surgical site infections

Skin and soft tissue
infections
Targeted

for data
collection

2012

2013
2003-2005

2012
2007

2008
2012

publication
or report

2013

2013
2013
2013

2011

2013
2009

2013

2012

2013
2013

o

. cef, cefoxitin; clox, cloxacillin; oxa, oxacilin. Data on cefoxitin used when not specified.

. National data refers to data returned on the guestionnaires as defined in Annex 1. This definition does not imply that the data collected is representative for that country as a
whole because information gaps are likely.

. See Annex 1 for definitions.

. "National data not available™ means that there was information that no data were available; "No information obtained for this report” means that no information was obtained
from authorities, networks or publications.
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Résume

Le Staphylococcus aureus est 1’une des principales bactéries d’intérét médical par son
importance en pathologie aussi bien nosocomiale que communautaire. C’est aussi un
probléme thérapeutique par sa capacité d’acquisition de nombreux mécanismes de résistance
aux antibiotiques.

La présente étude a pour objectif de faire le point sur 1’évolution de la résistance de S.
aureus aux antibiotiques au Laboratoire Rodolphe Mérieux de Bamako, Mali (LRM).

L’étude retro-prospective, a porté sur les S. aureus isolés des différents prélevements
bactériologiques recus au LRM entre 2006 et 2015.

L’identification des souches a été faite par la mise en évidence de caracteres culturaux et
biochimiques propres a la bactérie : aspect des colonies, test de la catalase, fermentation du
mannitol, la coagulase, et identification par I’automate VITEK® 2 Compact.

La sensibilité aux antibiotiques a été déterminée selon la méthode sur milieu gélosé de
Kirby Bauer, ou avec les automates VITEK® 2 Compact ou le Mini Api.

Nos résultats montrent que durant période d’étude (2006-2015) environ 60 a 80 souches
de S.aureus sont isolées par an.

Le taux moyen de SARM sur la période d’étude était de 27% et de 5% pour les SARV.

Ces souches augmentent régulierement depuis 2006. On peut noter une différence
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significative entre les deux périodes quinquennales 2006-2015 avec 22% de SARM et 2011-
2015 avec 32%, soit une augmentation de 10% entre les deux périodes.

Les molécules les plus actives furent la vancomycine (0-16% de résistance), la
clindamycine (10-25% de résistance), la gentamycine(6-20% de résistance), la tigecycline(7%
de résistance), la mupurocine(7% de résistance), la pristinamycine(0-8% de résistance), la
fosfomycine(0-13% de résistance), I’acide fusique(8-22% de résistance), la tobramycine(3-
22% de résistance) et la minocycline(12-26% de résistance). Par contre des antibiotiques
comme les tétracyclines (55-79% de résistance), les fluoroquinolones (31% de résistance), la
pénicilline (90-100% de résistance), 1’érythromycine (31-62% de résistance), le cotrimoxazole
(19-63% de résistance) n’ont été que faiblement actifs. Les SARM se sont montrés plus
résistants aux antibiotiques que les souches de SASM.

Les taux de résistance ont augmenté d’une maniere générale notamment avec des
molécules comme 1’érythromycine, la rifampicine, le cotrimoxazole, les tétracyclines, les
fluoroquinolones et la teicoplanine. D’autres molécules comme la gentamycine, la
tobramycine, la fosfomycine et 1’acide fusidique n’ont pas connu d’évolution majeur.
Aucune diminution des taux de résistance n’est notable.

Cette étude a ainsi permis de mettre en évidence une augmentation de la résistance des
souches de S.aureus aux antibiotiques, plus accentuée encore chez le SARM, une
augmentation du taux de SARM et des souches résistantes a la vancomycine.

Mots clés : Staphylococcus aureus, résistance a la méticilline, résistance, antibiotiques,

Laboratoire Rodolphe Mérieux.

SUMMARY

Title: EVOLUTION of Staphylococcus aureus RESISTANCE TO ANTIBIOTICS AT
THE CENTER OF INFECTIOUS DISEASES CHARLES MERIEUX BETWEEN 2006
AND 2015

Staphylococcus aureus is one of the main bacteria of medical interest because of its
importance in pathology as well as nosocomial and in community. It is also a therapeutic
problem in its ability to acquire many antibiotic resistance mechanisms.

This study aims to take stock of the evolution of resistance of S. aureus to antibiotics at
Laboratory Rodolphe Mérieux in Bamako Mali (LRM).

The retro-prospective study focused on S. aureus isolated from various bacteriological

samples received at LRM between 2006 and 2015.
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The identification of the strains was done by the detection of cultural and biochemical
characteristics specific to the bacterium: appearance of the colonies, catalase test, mannitol
fermentation, coagulase, and identification with the VITEK® 2 Compact machine.

Antibiotic susceptibility was determined by the Kirby Bauer method, or with the VITEK®
2 Compact machine or with the Mini Api.

Our results show that during the study period (2006-2015) about 60 to 80 S. aureus strains
are isolated by year.

The average rate of MRSA over the study period was 27% and 5% for VRSA. These
strains are increasing steadily since 2006. One can note a significant difference between the
two quinquennial periods from 2006 to 2015 with 22% of MRSA and 32% from 2010 to
2015, an increase of 10% between the two periods.

The most active molecules were vancomycin (0-16% of resistance), clindamycin (10-25%
of resistance), gentamicin (6-20% of resistance), tigecycline (7% of resistance), mupurocine
(7% of resistance), pristinamycin (0-8% of resistance), fosfomycin (0-13% of resistance),
fusique acid (8-22% of resistance), tobramycin (3-22% of resistance) and minocycline (12-
26% of resistance). On the other hand, antibiotics like tetracyclines (55-79% of resistance),
fluoroquinolones (31% of resistance), penicillin (90-100% of resistance), erythromycin (31-
62% of resistance), cotrimoxazole (19-63% of resistance) had low activity. MRSA strains
were more resistant to antibiotics than MSSA strains.

Resistance rates have increased in general with particular molecules such as erythromycin,
rifampin, cotrimoxazole, tetracycline, fluoroquinolones and teicoplanin. Other molecules such
as gentamicin, tobramycin, fosfomycin and fusidic acid have not experienced major changes.
No decrease in rates of resistance is noticeable.

This study showed an increase in the resistance rate of S. aureus to antibiotics, more
accentuated with MRSA strains, and an increase in the rate of strains resistant to vancomycin.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin resistance, resistance, antibiotics,

Laboratory Rodolphe Mérieux.
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SERMENT DE GALIEN

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

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

D’exercer dans I’intérét de la Santé Publique ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en
vigueur, mais aussi les régles de I’honneur, de la probité et du
desintéressement ;

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

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et
mon état pour corrompre les meeurs et favoriser les actes

criminels ;

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses ,

Que je sois couvert d’opprobres et méprisé de mes confréres si
j’y manque !

Je le jure!
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