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Liste des Abréviations

AEC = 3 amino-9-éthyle carbazole

Ac = Anticorps

Ag = Antigéene

API-NH = Appatreil pour identification des Neisseria et Haemophilus
CO2 = Dioxyde de carbone

° C = Degré Celsius

D/S= District sanitaire

ELISA = Enzyme Linked Immmunofluorocent Assay
H = Heure

H202 = Eau oxygénée

Hib = Haemophilus influenzae b

Ig* = Immunoglobine marquée

INRSP = Institut National de Recherche en santé publique
IV = Intraveineuse

IVD = intraveineuse directe

Kg = Kilogramme

LCR = Liquide céphalo-rachidien

L4 = 4 vertébres lombaires

L5 =5 vertébres lombaires

LPS = Lipo polysaccharide

MCS = Méningite cérébro-spinale

MDSC=MULTI DISEASE SURVEILLANCE CENTRE
MEE = Multi locus Enzyme Electrophorese

MLST = Multi Locus séquence Typinp

MH2 = Mueller Hinton 2

mm = millimetre

Nbr = nombre

Nm = Neisseria meningitidis

Nm A = Neisseria meningitidis A

Nm W135/Y=Neisseria meningitidis W13¥

Nm W135=Neisseria meningitidis W135

Nm Y= Neisseria meningitidis Y
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Nm X= Neisseria meningitidis X

NAD = Acide désoxyribonucléique

PBS= Phosphate buffered saline

PH = potential d’hydrogéne

PRP= Polyribosyl ribitol phosphate

PFGE = Pulsed-Field Gel Electrorsis
QSP= Quantité suffisante pour
SDSPAGE= Dedécyl sulfate de sodium-Polyacrylamide gel electrophoresis
SFM = Société francaise de microbiologie
Ul = Unité internationale

VCN = Vancomycine-Colistine-Nystatine
S p= Streptococcus pneumoniae

Strep = Streptocoque B

A p = Autres pathogenes

* =Sérogroupe déterminé par PCR

** = Serosous type déterminé par séquence producteur de PCR
NG=non sérogroupable

NT=non sérotypable

NST=non séro sous typablé
ST=séquence type

UA=non défini

A* =serogroupe déterminé par PCR
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I - INTRODUCTION
Les méningites bactériennes sont des infections des membranes (ménidgdsjuee

céphalo-rachidien qui entourent le cerveau et la moelle épiniére ; elles canséamajeure
de déces et d'incapacités dans le monde.

Trois bactéries dont la transmission se fait d’homme a homme par les sécesragoires
sont responsables de la plupart des méningites bactériedasseria meningitidis
Streptococcus pneumoniaeHaemophilus influenzae b.

L’étiologie des méningites bactériennes varie avec I'age eblgrgghie.

Tous les ans, on estime a un million le nombre de cas de méningite survenant dans le monde,
dont 200000 sont fatales. Le taux de létalité est fonction de I'age et de lacbactéause,
oscillant classiquement de 3% a 19% dans les pays développés. Une |étalité puS&hwée
60%) a été rapportée dans les pays en développ&h3gnt

Des séquelles incluant surdité, retard mental et autres séquelles nguedpmtéressent
jusqu'a 54% des survivants.

Les infections &eisseria meningitidise présentent sous deux formes cliniques : la
méningite et les septicémies. Les deux peuvent coexister mais la reéssge est
particulierement fréequenf&3].

Les plus grandes épidémies surviennent en Afrique subsaharienne une bamnetensalogii
s’étend du Sénégal a I'Ethiopie appelé “ceinture de la méningite " dite de d@paEgs

Le Mali faisant partie de la ceinture de la méningite a connu 7 épidémies dépaQidont la
plus récente est celle de 1997 avec 11229 cas et 112§ Heéces

La réactivité immunologique du polyoside capsulaire permet de cMsgseria meningitidis
en 12 sérogroupes :A,B,C,H,I,K,L,W135,X,Y,Z et 29E.

A, B, C, W135 et Y sont les sérogroupes les plus fréquemment isolés au cours degeséningi
a méningocoque. Le sérogroupe A est la cause la plus fréquente des éppdéhiiapie et
en Asie suivi du sérogroupe[Z3].

Les moyens de lutte se font par l'identification des sérogroupes, la prisarge capide des
cas positif et la prévention (la vaccination par les vaccins des sérogroupasujant dans

le pays).

Le but de nos travaux est de faire une surveillance épidémiologique des méaungitals,

de connaitre les différents sérogroupes, sérotypes, sous types, complexasset cl

susceptibles de provoquer des épidémies au Mali a partir des objectifs suivants :



OBJECTIFS

- OBJECTIF GENERAL
Assurer la surveillance épidémiologique des sérogroupes, les pEpotgous-types et

séquence type deeisseria meningitidiau Mali.

- OBJECTIFS SPECIFIQUES
» |dentifier les germes responsables de méningites purulentes ;

= Déterminer la fréquence de chaque espece bactérienne ;
= Déterminer les sérogroupes, les sérotypes, sous-types et setymmnabeNeisseria

meningitidisresponsables de la méningite au Mali.



II - GENERALITES

A - DEFINITION DE LA MENINGITE PURULENTE [8]
La méningite est l'infection des leptoméninges (arachnoide).

Quelque soit la nature du germe responsable, la méningite provoqueodédiations

d’ordre chimique et cytologique du LCR.

B - LES PRINCIPAUX AGENTS BACTERIENS DE LA MENINGITE
Les méningites bactériennes sont dues a des bactériespgpgéncipalement trois germes :

Haemophilus influenzae, pneumocoqueet méningocoque D’autres germes peuvent étre

rencontrés comme : Streptocoque groupe B, Listlygpbactérium tuberculosis.

B -1 - STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

B-1-1-HISTORIQUE [6]

En 1881, Pasteur isole dans la salive d’'un malade, un microbe en forme huit.

En 1883, Talamon décrit ce microbe comme un diplocoque encapsulé.

En 1884 Frankel rattache ce germe a la pneumonie franche lombaire aigue.

En 1917, les travaux de Dochey et d’Avery ont conduit au diagnostic immunologique des
infections & pneumocoque et a I'introduction de la contre immunoélectrophorese poer la mis
en évidence d’exo antigéne polysaccharidique.

La sérothérapie qui était introduite par Cooper, a été abandonnée grace dibappesi
sulfamides, puis des antibiotiques (antibiotique efficace : cycline, chloransphéni

pénicilline) et de nouveau vaccins polysaccharidiques.

B-1-2 - DEFINITION [4]
Les pneumocoques sont des diplocoques Gram positif qui se distinguenteggsc8ques

essentiellement par la présence d’'une capsule polysaccharidigife@spéade type (Phase S :
Smoth).

La perte de la capsule (phase R : rough) leur ote toute virulence et lesdistidgable des
Streptocoques.

Streptococcus pneumoniast I'une des principales causes de méningite purulente chez les

ages extrémes de la vie



B-1-3-HABITAT [4]
C’est un germe commensal de la bouche et du rhinopharynx .Il n’est pas retrouvé dans le

milieu extérieur .1l devient pathogéne sous l'influence de certainsufadies que le froid.

B-1-4-EPIDEMIOLOGIE [14]
Les pneumocoques sont des germes commensaux des voies respiratoires supérieures de

I’'hnomme et de nombreux mammiféres.

La fragilité trés grande de ces germes explique, d’'une part gu'’ils ne surpagdans le

milieu extérieur ou on ne les retrouve jamais, et d’autre part que les baci@ms s

transmises d’homme a homme par voie aérienne.

Pres de 30 a 35% des enfants sont porteurs dans leurs gorges d’'un ou de plusieurs sérotypes
de pneumocoques capsulés. Ce chiffre diminue avec I'age pour atteindre 5 a 10% chez les
adultes. Dans les communautés vivant en promiscuité, le taux de portage peut &dedndre
60%.

Selon certaines statistiques les pneumocoques seraient responsables de pré9¥edsa
pneumonies bactériennes avec une mortalité de plusieurs milliers par an $igzdesc

jeunes enfants et les vieillards.

L’incidence augmente nettement avec I'age puisque cette atteintenaitmest trois a quatre
fois plus fréquente apres quarante ans.

C’est une méningite des ages extrémes de la vie, nourrisson, jeune enfesdretgégée.

B -1 -5 - CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

B-1-5-1-MORPHOLOGIE [1]
Le pneumocoque est un coccus a Gram positif, se groupant en diplocoques ou en courtes

chainettes .Les souches virulentes sont capsulées.



Figure 1 : Coloration de Gram deStreptoccocus pneumoniae

B-1-5-2-CARACTERES CULTURAUX
Streptococcus pneumoniast aéro-anaérobie facultatif .C’est un germe exigeant pour la

culture .Le pH est a 7,2 la température optimale est entre 36 et 37° C .Lalip@tesur pour
la conservation de la virulence est a 36° C.

Il se développe mal sur milieu ordinaire, et bien sur milieu enrichi au salagcad; au
sérum.

Sur la gélose au sang, les colonies sont petites, translucides a bord net ayamiamoe &

confluer[4].



Figure 2 (13) : Culture deStreptoccocus pneumoniae sur gélose au sang

B-1-5-3 - CARACTERES BIOCHIMIQUES [4]
Il entraine une acidification de nombreux sucres .Cette production acidepesisedde de

l'autolyse. Une faible quantité de glucose (1,5%o0) est un bon facteur pour delaaukure

mais une quantité élevée entrainera I'autolyse (15%o).

B-1-5-4-CARACTERES ANTIGENIQUES [42]
La paroi du pneumocogque est constituée de l'intérieur vers I'extérieur par :

* mucopeptide (responsable de la rigidité de la paroi).

»= polyoside C

» antigéne pariétal R (commun a tous les Streptocoques).
Le polysaccharide C détermine la présence dans le sang de la créaémeplka couche
externe de la paroi est constituée par une protéine spécifique (de type pvhttooea fait
comparable a celle du Streptocoque, mais n’entraine pas la production d’anticap®pret
La substance spécifique soluble (SSS) n’existe pas dans les formes S (Smualethiesi
parce qu’elle constitue le polysaccharide capsulaire. Ce polysacctapsldaire est
responsable d’'une spécificité de type entrainant chez ’lhomme la fabricatiditarps

agglutinants, précipitants et protecteurs.



Plus de 90 sérotypes capsulaires sont actuellement connus.

La fréquence d’apparition d’'un sérotype peut varier d’'une année a l'autre etrdincteet

d’age a l'autre. Cependant chez les enfants, les types 6a, 6b,14,18c,19f, et 23f sont
responsables de la moitie des infections, et chez I'adulte, les types 1,3,4,7f,8, &isi2f .C
justement pour cette raison que les types de vaccins préparés contiennent 23hawigisacc
capsulaires principaux(responsables de 90% des infections)couvrant toustigmesér
habituellement trouvés a tous les ages.

Le pneumocoque ne sécréte ni enzyme, ni toxine ; son pouvoir pathogene est essentiellement

lié a son pouvoir de multiplication.

B-1-5-5-POUVOIR PATHOGENE
- Pouvoir pathogene expérimental [4]

L’inoculation d’'une faible quantité d’'un bouillon de pneumocoque injecté a la souris, tue

I'animal par septicémie.

- Pouvoir pathogene naturel [7]
Streptococcus pneumoniast la premiére cause de pneumopathie communautaire, d’otite
moyenne, et une cause habituelle de bactériémie de I'enfant et du sujet agé.
C’est la principale cause de méningite bactérienne du jeune enfant et, plapsutades pays,

la cause la plus fréquente de meéningite chez les personnes agées.

B-1-5-6-TRAITEMENT ET PREVENTION
Le traitement et la prévention reposent sur la modification des facteursotementaux et

environnementaux, I'antibiothérapie, la chimio prophylaxie et la vaccination .Ldicadidin
des facteurs de risques comportementaux est difficile.

- La prévention[1]
La prévention par la vaccination est devenue une priorité en raison de la graviteckons
sur les terrains fragilisés et de 'augmentation de la résistargerche auX3 lactamines.

- Traitement [1]
L’apparition il y a quelques années de souches de sensibilité¢ diminuée &ilinEeni
phénomeéne qui touche actuellement 25 a30% des souches a complétement modifié le
comportement thérapeutique vis avis du pneumocoque qui était auparavant trés sensible a la
pénicilline .Cette diminution de la sensibilité a la pénicilline G est due a adifications des
PLP qui, vont entrainer une sensibilité également modifiée pour 'ensemble tesigogs

de la famille de§ lactamines, avec des sensibilités variables pour chaque molécule. La



résistance aux autres antibiotiques augmente également : térasy2b%), cotrimoxazole

(37%) avec de plus en plus de souches multi résistantes.

Les pneumocoques restent sensibles aux synergistines, rifampicjepegtides et

certaines fluoroquinolones .Comme tous les Streptocoques, les pneumocoques soits résista
aux aminosides.

Un antibiogramme est donc devenu indispensable devant tout échec thérapeutique lors d’'une
infection a pneumocoque, avec étude des concentrations Minima Inhibitricesg@vi|)
différentes lactamines en cas de sensibilité diminuée a la pénicilline (en paticuli

cefotaxime et ceftriaxone).

- La posologig5]
Cefotaxime a la dose 300mg/kg/j en association avec Vancomycine a la posiel&g/mg/j
pendant les deux premiers jours.

Le traitement est ensuite a adapter en fonction des résultats de I'aatimiog,.

B-1-5-7-DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE [4]
Le diagnostic d'une infection a pneumocoque repose sur :

-'examen microscopique du prélevement aprés coloration de Gram qui permetuyarfois
diagnostic rapide d’orientation grace a la morphologie assez castgtérien diplocoque. Ce
diagnostic sera confirmé par la culture ;

- la recherche par la méthode immunologique des antigenes bactériens (astilygres)

dans les produits pathologiques par l'utilisation du Pastorex qui est plus rapide.

B - 2 - HAEMOPHILUS INFLUENZAE B

B -2-1 - HISTORIQUE [9]

Au cours de la pandémie de grippe 1889-1892, Pfeiffer avait observé et cultivé, dans les
crachats des grippés, un petit baciacillus influenza ;al en fait 'agent étiologique de la
»grippe » ou « influenza ».Il a montré la présence indispensable de sang dturk de
cette bactérie et a inventé la gélose au sang.

En 1917 le nom du genre Haemophilus a été proposé par A. Lwoff.

Jusqu’ en 193FHaemophilus influenzaa été découvert comme I'agent étiologique de la
grippe qui était resté parfois avec des doutes, la bactérie suspeaeecdi@bnsable de
I'influenzae .En 1930 ‘MISS M. Pittman apres avoir mis en évidence I'existenceidecs
capsulées, propose des types sérologiques et montre la prédominance du type b dans les

meéningites et autres infections aigués suppurées.



En 1939, A Lwoff propose le démembrement des « Haemophilae »

B-2-2-DEFINITION [8]
Haemophilus influenzagest un cocco bacille Gram négatif dont I’'hnomme est le seule hote

naturel .Le genrélaemophilusest classé dans la famille des Pasteurellacae avec les genres

Pasteurella et Actinobacillus.

B-2-3-HABITAT [4]
C’est un germe commensal des voies respiratoires supérieures et deélawendle .La
plupart des enfants sont porteurs de cette bactérie dans leur nasopharynx.

B-2-4 - EPIDEMIOLOGIE [14]
Les haemophiles sont des parasites stricts des muqueuses de 'hommesatatalireux

vertébrés (poisson) .lls ne sont jamais rencontrés dans la nature.

L’exigence des haemophiles en NAD peut étre expliqguée par une longue phase de
commensalisme a la surface des muqueuses au cours de I'évolution.

La transmission directe (homme a homme) est facilitée par un taux de portagaritngens

la population. En effet, il est facile d'isoléHaemophilusnfluenzae ken faible quantité dans
la gorge de pres de 60 a 80% des sujets normaux.

Chez I'enfant de moins de 5 ans, environ 25% des souches isolées sont capsulées, alors que ce
pourcentage tombe a moins de 1% chez I'adulte.

Les souches non capsuléesl@émophilus influenzaedont surtout la cause de poussées de
surinfection chez les malades atteints de bronchite chronique.

L’incidence des méningitesllaemophilus influenzaereste le plus inchangée, avec un
maximum de fréquence entre 6 mois et 3 ans. Ces méningites sont rares chezeladul

dehors des malades atteints des déficits immunitaires et des traussatiémens.

B -2 -5 - CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

B-2-5-1- MORPHOLOGIE [1]
Haemophilusrassemble des bacilles courts volontiers polymorphes, a Gram négatif, aéro-
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anaérobie facultatif. Certaines souches présentent une capsule qui estestuoioude dans le

cas des bactéries issues de produits pathologiques.

Figure 3 : Coloration de Gramd’Haemophilus influenzae b

B-2-5-2-CARACTERES CULTURAUX [10]

C’est un germe exigeant pour sa culture .Il est aéoro anaérobie facultatif.

Sa croissance est favorisée par des milieux enrichis avec du sang mbletefecteurs x
(hémines) et V(NAD), d’ou le nom d’hémophile. Cette double exigence, permet deudisting
Haemophilus influenzae diautres espéces. Le sang frais ne convient pas a la culture car |l
contient des inhibiteurs du NAD.

Sa culture se fait sur la gélose au sang cuit, c’est un germe fragil@i&ance est de 35-37°
C.

Apres 24 heures d’incubation les colonies sont grisatres, translucides de 0,5-1mm de
diameétre, lisse et Iégérement convexes.

Les souches capsulées produisent des colonies tendant a confluer dans les zones ou la

croissance est dense, contrairement aux souches non capsulées.



Figure 4 (13) : Culture d’Haemophilus influenzae b

B-2-5- 3 - CARACTERES BIOCHIMIQUES [4]
Haemophilus influenzaefmssede un nitrate réductase. Il présente des réactions de catalase et

d’oxydases variables .l utilise les hydrates de carbone par un protersseastatif.

B-2-5-4-CARACTERES ANTIGENIQUES [1]
Ces capsules de nature polysaccharidique sont riches en ribitol phosphate ettgleN acé

glucosamine. La diversité de ces structures permet d’avoir six typegaiegsa, b, c, d, e,

f. Le type capsulaire b est le plus répandu et est majoritairement retrawsvie das de la
méningite.

Haemophilus influenzaedgrotype b se retrouve chez sensiblement 1% des nourrissons de 0-
6 mois et chez 6% des enfants de 3 & 5 ans. Les porteurs ddaenbphilus influenzae b

sont plus rares chez les aduliék

B-2-5-5-POUVOIR PATHOGENE [1]
Haemophilus influenzaedrecu son nom d’Influenza, la grippe.
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Bien qu’il ne soit pas I'agent pathogene de la grippe, il est souvent rencontré egemee
surinfection d’'une maladie virale déja installégemophilus influenzaedst aussi agent
essentiel de surinfection des bronchites aigues et chroniques.

Haemophilus influenzaedst aussi responsable d’ infections primaires de la sphére ORL
comme les rhinopharyngites ,les otites, les conjonctivites et beaucoup plustareaie

d’ une gravité forte, d’ épi glottitelaemophilusnfluenzaeb est aussi responsable de
meéningite aigue purulente essentiellement chez le nourrisson et le jeaneegrtfe 3 mois et
3 ans. Cette infection est souvent précédée ou associée a une otite magenmaphilus

influenzaeest aussi un germe pyogéene agent de septicémie, ostéomyélite, endocardite, et

B-2- 5 - 6- TRAITEMENT ET PREVENTION
- Traitement [1]

Haemophilus influenzaereste sensible aux principales familles d’antibiotiques :
aminopénicillines, céphalosporines, aminosides, chloramphénicol, tétracycferapjcine
quinolones et triméthoprime .Il est en revanche peu sensible aux macrolides.
Dans le cas de la méningite céphalosporine de troisieme génération ou plustrEeeme
chloramphénicol sont employés.
Posologie : cefotaxime (200mg/kg/J) ou ceftriaxone (100mg/kg/J).

- Prévention [1]
La vaccination a I'aide des antigenes capsulaires purifiés est la seujgogsible de
prévention contre les infections gravedaemophiluge type b. La vaccination permet
d’obtenir une immunité de type humorale, anti capsule qui va permettre la plosgodyt
germe (anticorps opsonisants). La vaccination va ainsi suppléer au manque @'suatcar
souffre la majorité des enfants entre 3 mois et 3 ans. Au-dela de 3 ans, la populatiirepe

considérée comme protégée contre les infections gradasraophilus influenzae b.

B-2-5-7-DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE [10]
L’identification rapide ddHaemophilus influenzaerepose sur la détection des antigenes

capsulaires des bactéries dans les produits pathologiques (LCR, sang, Bhiurses)rs
méthodes (contre immunoélectrophorése, agglutination particuRsstiere® permettent un
diagnostic rapide en quelques heures ou minutes.

L’isolement de la bactérie se fait par coloration de Gram, culture.

Vérifie si la bactérie est productrice pléactamase.
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B - 3 - Neisseria meningitidis

B-3-1-HISTORIQUE [2]

En 1887, Wiechslbaum médecin viennois découvre un diplocoque en grain de café Gram
négatif dans le LCR de sujets atteints de méningite

B -3-2-DEFINITION
Neisseria meningitidisu méningocoque est un diplocoque Gram négatif intracellulaire en

majorité en forme de grain de café mesurant 0,8 a 1um de diametre. Ipeasedde de la
meéningite cérébro spinale épidémique.
Le méningocoque appartient a la famille des Neisseriaceae qui compiegiteaent 2
genres d'intérét médical :

- genre Neisseria

- genre Kingella
Le genre Neisseria comporte plusieurs especes dont deux sont pathogenes pow ’homm
Neisseria meningitidist Neisseria gonorrhéeu gonocoque. Les autres espéeces sont
considérées comme non pathogenes bien que certaines aient été isolées d'istratiasss

[8].

B -3 -3 - HABITAT
Le méningocoque est une bactérie strictement humaine. Le rhino-pharyniuediaspiorte

d’entrée et I'’habitat principal.

Les porteurs asymptomatiques et les malades sont les réservoirseteee g

La bactérie peut étre présente, mais rarement au niveau d’autres muqueuseenbtam
génitales.

La transmission est directe et se fait par voie aérienne a moins d’'un méireniiscuité et

le sous développement en sont les facteurs favorisants.

B -3 -4 - EPIDEMIOLOGIE [11]
Les méningocoques se transmettent par contact étroit (moins d’un metre etdmetonge

(plus d’'une heure), avec sécrétions naso-pharyngées. Les infections méningmsosont
endémiques dans le monde (500 000 cas par an selon 'OMS). L'incidence annuelle des

infections & méningocoques avec une recrudescence saisonniére est de paub 130 000
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habitants dans les pays industrialisés .Les méningocoques sont les seuks lmspériennes
capables de provoquer des épidémies de méningite.

Douze sérogroupes dieisseria meningitidisont actuellement décrit,:B, C, H, |, K, L,
W135, X, Y, Zet2% (Z'), mais les sérogroupés B, C, Y et W135sont a I'origine de 99%
des cas d'infection invasive. Lors des épidémies, c’est la méme soucheéparss ta
dissémination est diteclonale”.Le sérogroup@ est a I'origine d’épidémies touchant des
centaines de milliers de personnes dans la ceinture africaine de la neéhiaitant de
I'Ethiopie jusqu’au Sénégal, région délimitée par des niveaux de précipitationdiesnue
allant de 300mm au nord jusqu’a 1100mm au sud et dans laquelle les infections surviennent
pendant la saison seche ou prédomine également le vent de sable(harmattagyhepsa

est aussi présent en Asie. Le sérogrdBipgui provoque généralement des cas sporadiques,
est préedominent en Europe et en Amérique. Le séroglogse a l'origine de petites

bouffées épidémiques non seulement en Amérique mais aussi en Asie et de dagugsora
de plus en plus nombreux en Europe.

Depuis mars 2000,un clone Neisseria meningitidide sérogroupe¥V135a d’abord été
identifié chez 326 pélerins revenant de la Mecque en Arabie Saoudite edietasts et s’est
ensuite répandu dans de nombreux pays en Europe(Allemagne, Finlande, Pays-Bas,
Royaume-Uni, en Afrique(Maroc) et en Asie (Singapour, Indonésie). D2@Qis un clone
W135 apparenté mais distinct de celui qui avait atteint les péelerins de la Mecque est2000 e
apparu dans des épidémies au Burkina Faso et au Niger. Il sévit désorméas éardemies
périodiques durant la saison seche (de novembre a mai) avec le sérofjr@upBurkina

Faso, au Niger, au Tchad, et au Nord du Cameroun.

B - 3 - 5 - Caracteres bactériologiques
B -3-5-1- Morphologie [1]
Neisseria meningitidise présente sous forme de cocci immobiles & Gram négatif en

diplocoques accolés par une face plane (aspect en « grain café »).
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Figure 5 : Coloration de Gram deNeisseria meningitidis

B -3-5-2 - CARACTERES CULTURAUX
Neisseria meningitidisst un germe aérobie strict exigeant pour sa culture des milieux

enrichis, Muller-Hinton ou gélose au sang cuit ou gélose chocolat avec unetaneos
humidifiée et enrichie de 5-10 % de CO2. La température optimale de croissanee36°C
et PH=7.

Les colonies sont petites, rondes, bombées et luisantes apres 24 heures d’'inaddation (

photo).



Figure 6 (13) : Culture deNeisseria meningitidis
B - 3 - 5 - 3 - CARACTERES BIOCHIMIQUES [4]
Neisseria meningitidiposséde une oxydase et une catalase. Il attaque par voie oxydative le
glucose et le maltose. Il réduit parfois les nitrites (68% des soucheg)asaies nitrates. La
gamma-glutamyl transférasse@ T) est positive avec |@&¢eisseria meningitidis

= |’oxydase
Le test d’'oxydase est un test utilisé comme indicateur redox qui passe dii@énedlore
(quand c’est réduit) a une couleur violet foncée (quand c’est oxyde).ll consisteéune
goutte de réactif d’'oxydase (phénylene-diamine) sur un papier buvard, engstr éar la
goutte une colonie bactérienne prélevée sur une gélose au sang.
La réaction positive : développement d’'une couleur violet dans un intervalle de 10 a 30
secondes.
La réaction négative : aucune couleur ne se développe au bout de 30 secondes.

* La catalase
La catalase a été mise en évidence en mélangeant les colonigsiraeséavec une goutte a
3% de peroxyde d’hydrogéne (H202), sur une lame de verre propre.
La réaction positive : formation de bulles d’oxygéne en 10 secondes.

La réaction négative : aucune formation de bulles en 10 secondes.
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Les globules du sang contenus dans la gélose au sang contiennent de la tdaaszant

une fausse réaction positive.

B -3 -5-4-STRUCTURE ANTIGENIQUE [4]
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Figure 7 : Structure de Neisseria meningitidis

La paroi est I'élément intéressant dans la structure du méningocoque. HEldegmoili qui
interviennent dans I'adhésion aux cellules des muqueuses et présente troisacusstit
majeurs d’intérét diagnostic, épidémiologique et prophylactique.
Les trois constituants sont :

= Les polyosides capsulaires

» Les protéines de la membrane externe

» Les lipopolysaccharides (LPS)
La nature du polysaccharide capsulaire permet de distinguer douze sérogesigess par
les lettres ou les sigles A, B, C, X, Y, Z ,29E, W135, H, I, K et L.
Les plus fréquents sont A, B, C, W135, X, Y.
L’étude de ces sérogroupes a permis la mise au point des vaccins anti méniega@cet|C.
La structure du polysaccharide capsulaire du sérogroupe B est identigiesdeEseherichia
coli K1 qui est le principal agent causal de la méningite néonatale.
Le polysaccharide du groupe B est peu immunogéne et ne permet pas le développement d’'une

immunité protectrice.
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Les sérogroupes déeisseria meningitidiont été subdivisés en sérotype. Ceux-Ci
correspondent a des spécificités antigéniques portés par 5 classes de gedeemembrane

externe. Ce sont les protéines de classe 1, 2/3, 4 et 5.

» La protéine classe 1
Elle est plus large et induit la production d’anticorps spécifiques bactéqaidssnt

protecteurs chez un modele de rat expérimental. Cette protéine est abke{/E#|.

» La protéine classe 2/3
Toutes les souches de méningocoque ont soit la protéine classe 2 soit la protéine class
3[17].

» La protéine classe 4
Peu d’études ont été effectuées sur cette classe, elle est préseimvates les
souches en association avec les protéines de classe 2 ou 3. Elle est constaite et s

capable de bloquer l'activité bactéricide d’un sérum hurjiaih

» La protéine classe 5
Contrairement a la protéine de classe 1, elle est modifiable par la.dbalsant

des antigenes responsables des changements de phase entre les différense srsosiclussi
a l'intérieur d’'une méme soucli&7].
Les protéines classe 2 et 3 s’excluent mutuellement. Ces deux protéinespuomsables de
la spécifité du sérotype. Parmi les souches sérotypables, le sérotypettase dans 60%
des groupes B, 80% des groupes C ainsi que dans les groupes Y et W135.
Le sérotype 2 est lui-méme hétérogene avec les types 2a, 2b, 2c.
Tous les méningocoques du sérogroupe retrouvés jusqu’a présent ont la protéirmed clas
La plupart des souches du sérogroupe A expriment seulement une des deux vieardes é
phorétiqgues connues de cette protéine de classe 3 et appartiennent a un tygiguserolo
diversement appelé sérotype 21 ou 4 selon les auteurs.
Les déterminants antigéniques des protéines de classe 1 sont a la basealissgpage des
souches de méningocoque identifiées de P1-1 a P1-10. Les anticorps monoclonaux dirigés
contre les protéines de classe 1 ont une activité bactéricide plus élevédegdescanticorps

dirigés contre les protéines de classe 2 ou 3.
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Les lipopolysaccharides (LPS) sont des entités différentes des polyagidetaaes. lls sont
formés d’un lipide A et d’'une fraction polyosidique.lls sont également antigérétjues
deéfinissent des sérotypes.

Ces LPS entrent dans la composition d’une endotoxine .La capacité des gkinéres de

I'endotoxine peut étre en relation avec la gravité de I'affection méninge¢48].

B —3-5-5-POUVOIR PATHOGENE

» Physiopathologie [4]
Les méningocoques pénetrent généralement dans I'organisme humain par vione adrie
colonisent le nasopharynx.Chez certains sujets, ils traversent la bamigueuse par voie
inter ou intra cellulaire et accédent ainsi a la circulation générales sont confrontés aux
mécanismes de défense de I'héte.
Si la bactérie persiste suffisamment longtemps dans la circulatioralggredle peut atteindre
le LCR via les plexus choides. Pour la plupart des germes le mécanisme exact de ce
phénomeéne reste inconnu.
La virulence des germes pathogénes (habituellement en cause dans lesesgpsidite a
leur capsule polysaccaridique et aux constituants de la membrane cellulaire
La capsule polysaccharidique, qui contribue a la survie bactérienne dacslktioin
sanguine n’a pas de réle direct dans le déclenchement de l'inflammatioeslaspdces sous
arachnadiens. C’est la paroi bactérienne elle-méme qui déclenche la réponse ele I'h6t

= Formes cliniques [11]
Les méningocoques se transmettent par contact étroit (moins d’un metré)etdimetongé
(plus d’'une heure) avec les sécrétions nasopharyngées.
La méningite a méningocoque survient généralement dans la premiere énfaxioeaum d’
incidence chez les moins de cing ans ) et chez I adulte jeune (moins de vingt cietg ans )
associé un syndrome infectieux (fievre ;maux de téte violents, vomissemeuatssyatrome
méningé (raideur de la nuque , léthargie, trouble de la conscience , voire corade.Che
nouveau né et le nourrisson ,ces symptémes sont moins marqués : I'acces bruwted dstfie
parfois accompagne de convulsions ou vomissements. L'apparition des taches pur puriques
sur la peau, s’étendant progressivement (purpura extensif), est un criteagitiedyg
I'infection et une menace de choc septique, imposant le traitement antibiotique et

I'hospitalisation d’urgence.
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=  Séquelles [11]
Les complications les plus fréquentes de la méningite cérébro-spinalesattaintes
neurologiques, en particulier la surdité. L'incubation dure généralement 3 & 4njaisr peut

étre prolongée jusqu’a une dizaine de jours.

B —3—5—6- TRAITEMENT ET PREVENTION

- Le traitement [1]
Les traitements curatifs utilisent des molécules actives sur lesgoénigues et passant la
barriere méningée .Les céphalosporines de troisieme génération (cedotaefitmaxone)
auxquelles on a recours en traitement probabiliste sont remarquablemewesffic
On devra sans doute remettre en cause l'usage de la pénicilline G en raison gie$sipro
de souches ddeisseria meningitidia sensibilité diminuée a la pénicilline du fait d’'une
résistance non enzymatique déja signalée dans plusieurs parties du moodiepantient en
Espagne , ou cette résistance concerne 30 % des isolats. Le cotrimoudeole o
chloramphénicol restent largement actifs sur le germe et sont utilisetedgrays en

développement. Par contre, les sulfamides ont vu leur sensibilité diminuer.

- La posologie [5]
Le cefotaxime (200mg/kg/j) ou ceftriaxone (100mg/kg/j) est effichaedurée du traitement
est de 7 jours.
Le chloramphénicol huileux : 3g en une seule dose en IM chez I'adulte, 100mg/kg pour les

enfants. La durée du traitement est de 2 jours.

- La prévention
=  Chimio prophylaxie [1]

L’infection @ méningocoque (méningite ou non) est une maladie a déclarationmi®igaa
prophylaxie concerne I'entourage immeédiat du malade telle que la familleepfesujets
contacts ») et n'est étendue qu’en milieu ferme (caserne, lycée) ou e disgontamination
est élevé. La chimio prophylaxie repose sur I'administration de rifangpidurant deux
jours, aux sujets contacts. La vaccination repose actuellement sur des vaccins
polysaccharidiques monovalents A ou C ou bivalents A+C, voire tétravalents (A ; C ;;W135

Y) recommandés pour les voyages en zone endémique (Afrique, Amérique Sud) ou en
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présence de cas dus a ces sérogroupes en zone non endémique. Les vaccingg@aninist
voie sous-cutanée ou intradermique sont peu immunogénes avant I'adge de 2 ans. On ne
dispose pas encore de vaccin efficace contre le groupe sérologique B.
La rifampicine est utilisée comme s[b{ :

» enfant < 1mois :5mg/kg 2fois par jour,

» de 1mois a 15ans :10mg/kg 2fois par jour.

= Lavaccination [11]
Le vaccin bivalent contres les sérologies A+C est trés bien toléré .lIfeamfe immunité
d’au moins trois ans lorsqu'’il est utilisé apres I'age de 2 ans. Il est adéiilstrge échelle
en cas d’épidémie dans les pays en développement et est réservé aux casdaomsdes
pays industrialisées .La vaccination méningocoque A+C est, de plus, corsaiitdes
individus de moins 30 ans devant séjourner dans les zones endémiques .1l existe également un
vaccin tétravalent contre les sérogroupds,Y, et W134lisponible sur demande a la
Direction Nationale de la Santé .Cette vaccination est devenue obligatoilegpaterins se
rendant a la Mecque depuis I'épidémie de mars 2000.L'immunité apparait dasheediour
apres la vaccination En aucun cas la vaccination ne se substitue a I'antibjtapdeplojui est
destinée a une prévention immédiate des cas secondaires .
Des vaccins conjugués, associant des sucres de la capsule bactérienne @inagprteuse,
et conférant ainsi un pouvoir protecteur plus élevé méme chez les enfants de moins de deux
ans sont en développement contre les différents sérogroupes. Un premier vaccin conjugué
contre le méningocoque C, dont 'efficacité a été démontrée en Grandgrizrebu ce
sérogroupe est en voie d’élimination, est actuellement disponible en France.
D’intenses travaux de recherche associant des équipes internationalea ideatifier, sur la
base de séquences génomiques, de nouveaux antigenes, qui vaccineraient corgre tous le

méningocoques invasifs.

B—3—5—7- DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE
Le pronostic vital de la méningite purulente dépend de la précocité du diagnotic. Il es

important de pouvoir affirmer rapidement la nature bactérienne de la mémingéealisposer
sans retard d’indications sur I'étiologie afin de mettre en ceuvre rapideamgibiothérapie

la mieux adaptée.
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B-3-5-7-1-PRELEVEMENT
Des les premiers signes cliniques de la maladie, le LCR est préleve.

Le prélevement doit étre fait avant la mise en ceuvre d’une antibiothgrapreéviter une
diminution de la viabilité des agents étiologiques.

- Ponction lombaire :
S’assurer que le patient est calme
Il doit étre assis fortement penché en avant ou en décubitus latéral, le dosiemaniere a
ce que la téte touche les genoux.
Désinfecter les mains a I'alcool & 70%.
Nettoyer la peau du patient de long d’'une ligne joignant les deux crétes il@agugabsant
I'alcool a 70%, puis badigeonner a la teinture d’iode ou a la polyvidone iodée.
Introduire I'aiguille entre les espaces vertébraux L4-L5 ou L5-SI.
Recueillir 3 a 4ml de LCR dans les tubes stériles munis d’un bouchon & vis.
Le LCR peut étre également prélevé par ponction dans la grande citerné(psoas
occipitale).Enfin le LCR peut étre préleve directement dans les vensrisolié par voie
transfontanellaire chez le nourrisson, soit par biais d’un trou de trépan frontakcifieatlou
I'adulte [3].
Le matériel nécessaire pour la ponction lombaire doit comprendre :

- désinfectant cutané

- compresse et pansement adhésif

- aiguille & ponction lombaire pour adulte et pour enfant

- seringue et aiguille

- tube a hémolyse stérile avec capuchon pour recueillir le LCR



23

Figure 8 (13) : Matériel nécessaire au recueil du LCR
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B-3-5-7-2-Transport

- Inoculation du Trans-Isolate

= Retirer le flacon de Trans-Isolate (T-1) du réfrigérateur au moins 30 miruget a
d’inoculer le prélevement de LCR. Ceci permet de réchauffer le flacon a

température ambiante et favorise la prolifération des organismes.

» Avant inoculation, regarder s’il y a une prolifération visible dans le flacon ou le
milieu est trouble. En cas de prolifération visible ou turbidité, jeter le flaaah ca
peut étre contamine.

= Soulever I'opercule situé au milieu de la capsule métallique fermanttmfie T-
l.

= Désinfecter le bouchon du flacon de T-I a I'alcool a 70° C ou a l'iodine.Laisser,

sécher (30 & 60 secondes en général).

= Aspirer 0,5 al ml du tube contenant le LCR, a I'aide d’une seringue et d'une

aiguille stérilisée (21G de préférence).

» Injecter le LCR dans le flacon de T-I a travers le bouchon désinfecté et sec.

» Transport et Incubation des flacons de T-I :
» La procédure a suivre dépendra du temps nécessaire pour que les flacons de T - |

arrivent au laboratoire de référence ou la culture et I'isolement seractuéBe

= Siles flacons de T-I ne peuvent pas arriver au laboratoire de réféenoans de
24 heures :
» Etiqueter le flacon de T-I avec l'identité du malade, le numéro d’échantillon et
la date.
» Ventiler le flacon de T-1 au moyen d’'une grosse aiguille cotonnée stérile.
» Conserver le flacon debout a température ambiante. Eviter la lumiéere directe,

la chaleur excessive et la poussiere.
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» Avant de transporter le flacon, retirer I'aiguille cotonnée. Ceci évitera des
fuites et la contamination pendant le transport.
» Assurer le transport dans un emballage clos réduisant au minimum les risques

de contamination (pochette plastique) et joindre la fiche de notification.

= Siles flacons de T-I peuvent arriver au laboratoire de référence en moins de 24
heures :
» Etiqueter le flacon de T-I avec l'identité du malade, le numéro d’échantillan et |
date.
» Envoyer les T-I sans ventilation.
» Assurer le transport dans un emballage clos réduisant au minimum les risques de

contamination (pochette plastique), et joindre la fiche de notification.

- Recommandations additionnelles sur l'utilisation et la ventilation de flacons de T-I

= La durée d'utilisation du flacon de T-1 est d’au moins 1 an apres la date de
production, pour autant qu’il soit conservé au réfrigérateur.

» Le milieu T-I est détruit par la congélation.

= Les flacons de T-I non utilisés doivent étre transportés en maintenaaina do
froid.

= Des études ont montré que la ventilation des flacons permettait de limiter & 20-25 %
I'absence de prolifération, 2 a 4 semaines aprés inoculation du flacon a&R le L
(des malades présentant une meéningite bactériennes aigué).Sanidaovedes

tubes, ces pertes ont été bien plus importantes.

B-3-5-7-3-Analyse duLCR

- Examen macroscopique
Noter I'aspect du LCR :
= Clair limpide ; incolore (aspect eau de roche).
= Trouble : di a une hyper leucocytose (de I'aspect moins trouble, opalescent, a

'aspect franchement purulent).
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= Hémorragique : non coagulé dans le tube (hémorragie méningée) ou coagulé
(blessure vasculaire).

= Xanthochromique : liquide jaune.

- Examen microscopique
Si la quantité de LCR ne dépasse pas 1ml, la coloration de Gram et la culture &oévent

faites sur le LCR non centrifugé.

= Cytologie quantitative
Elle consiste a dénombrer a partir du LCR le nombre de leucocytes et d’lsépaatem3
dans la cellule de Malassez :
» humecter la surface des deux plateaux de la cellule de Malassez;
» déposer sur la cellule en lui exercant une pression ferme avec les doigts ellee lam
spéciale optiquement plane.
» remué le LCR non centrifugé, prélever un certain volume a la pipette de Pasteur ou
de transfert et remplir la cellule.
> laisser au repos quelques minutes, pour que I'élément cellulaire se sédimente,
> placer ensuite la préparation sur la platine du microscope et I'examiner a
I'objectifx40.
> Lorsque les éléments cellulaires sont nombreux, faire le décompte sur quelques
bandes puis faire la moyenne des leucocytes et des hématies par bande .Cette
moyenne est multipliée par 10 pour avoir le nombre de leucocytes et des hématies
par mma3.
» Lorsqu’il y a peu d’éléments faire le décompte sur toute la cellulechiffee

obtenu est rendu comme tel en nombre de leucocytes ou d’hématies par mma3.

= Cytologie qualitative
Elle consiste a déterminer la nature des éléments a partir du culot degatdn .On
réalise un frottis sur une lame neuve dégraissée qu’'on colore au May GrunerakhGi
(MGG) ou au bleu de méthylene, ceci nous permet de déterminer la formule leweocyta
Dans les méningites purulentes, la formule leucocytaire est a 90-95% ylasciidires

neutrophiles pour 0 a 5% des lymphocytes.

- Examen direct apres coloration de Gram [4]
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Il est réalisé avec le culot de centrifugation .Le frottis fait etré au Gram. Ceci nous
permet d’apporter la certitude en objectivant des diplocoques en grain de cabdiiaktra
cellulaire gram négatif et de nombreux polynucléaires plus ou moins alteres.

La lecture de la lame est faite a I'objectif 100 avec huile a immersion.

B-3-5-7-4-5-Recherche des antigénes solubles

Principe
L’antigene présent dans I'échantillon testé est identifié a I'aide deylagide latex
recouvertes d'anticorps spécifiques. Ces particules s'agglutinent fortemeritsence de

I'antigene homologue alors gu’elles restent en suspension homogene en I'abssrioede

B-3-5-7-4-6- Culture [4]
- Cas du LCR dans le tube
La culture confirme le résultat de 'examen direct et permet der feastensibilité des germes
aux antibiotiques.
Neisseriameningitidisest un germe aérobie strict, exigeant pour sa culture des milieux riches.
On utilise le plus souvent la gélose au sang cuit. Sa croissance est favoridgs parCO2
avec une température optimale de 37° C et de pH optimal égal a 7. Apres 18-24 heures

d’incubation, les colonies apparaissent rondes, lisses, bombées et translucides.

- Cas du LCR dans un T-I
Des réception du T-I au laboratoire, aérer le T-l1 avec une aiguille hypiogerbouchée avec
du coton hydrophile (pour éviter la contamination).Incuber le flacon T-1 436, 5° Crppenda
24heures, le lendemain tirer une quantité qu’on centrifuge puis utiliser le culoajeue f
Gram (diplocoque Gram négatif); le reste du culot est utilisé pour faitdtlmecsur gélose

chocolat.

B-3-5-7-4-7-Identification biochimique : Méthode de la galerie AR

C’est une méthode enzymatique (ou fermentation de sucre) pour identifier lesridess les
Haemophilus a I'aide de substrats, ainsi que pour rechercher la pénicilthage
Haemophiluset Neisseriagonorrhég.

La galerie API-NH comporte 10 micros tubes contenant des substrats sous forme

déshydratée, pour réaliser 13 tests d’identification.
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On réalise une suspension bactérienne qui sert a réhydrater les substrat

La galerie est mise en incubation pendant 2 heures a 35-37° C.

Les résultats sont exprimés en caractere positif ou négatif selon tgeatemt de coloration.
L’identification est obtenue avec I'un des logiciels d’'identification ou ehei@bhant le profil

numérigue obtenu dans la liste des profils de la notice technique.

B-3-5-7-4-8-Typage des souches
Actuellement deux systéemes de typage sont utilisés, I'un emploie des méthodes

immunologiques et I'autre des méthodes génétiques.

» Les méthodes immunologiques permettent de caractériser les souches de
meéningocoque d’aprés leur formule antigéniques (sérogroupe : sérotypeolsero-s
type). Elles sont fondées sur la reconnaissance immunologique de certaines
structures de la surface bactérienne par les anticorps. C’est le aasagsule pour
les sérogroupes et des protéines de la membrane externe(Porines) compauPorB
le sérotype et porA pour le soustype. Ces techniques présentent des limtes car
caractérisent que les structures antigéniques de surface qui sont saudese
variations importantes sélectionnées par la réponse immunitaire de I'h&e. C'e
donc le reflet des interactions entre la bactérie et I’'h6te infecté plutbtegqu’un

diversité génétique intrinseques des bactéries.

» La méthode génétique de référence est la « Mutilocus Enzyme Electraphores
(MLEE) ».Cette technique est basée sur les différences de migratodroel

phorétique des enzymes codées par les différents alléles d’'un gene donné.

B-3-5-7-9 Détermination des sérogroupes
Les sérogroupes sont déterminés par la nature des antigenes polydesdasulaires.

Les sérogroupes sont identifiés par agglutination ou par la contre immunoélectsephore

B-3-5-7-10-Sérotypage
Les sérotypes correspondent a des spécificités antigéniques et sont blesdsretéines de

la membrane externe et des LPS. Pour les protéines, il s’agit deska 2las 3. On les
détermine par SDS-PAGE ou DOT bilot.
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Les sérotypes des LPS des méningocoques de sérogroupe A résultent dagsdtarekB,
L10 et L11pour les especes LPS avec des migrations électrophétiquesogicgées

distinctives. Il n'y a aucune liaison entre les sérotypes des LPS dy$armdonalg4].

B-3-5-7-11-Séro-sous typage [4]
Le déterminant antigénique des protéines de classe 1 est a la base du S§pagewdes

souches d@leisseriameningitidis
La protéine de classe | semble posséder une quantité de variation limitée :
= 7 variations éléctrophoretiques et 5 variations sérologiques de la protéinesdelcla
furent reconnues au niveau du sérogroupe A.
= 4 des 5 variations sérologiques étaient définies par les Mc Abs élevés eontre |

meéningocoque du sérogroupe B.

B-3-5-7-12-Clones [40]
Définition : un clone est 'ensemble des bactéries provenant de la méme aatiestrale.

Neisseria meningitidiest hautement polymorphe, comme cela est révélé par la MEE (Multi
locus enzyme éléctrophoresis) avec en moyenne plus de 7 alléles par loocustiejpmey

La MEE identifie des variations alleliques des génes chromosomiques en irldexant
migration éléctrophorétique différentielle des produits de ces génenzignes.

La diversité génétiqgue déeisseriameningitidisest extensive, ce qui fait de la MEE une
méthode de choix pour I'épidémiologie des méningocoques qui permet de les clas=agr e

complexes clonaux ou sous-groupes.
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Tableau | : Quelques complexes clonaux et leurs caractéristigs sérologiques les plus fréquentes et leurs

origines géographiques

D

Complexe clonal Sérogroupes Sérotypes Origine
géographique
Sous groupe | A 4,21 :P1.10 Mondiale
Sous groupe I A 4,21 :P1X, 9 Mondiale épidémi
actuellement en
Afrique
Sous groupe V A 4,21 :P1.7,10 Chine
Complexe Et-5 B; (C) 15:P1.16 Mondiale
15:P1.3
4 :P1.15
Complexe Et-37 C;B;(W135)Y) 2a:P1.2,5 Mondiale
2a:P15,Y
Groupe A4 BetC 2b :P1.2 Ameérique Europ
Afrique du Sud
Lignée Il B 4:Pl1.4 Europe

B-3-5-7-13-Séquence type (ST)
Elle est basée sur la caractérisation génotypique du méningocoque.dtérisatiion

génotypique d’un nombre important de souches de méningocoque par cette technique a

permis de montrer que les méningocoques peuvent étre regroupés en complexes clonaux a

I'intérieur desquels les souches sont trés proches. L'analyse d’isolsdsielets montre que

les souches isolées de patients appartiennent a un nombre treés limité deeatopkux,

alors que les souches isolées de portage appartiennent a plusieurs centaingsades

clonaux. Ces données démontrent que les souchésiskeriameningitidisqui appartiennent

a un petit nombre de complexes clonaux ont un potentiel invasif plus marqué que les autres.

Ces souches “invasives” ne sont responsables d’infections que chez une faiblieprgort

patients qu’elles colonisent.
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B-3-5-7-14- Méthode de typage

B-3-5-7-14-1-Electrophorése

- Electrophorese par la technique du SDS-Page [12]
Le SDS-Page est une méthode d’orientation pour identifier les méningocoquesel ge
différencier les sérogroupes A et C par la présence ou I'absence élagds classe 2 ou 3
de la membrane externe des méningocoques sur gel de polycrylamide en piésin&e
(Dodécyl sulfate de sodium).
Les protéines sont séparées en fonction de leurs poids moléculaires (PMuet dedeges
dans un champ créé entre deux électrodes, le pole négatif (-) et le pble positif (+)

La migration se fait du pole négatif au pole positif.

- Electrophorése par champ pulsé sur gel [4]
L’électrophorése par champs pulsé sur gel est une nouvelle technique pourstiyaetdees.
Elle est une méthode relativement simple et rapide pour comparer les relatieriss
souches déleisseriameningitidisA.
Elle est utilisée pour analyser 'ADN deisseriameningitidisA.L’endonucléose By, il est
utilisé pour couper les chromosomes d’ADN engendrant 19 fragments analysables.
Cette technique permet de comparer les rapports de clones révélés par lgpedouésé.
Le type pulsé est fermement relié a la souche B54, le sous-groupe fiéemeé de la

Finlande 1975, montrant seulement deux fragments différents.

B-3-5-7-14-1-2- Dot blot
C’est une technique immuno blot utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques pour
identifier les variations antigéniques portées sur membrane de nitroeell@kette technique

a ete utilisée pour caractériser les souches de méningocoque.

B-3-5-7-14-3 - Multi Locus Séquence Typing “ (MLST)
C’est une technigue qui est basée sur la comparaison des séquences de genes codant pour des

protéines cytoplasmiques du métabolisme fondamental (enzymes dites “de imieDagpar
exemple) et donc non soumises a la pression de sélection de I'environnement. Ainsg le degr

d’identité entre deux séquences correspondant au méme locus dans deux souches est
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inversement proportionnel au nombre d’évenement ayant affecté la séquencéegmina
chaque souche, et reflete donc le degré de “proximité génomique” des deux souches.

B - 3 - 5 - 8 - Diagnostic moléculaire par amplification génétique (PCR)
Il permet l'identification et la caractérisation Neisseriameningitidispar amplification du
gene crgA, suivi par celle de siaD, codant la biosynthése de la capsule desup&a® B, C,

Y et W135 mynB codant pour la capsule du sérogroupe A.
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III - METHODOLOGIE

3-1-LIEUVET TYPE D’ETUDE

LIEU D’ETUDE
L’Institut National de Recherche en Santé publique (INRSP) du Mali est sitadedaquartier
hippodrome sur la route de Koulikoro.
Créé par la loi N° 93-014 du 11février 1993 comme Etablissement Public a caractere
Administratif, 'INRSP est passé de ce statut a celui d’Etablisselfdalic a caractere
Scientifique et Technologique par 'Ordonnance N° 06-007/P — RM du 28 Février 2006.
Les missions de 'INRSP se résument comme sulit :
= promouvoir la recherche médicale et pharmaceutique en santé publique notamment dans
les domaines des maladies infectieuses, néoplasiques et sociales, deféarsizales de
I'éducation sanitaire, de I'hygiéne du milieu, de la biologie clinique appliquee a |
nutrition et aux affections endémo-épidémiques, toxicologie médicale etragpéle,
de la bromatologie, de la génétique, de la socio économie, de la médecine et
pharmacopée traditionnelle ;
= participer a la formation technique, au perfectionnement et a la spditialidans le
domaine de sa compétence ;
= assurer la référence dans le domaine de la biologie clinique ;
= assurer la mise au point et la formulation des médicaments traditionneisrémgl
= assurer la protection du patrimoine scientifique relevant de son domaine ;
= promouvoir la coopération nationale et internationale dans le cadre des progrdmmes e
d’accords d’assistance mutuelle ;
= geérer les structures de recherche qui lui sont confiées.
L'INRSP entretient des relations étroites avec des laboratoireaiafriet occidentaux. Il
recoit souvent de ces laboratoires des échantillons pour analyse (étude rdeationfiou
d’identification) .1l arrive que pour les mémes raisons, 'INRSP aussi adaesss
laboratoires des échantillons de produits pathologiques.
Des échanges scientifiques ont souvent lieu entre les chercheurs destdifféstituts.
Il recoit aussi des échantillons médicaux en provenance des différenteg¢datalilali & des
fins d’analyse.
L’INRSP comprend cing départements et une agence comptable qui sont :

= Département Santé Communautaire (DSC),
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= Département Médecine Traditionnelle (DMT),

= Département Formation (DF),

= Département Administration et Personnel (DAP),

= Département de Diagnostic et de Recherche Biomédicale (DDRB) qui se eotiepos

laboratoires de :

>

YV V.V V V VY

Immuno-sérologie
Bactériologie
Hématologie
Biochimie
Parasitologie
Cytogénétique

Anatomo-pathologie.

En outre, linstitut dispose des centres de formation en zone rurale que sont:

= e centre de Sélingué ;

= |e centre de Kolokani ;

» |e Centre Régional de Médecine traditionnelle de Bandiagara (CRMT) ;

= |e centre de Gossi.

Le service de bactériologie virologie qui reléve du Département a servi éedeanlavail a

notre étude.
Il comprend :

= une section de bactériologie générale ou sont réalisées les analysepaievesnents

de frottis vaginal, de pus (liquide d’ascite, prélevement urétral, liquide d’épaanhe

etc....), d'urines, de sang (hémoculture), de coprocultures et les échantillans d’ea

= |e laboratoire de référence pour la tuberculose ;

= une section de stérilisation et de préparation des matériels de traliailXrde culture,

colorant etc....) ;

» e laboratoire de référence pour la méningite dotée d’équipements adéquats.

TYPE DE L’'ETUDE

Il s’agit d’une étude transversale qui s’est déroulée de Janvier 2005 a Décembre 2007.
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3 - 2 - ECHANTILLONNAGE ET POPULATION D’ETUDE
Tout cas de LCR envoyé a 'INRSP et tous les cas suspects de méningite .

3 -3 - PRELEVEMENT ET TRANSPORT DES LCR
Le LCR prélevé avant tout traitement antibiotique chez les patients sudpangningite, est

transporté, soit dans un tube stérile ou dans le milieu de transport Trans Isalate. Ce
collectés dans le tube sont transportés a I'abri de la lumiere et achamiaésratoire dans
un délai de moins d’'une heure. Pour les Trans Isolates le délai est de moins @& S@uoir
arriver a 'INRSP.

Chaque prélevement est accompagné de fiche d’une notification comportant le mam, pré
sexe, age, date de prélevement et statut vaccinal.

A la réception la qualité des prélévements est appréciée. Ainsi un préféwesn

dit adéquat si le T-I est non aéré et protégé a I'abri de la lumiére ou si le tUBR derive

au laboratoire en moins d’'une heure et a I'abri de la lumiére.

Un prélevement ne remplissant pas ces conditions est dit non adéquat.

3 -4 - ANALYSE DES LCR

3 -4-1- EXAMEN MACROSCOPIQUE
On doit apprécier a I'ceil nu I'aspect du LCR qui peut étre :

= clair (eau de roche)
= trouble (louche ou purulent)
= xanthochromique

= hématique

3 -4 -2 - EXAMEN MICROSCOPIQUE
- Sila quantité de LCR ne dépasse pas 1ml, la coloration de Gram et la culture sont

faites sur le LCR non centrifugé.
- Sila quantité dépasse 1 ml, une partie du LCR est transférée dans un second tube (T2)

et le restant (T1) est gardé. On procede comme suit :

= cytologie : elle consiste au dénombrement des éléments cellulaires par

mm3 a l'aide de la cellule de Malassez.

= Examen microscopique apres coloration de Gram
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» T1 est centrifugé le culot est utilisé pour faire le frottis.

» sécher le frottis a I'air dans une enceinte de sécurité. Le frottis
est coloré au Gram (séches et observé a I'immersion du
microscope a l'objectif 100) afin d’apprécier la morphologie

des germes observés correspondant au type de I'agglutination.

3 - 5 - RECHERCHES D’ANTIGENES SOLUBLES

Nous avons utilisé IPASTOREX®MENINGITIS .

-  MODE OPERATOIRE
Dans le cas d’'un LCR trés trouble ou présentant une contamination par des glolyées rou
on le centrifuge durant 5 minutes & 2000/mn et on recueille le surnageant.
= Nous avons chauffé I'échantillon 3 minutes a 100° C (incubateur sec ou bain-
marie) puis centrifuge.
= Aprés, nous avons déposé une goutte (40 a 50 micro litre) de surnageant dans
chaque cercle de la carte jetable.
» Les réactifs latex ont été bien homogéneéiseés.
» Une goutte de chaque réactif latex a été déposée dans chaque cercletee la ca
jetable en maintenant le flacon en position verticale.
= Nous avons mélangeé les latex a I'échantillon au moyen d’un batonnet en
changeant de batonnet pour chaque latex.
= Et enfin, un Iéger mouvement de rotation a été donné avant observation d’'une

éventuelle agglutination en moins de 10 minutes.

- LECTURE DES RESULTATS
La lecture se fait a I'ceil nu et sous un bon éclairage.
Réaction négative : la suspension reste homogene et |égerement opalekbsente (a
d’agrégats).
Réaction positive : apparition d’'une agglutination franche (ou d’une agrégation)
des particules de latex en moins de 10 minutes.
L'intensité d’agglutination et le temps d’apparition sont fonction de la concemtieti

antigenes de I'échantillon testé.
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L IMITES DU TEST

La technique immunologique au latex permet dans de nombreux cas un diagnostic présomptif
du germe en cause. Cependant, la concentration antigene de I'échantillon patérétree

au seuil de détection de ces latex et donner un résultat négatif. Il est utileg dass de

répéter le prélevement ultérieurement. En conséquence, cette techniquaihecssaplacer

la culture qui, seule permet la réalisation d’'un antibiogramme.

Le diagnostic final, comme pour tout diagnostic biologique, ne peut étre pris ssultatré

d’un seul test mais sur un ensemble de données cliniques et de résultat biochimiques,

cytologiques et immunologiques.

3 - 6 — Culture
3-6-1-Cas duprélevement dans le tube
Le prélevement est ensemencé directement sur les milieux de culture.
Les milieux sont choisis en fonction du résultat de la coloration de Gram:
»= La gélose au sang cuit ou gélose chocolat pa@&mophilusnfluenzae b
» La gélose au sang po8treptocoqu@neumoniae
» La gélose au sang cuit ou gélose chocolat enrichies avec du poly vitex ou du
supplément G poudeisseriameningitidis
Les boites ensemencées sont incubées a 37° C sous,dun @dnosphere humide pendant
24-48 heures.

3-6-2-CAs DULCR INOCULE DANS LE TRANS-ISOLATE (T-I)
C’est un milieu utilisé pour le transport du LCR de la périphérie vers le laberaational de

référence et qui constitue un outil essentiel dans la confirmation biologique deitayiteé
bactérienne. Ce milieu dysphasique (voir figure) permet la culture peimhelNeisseria
meningitidis Streptococcus pneumoniaeHaemophilus influenzaea partir de prélévement
du liquide céphalo-rachidien (LCR).

Il peut étre utilisé comme milieu de culture, de conservation, et de transport.

Dés la réception le flacon T-I est aéré par une aiguille et incubé a 36, 5° C pendameg4 he

Apres 24 heures d’incubation et quant la phase liquide est trouble, on tire une quantité du

milieu qui est sert a I'isolement, a la coloration de Gram.
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Figure 10 (13) : Trans-isolate

3 - 7 - IDENTIFICATION
= L’aspect des colonies sur la boite de culture,

» Test d’'oxydase,
= Coloration de Gram,

» Confirmation de l'identification par I'agglutination au Pastorex ou par leséantis

3 - 8 - CONSERVATION DES SOUCHES

Apres vérification de la pureté de la culture, les souches sont ensendarteés bouillon
glycériné.

Cette méthode consiste a recueillir la totalité de la culture pure de 24 heaoeun
écouvillon stérile ou une anse plastique, ensuite déposer la culture dans un cryotube
contenant environ

1ml de bouillon trytone soja avec 15 a 20 % de glycérine et faire tourner I'écousilion (

I'anse) pour reléguer les bactéries. Les cryotubes sont conservés dangéiateur a -70° C.
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3 -9 - ANTIBIOGRAMME
Nous I'avons fait selon la technique de diffusion des disques en milieu gélosé. Le milieu

utilisé est la gélose de Mueller Hinton 2 (MH2) selon les recommandation§Sdeiéé
Francaise de Microbiologie (SFM).
On peut également utiliser :
= Streptococcus pneumonigélose de Mueller Hinton 2 (MH2) au sang frais.
» Neisse ria meningitidigélose de Mueller Hinton 2 (MH2) au sang cuit.

= Haemophilus influenzaedglose de Mueller Hinton 2 (MH2) au sang cuit.

La procédure est la suivante :

= préparer une suspension bactérienne a partir d’'une culture pure de méningocoque en
eau physiologique de fagon a avoir une suspension bien homogénéisée.

» ensemencer la surface de la gélose Mueller Hinton 2 par inondation ou a l'aide d’un
ecouvillon avec la suspension bactérienne.

= déposer ensuite a la surface de la gélose des disques d’'antibiotiques a camrcentrat
connue en raison de 7 disques pour une boite de gélose de 90 mm de diamétre.
Les boites de pétri contenant la culture et les antibiotiques sur MH2 ou gélosg au sa
cuit sont placées a I'étuve a 37° C en atmosphere humide et enrichie de CO2 a 10 %
pendant 24 heures.

= aprés 24 heures, on fait une lecture par mesure des diamétres des zonesatiinhibiti

généralement a I'aide d’'une regle graduée.

Les disques antibiotiques utilisés sont : Chloramphénicol, Triméthoprime stlifaxazole et

Oxacciline.
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Figure 11: Exemple d’antibiogramme

3-10- CONTROLE DE QUALITE
Les souches de méningocoque conservées sont envoyees dans le Trans-Isolate de Centr

Recherche Pluri pathologique de Ouagadougou pour le contrdle de qualité du sérogroupe et
pour déterminer le sérotype et le sous-type de ces souches. Les mémessouaTeslite
envoyées par IBIDSC (MULTI DISEASE SURVEILLANCE CENTRE) a I'lnstitut de Santé
Publiqgue d’ Oslo en Norvege pour déterminer le sérotype et le séquence typesibns|

cas de contrble de qualité, la concordance des résultats était de 100%.

3-11 - MATERIELS UTILISES

= Hotte

= Boite de pétri

» Pinces métalliques

= Anse a usage unigue

= L’écouvillon

= Agitateur

» Pipette de transfert ou de Pasteur
= Micropipette
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= Cryotube
= Congélateur a -80° C
» Les disques d’antibiotiques

= Tubes a hémolyse

MILIEUX DE CULTURE
» Gélose au sang frais
» Gélose au sang cuit
= Mueller Hinton 2
* Trans-Isolate
= Bouillon glycérinée (Bouillon cceur cervelle plus 15% de glycérine)

= Eau physiologique

ANALYSE DES RESULTATS
= Microsoft Word pour le traitement de texte
= Excel pour I'élaboration des graphiques et des tableaux

= SPSS pour l'analyse statistique des données

TEST STATISTIQUE UTILISE
= Test de Khi deux.
= Seuil de signification fixé a 0,05 :
P< 0,05=différence statistique significative

. P>0,05=pas de différence statistique significative
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IV - RESULTATS

4 - 1 - CARACTERISTIQUES SOCIO DEMOGRAPHIQUE DES CAS DE MENINGITES
CONFIRMEES AU LABORATOIRE DE 2005 A 2007

Tableau Il : Répartition des LCR par année.

Nombre de LCR Nombre total de Nombre total de Nombre total

/ Année LCR positif LCR négatif
2005 60 (10,36%) 519 (89,64%) 579 (36,8%)
2006 80 (16,67%) 400 (83,33%) 480 (30,5%)
2007 104 (20,23%) 410 (79,77%) 514 (32,7%)
Total 244 (15,51%) 1329 (84,49%) 1573 (100%)

Sur 1573 LCR analysés 15,51% ont donné un résultat positif & la culture ou au latex.
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Tableau Il : Répartition de LCR par année selon la qualité du prélevement
Qualité des Qualité des prélevements Total
LCR/ Année Non adéquat Adeéquat
2005 31 (5,35%) 548 (94,65%) 579
2006 155 (32,29%) 325 (67,71%) 480
2007 52 (10,12%) 462 (89,88%) 514
Total 238 (15,13%) 1335 (84,87%) 1573

Les prélevements étaient adéquats a 84,87%. Ce taux varie d’'une année a une autre.
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Tableau IV : Répartition des patients par tranche d’age.

Patients/Tranche d’age Fréequence Pourcentage (%)
0 & 11 mois 473 30,07
la4ans 414 26,32

5a 14 ans 405 25,75

15 ans et plus 281 17,86
Total 1573 100,0

La moyenne d’age des patients était de 37 ans. L’age minimum était de 3 jaurs et
maximum72 ans.

Les enfants agés de 0 & 11 mois étaient majoritaires (30,07%).
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Tableau V : Répartition des patients selon le sexe.

Sexe Fréquence Pourcentage
Féminin 641 40,75
Masculin 932 59,25
Total 1573 100,0

Le sexe ratio (M/F) était de 1,45 en faveur du sexe masculin.
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Tableau VI : Répartition des LCR par Région administrative du Mali et le District de
Bamako de 2005 a 2007.

District ou Région Nombre total Pourcentage
Bamako 1078 68,53
Kayes 21 1,34
Koulikoro 223 14,18
Ségou 1 0,06
Sikasso 159 10,11
Mopti 76 4,83
Gao 6 0,38
Tombouctou 9 0,57
Kidal 0 0
Total 1573 100

Le plus grand nombre de LCR recensés provenaient du District de Bamako avec 68,53%.
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Tableau VIl : Répartition des LCR par Région administrative du Mali et le District de
Bamako de 2005 a 2007.

LCR +ou -/ Nombre de LCR Nombre de LCR Nombre total de
Région ou négatifs (-) positif (+) LCR
District

Bamako 946 132 (12,26%) 1078
Kayes 10 11 (52,38%) 21
Koulikoro 198 25 (11,21%) 223
Ségou 1 0 1
Sikasso 106 53 (33,33%) 159
Mopti 58 19 (24,68%) 77
Gao 4 2 (33,33%) 6
Tombouctou 6 2 (25%) 8
Total 1329 244 (15,51%) 1573

Sur un total de 1573 prélevements 15,51% sont positifs aux germes bactériens.

Le grand nombre de cas positif étaient du District de Bamako avec 132 cas.
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4 - 2 - NATURE DES GERMES ISOLES

Tableau VIII : Répartition des germes par année

Germes/ Nm A

Nm NmY NmX Sp

Hib Autres Total

Année W135/Y W135

2005 2 0 0 1 25 21 5 60
2006 0 0 0 1 22 18 7 80
2007 5 5 1 0 26 5 1 104
Total 7 5 1 2 73 44 13 244

2,87% 2,05% 0,41%

0,82% 29,92% 18,03% 5,33%

Le Nm A était prédominant avec 40,57%.

Figure 12 : Répartition des germes Neisseria meningitidis Aest le plus représenté avec

41%.

Autres
Hib 5%
18% Nm A

41%

135/Y
3%

0,
30% Nm W135

Nm X 204

1%
Nm Y
0%

o Nm A

= Nm W135/Y
O Nm W135
ONmY

mNm X

mSp

m Hib

O Autres

Nm A: Neisseria meningitidis A
Nm W135:Neisseria meningitidis W135

Nm Y: Neisseria meningitidis Y

Nm X: Neisseria meningitidis X

Hib : Haemophilus influenzae b

S p:Streptococcus pneumoniae
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Tableau IX : Espéces bactériennes identifiées de 2005 a 2007 par région administrative et le
District de Bamako

Germes / Neisseria Streptococcus Haemohilus Autres Total
District meningitidis pneumoniae influenzae b germes

Bamako 52 (39,39%) 51 (38,64%) 21 (15,91%) 8 (6,06%) 132
Kayes 7 (63 ,64%) 1 (9,09%) 3 (27,27%) 0 11
Koulikoro 6 (24%) 8 (32%) 9(36%) 2 (8%) 25
Sikasso 36 (67,92%) 8 (15,09%) 7 (13,21%) 2 (3,78%) 53
Mopti 10 (52,63%) 5 (26,32%) 4 (21,05%) 0 19
Gao 1 (50%) 0 0 1 (50%) 2
Tombouctou 2 (100%) 0 0 0 2
Total 114 (46,72%) 73 (29,91%) 44 (18,04%) 13 (5,33%) 244

Le germe bactérien isolé le plus fréquent éhNgfisseria meningitidigui représente 46,72%.

Autres germes : Acinetobacter (©andida albicang1), Bacille pyocyaniqué¢l),
Enterobacter aeroginosél), SalmonellaPara typhi B (2)Escheriria coli(1),Streptocoque B

3).

Figure 13: Répartitiondes germes identifiés Neisseria meningitidigest le plus représenté
avec 47%.
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Tableau X : Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 par district sanitaire des régions et
le District de Bamako.

Tableau X-1: Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 dans le District de Bamako

Communes NmA Nm Nm Y Nm X Sp Hib Autres  Total
du District W135/Y

Communel 6 1 0 0 6 7 1 21
Commune?2 27 0 1 0 10 0 1 39
Commune3 0 0 0 3 0 1 5
Commune4 4 0 0 0 11 4 2 21
Commune5 0 0 0 5 3 0 13
Commune6 5 1 0 1 16 7 2 32
Total 48 2 1 1 51 21 7 131

36,65% 1,53% 0,76% 0,76% 38,93% 16,03% 5,34%

Nm était le germe le plus représenté du District de Bamako avec le pidshgrabre de cas

en provenance de la commune 2 avec 39 cas.

Nm A:= Neisseria meningitidis A

Nm W135=Neisseria meningitidis W135

Nm W135/Y=Neisseria meningitidis W135/Y
Nm Y= Neisseria meningitidis Y

Nm X= Neisseria meningitidis X

Hib = Haemophilus influenzae b

S p =Streptococcus pneumoniae
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Tableau X-2 Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 par district
sanitaire dans la région Kayes

District Nm Nm Sp Hib Total

sanitaire A W135/Y

Kayes 1 0 0 1 2

Bafoulabé 2 1 1 0

Kéniéba 3 0 0

Kita 0 0 0 1 1

Total 6 1 1 3 11
54,55% 9,09% 9,09% 27,27% 100%

Dans la région de Kayes Nm A était la plus prédominante (6 cas sur 11 caépak&ni
Bafoulabé étaient les Districts sanitaires qui ont enregistre le plasdkdNm A.

Nm A= Neisseria meningitidis A
Nm W135/Y=Neisseria meningitidis W135/Y
Hib = Haemophilus influenzae b

S p =Streptococcus pneumoniae
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Tableau X-3 Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 par district

sanitaire dans la région Koulikoro

District sanitaire Nm A Nm Sp Hib  Autres Total
W135

Koulikoro 1 0 1 1 0

Dioila 2 0 1 1

Kangaba 0 0 1 1 0 2

Kati 2 1 5 6 1 15

Total 5 1 8 9 2 25

20% 4% 32%

36% 8% 100%

Dans la région de Koulikoro le germe Hib était prédominant avec 36%.

Nm A= Neisseria meningitidis A
Nm W135=Neisseria meningitidis W135
Hib = Haemophilus influenzae b
S p=Streptococcus pneumoniae
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Tableau X-4: Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 par district

sanitaire dans la région Sikasso.

District Nm Nm Sp Hib Autres Total
sanitaire A W135/Y

Sikasso 1 0 0 1 0 2
Bougouni 11 0 3 0 0 14
Kadiolo 2 0 1 3 0 6
Kolondieba 3 0 1 0 1 5
Koutiala 7 0 1 0 0 8
Sélingué 4 0 1 3 1 9
Yanfolila 6 1 1 0 0 8
Yorosso 1 0 0 0 0 1
Total 35 1 8 7 2 53

66,04% 1,89% 15,09% 13,21% 3,77%

Dans la région de Sikasso Nm A était le plus dominant; Bougouni (11 cas), Koutiaa (7 ca

et Yanfolila (6 cas) sont les districts sanitaires qui ont enregistredeltes.

Nm A= Neisseria meningitidis A
Nm W135/Y=Neisseria meningitidis W135/Y

Hib = Haemophilus influenzae b

S p =Streptococcus pneumoniae
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Tableau X-5: Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 par district

sanitaire dans la région Mopti.

District Nm N m Nm Hib Sp Total
sanitaire A W135 W135/Y

Mopti 1 1 0 0 0 2
Bandiagara 1 0 0 0 0 1
Bankass 1 2 0 0 0 3
Djenné 0 1 1 1 1 4
Douentza 2 0 0 1 2 5
Koro 0 0 0 2 2 4
Total 5 4 1 4 5 19

26,32% 21,05% 5,26% 21,05% 26,32%

Dans la réegion de Mopti, Nm A et S p étaient les germes les plus dominants. Douentza

(5 cas), Koro et Djenné (4 cas pour chacun) sont les districts qui ont enregistié phs.

Nm A= Neisseria meningitidis A

Nm W135=Neisseria meningitidis W135

Nm W135/Y=Neisseria meningitidis W135/Y
Hib= Haemophilus influenzae b

S p=Streptococcus pneumoniae
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Tableau X-6: Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 par district sanitaire dans la

région Tombouctou.

Germes / Nm W135 Nm W135/Y Total

District sanitaire

Tombouctou 0 1 1

Gourma-Rharous 1 0 1

Total 1 1 2
50% 50% 100%

Un seul cas dBim W135 a été identifié a Gourma-Rharous.

Nm W135=Neisseria meningitidis W135
Nm W135/Y=Neisseria meningitidis W135/Y
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Tableau X-7: Répartition des germes isolés de 2005 a 2007 par district sanitaire dans la

région Gao.
District Nm X Autres Total
sanitaire
Gao 1 1 2
Total 1 1 2
50%) 50% 100%

Un seul cas dbleisseria meningitidiX a été identifié a Gao.

Nm X= Neisseria meningitidis X
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4 - 3 - FREQUENCE DES ESPECES BACTERIENNES

Tableau Xl : Répartition des sérogroupesieisseria meningitidis dare District de
Bamako etans leRégions du Mali.

Germes / Nm A Nm Nm Nm Nm X Total
Districts W135/Y W135 Y

Bamako 48 2 0 1 1 52
Kayes 6 1 0 0 0 7
Koulikoro 5 0 1 0 0 6
Sikasso 35 1 0 0 0 36
Mopti 5 0 5 0 0 10

Gao 0 0 0 0 1 1
TomboucTou 0 1 1 0 0 2

Total 99 86,84% 5 439% 7 6,14% 1 088% 2 1,75% 114 100%

Neisseria meningitidis A86,84%) était le sérogroupe le plus fréquent dans toutes les régions
du Mali suivi duNeisseria meningitididV135.
Les régions les plus touchées sont Bamako et Sikasso.
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Figure 14: Répartition des germes isolés identifiés en provenance de I'ensemble wdets dist
de notre paysNeisseria meningitidis Atait le germe le plus fréquent avec 87% des cas
identifiés.

Nm Y

Nm W135

Nm 6% NT X @ Nm A
W135/Y 2% m Nm W135/Y
4% O Nm W135
Nm A ONmY
87% m Nm X

Nm A= Neisseria meningitidis A

Nm W135=Neisseria meningitidis W135

Nm W135/Y=Neisseria meningitidis W135/Y
Nm Y= Neisseria meningitidis Y

Nm X= Neisseria meningitidis X
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Tableau XlI : Especes bactériens identifieés selon les mois de I'année de 2005 a 2007.

Germes/ Mois Nm Hib Sp Autres Total
Janvier 2 3 1 0 6
Feévrier 7 5 7 3 22
Mars 27 14 18 0 59
Auvril 60 5 11 3 79
Mai 12 5 11 0 28
Juin 1 6 2 13
Juillet 1 4 1 6
Aodt 1 2 3 6
Septembre 0 4 6 0 10
Octobre 0 1 1 1
Novembre 1 2 0 5
Décembre 1 2 4 0 7
Total 114 (46,72%) 44 (18,04%) 73 13 244
(29,91%) (5,33%)

Le nombre de cas le plus élevée était observé en Avril, soit 79 cas.
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Figure 15 Evolution des différentes étiologies bactériennes selon les mois de I'année de 2005
a 2007.
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Tableau Xlll : Répartition des especes bactériennes identifiées par tranche d’age.

Germes/ tranches Nm Sp Hib Autres Total
age

0 & 11 mois 8 (11,59%) 34 (49,28%) 23(33,33%) 4 (5,80%) 69
1a4ans 12 (31,58%) 11 (28,95%) 13 (34,21%) 2 (5,26%) 38
5a 14 ans 44 (62,86%) 19 (27,14%) 4 (5,71%) 3 (4,29) 70
15 ans et plus 50 (74,63%) 9 (13,43%) 4 (5,97%) 4 (5,97%) 67
Total 114 (46,72%) 73 (29,92%) 44 (18,03%) 13 (5,33%) 244

La différence statistique entre les especes dans les tranchessti’lagetement significative
avecChi’= 49,57 et P< 107

Figure 16 :Répartition par tranche d’age
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La tranche la plus atteinte par N m était celle de 15 ans et plus.
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Tableau XIV : Répartition des especes bactériennes identifiées par sexe des patients.

Germes/Sexe Nm Sp Hib Autres Total

Masculin 74 (64,9%) 49 (67,1%) 27 (61,4%) 8(61,54%) 158
Féminin 40 (35,1%) 24 (32,9%) 17 (38,6%) 5(38,46%) 86

Total 114 73 44 13 244

La différence entre les germes dans les deux sexes n’est pas statistigsignificative
p=0,937.
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4 -4 - RESULTAT DU TYPAGE DES SOUCHES DE NEISSERIA MENINGITIDIS DE 2005 A
2007 AU MALL

Tableau XV : Résultat des ségroupes, des sérotypes, sous type et des séquences types de
Neisseria meningitidis qur 2005.

Numéro Lieude Cul Séro Séro Sous ST Com PorA FetA
souche résidence ture  groupe type type plexe
patients
2572 Bamako + W135 2a P15,2 11 ST-11 ND ND
2650 Bamako + W135 2a P15,2 11 ST-11 ND ND
2675 Bamako + W135 2a P15,2 11 ST-11 ND ND
2803 Bamako + W135 2a  P15,2 11 ST-11 ND ND
2936 Bamako + W135 2a P15,2 11 ST-11 ND ND

Les souches ddeisseria meningitidi8V135 était du sérotype 2a, de sous type P1.5, 2, de
séquence type 11 et de complexe ST-11.

ND = non déterminé

*= Sérogroupe déterminé par PCR

**= Sérosous type déterminé par séquence producteur de PCR
NG=non sérogroupable

NT=non sérotypable

NST=non séro sous typable

ST=séquence type

UA=non défini
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Tableau XVI : Résultat des sérogroupes, des sérotypes, sous type et des séquencedlgipssrth meningitidis qur 2006

N° souche Lieu de résidence Cultu Séro Séro Sous type ST Com PorA FetA
patients re groupe type plexe
12074 Commune 6 + Y NT P1.5 767 ST-167 P1.5-1,10-8 F3-1
12610 Commune 6 + Y NT P1.5 767 ST-167 P1.5-1,10-8 F3-1
12621 Commune 1 + Y NT*** P1.5 192 UA**  P1.18-11,42- Pcr-
1
12620 Commune 5 + A 21 P1.20, 9 2859 ST-5 P1.20, 9 F3-1
109 Sélingue + A 21 NST*** 7 ST-5 P1.20, 9 F3-1
110 Sélingue + A 21 P1.20, 9 7 ST-5 P1.20, 9 F3-1
117 Sikasso - A* P1.20, 9**
216 Koutiala + A 21 P1.20,9 7 ST-5 P1.20, 9 F3-1
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* =Sérogroupe déterminé par PCR

**= Sérosous type déterminé par séquence producteur de PCR
NG=non sérogroupable

NT=non sérotypable

NST=non séro sous typablé

ST=séquence type

UA=non défini

A*=serogroupe determiné par PCR

En 2006 sur un total de 8 souches collectées :

- Les souches de la commune 6 étaient de sérogroupe Y, non sérotypées, de sous type P1.5, de

séquence type 767, de complexe ST-167.

- Les souches de la commune 1 étaient de sérogroupe Y, non sérotypées, de sous type P1.5, de
séquence type 192, de complexe UA*** de PorA P1.18-11,42-1 et FeatA Pcr-.

- Les souches de la commune 2 étaient de sérogroupe A, de sérotype 21, de sous type P1.20,
9, de séquence type 2859, de complexe ST-5, de PorA P1.20, 9 et FeatA F3-1.

- Les souches de Selingues étaient de sérogroupe A, de sérotype 21, 1, de $dugQype

et I'autre non sérosubtypable, de séquence type 7, de complexe ST-5 .

- Le souche de Sikasso de culture négative de sérogroupe A*, de sérotype de saus type d

séquence type et de complexe non connus.

- Les souches de Koutiala étaient de sérogroupe A, de sérotype 21, 1, de sous type P1.20, 9,

de séquence type 7, de complexe ST-5.
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Tableau XVII : Résultats des sérogroupes, des sérotypes, sous type et des séquendes types
Neisseria meningitidis qur 2007.

N° Lieu de Cul Séro Séro Sous ST Com PorA FetA

sou résidence ture groupe type type plexe

che des patients

66 Commune2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
120 Commune2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
147  Commune2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
207 Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
215 Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
219 Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
223 Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
243  Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
292 Commune 2 + Y NT P1.5 767 ST-167 P1.5,10-8 ND
296 Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
297 Commune 2 + W135 2a P15, 2 11 ST-11 P15, 2 F1-1
194 Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
222 Commune 2 + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
229 Commune 2 + W135 NT P15, 2 11 ST-11 P15, 2 F1-1
75 Mopti + W135 NT P15, 2 11 ST-11 P15, 2 F1-1
251 Djenné + W135 NT P15, 2 11 ST-11 P15, 2 F1-1
177 Douentza + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
270 Bankass + W135 2a P15, 2 11 ST-11 P15, 2 F1-1
210 Sikasso + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1
182 Bougouni + A 21 P1.20,9 2859 ST-5 P1.20,9 F3-1

En 2007 sur un total de 20 souches collectées toutes de culture positive :

-les 14 souchede Neisseria meningitidis Aont de sérotype 21, de sous type P1.20, 9, de
séquence type 2859, de complexe ST-5.

-Sur les 5 souches déeisseria meningitidisV135, une est de sérotype 2a et les autres non

sérotypées, de sous type P1.5, 2, de séquence type 11, de complexe ST-11.
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-1 souche dé&leisseria meningitidisy, non sérotypée, de sous type P1.5, de séquence type
767, de complexe ST-167.

*= Sérogroupe déterminé par PCR

**= Sérosous type déterminé par séquence producteur de PCR
NG=non sérogroupable

NT=non sérotypable

NST=non séro sous typablé

ST=séquence type

UA=non défini
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V - COMMENTAIRES ET DISCUSSION

L’étude a été menée pendant la saison épidémique 2005-2007, période ou le Mali n’a pas
connu d’épidémie de méningite a meningocoque.C’est pour cette raison que durant notre

étude tres peu de souches de méningocoque ont été identifiées.

5 - 1 - CARACTERISTIQUES SOCIO DEMOGRAPHIQUES DES CAS DE MENINGITES
CONFIRMEES AU LABORATOIRE DE 2005 A 2007

De 2005 & 2007 sur un total de 1573 LCR examinés a I'INRSP le plus grand nombre de LCR
a été traité en 2005 soit 36,8% et le plus faible en 2006, soit 30,5%.(tableau ).

La qualité des LCR varie d'une année a l'autre (tableau III).
En 2005 elle est adéquate a 94,65%, en 2006 adéquate a 67,71%, et en 2007 adéquate a
89,88%.

Le plus grand nombre d’échantillons traités étaient ceux des enfants de 0 a Idemois a
29,6% suivi de 0 a 4 ans avec 26,3%, puis de 5 al4 ans avec 25,7% et la tranche d’age de 15
ans et plus vient en derriére position avec 17,9% (tableau IV).

L’age minimum est de 1 mois, moyenne 37 ans et maximum 72 ans.

Le sexe masculin est le plus fréquent avec 59,25% sur le sexe féminin avec 4hERG6 (ta
V).

Les tableaux VI et VII nous montrent une prédominance des échantillons provenant du
District de Bamako. Mais cela peut s’expliquer par le fait qu’il est pluefpour le District
d’envoyer les échantillons & I'INRSP par rapport aux autres régions.

Nos résultats sont différents des résultatMdaam Kanté [14] dont I'étude s’est déroulée
en 2001 (plus de 90% provenait de HGT), et cell8eteer C [5] de 2003 a 2004 avec 125
prélevements de LCR dont 77,6% provenaient de 'HGT.

Ces résultats sont différents de ceux obtenu&patoumou T. [4] dont I'étude Ss’est
déroulée de 1996-1999, avec 1615 prélevements de LCR dont 955 cas positifs provenant du

service Pédiatrie de HGT, suivi du Lazaret des Roches.
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Koumare B. et al [20]durant la période 1976-1991 dont les LCR provenaient essentiellement
du service de Pédiatrie de HGT et du Lazaret. Durant cette période d'it@d@jent recu un

total de 2582 LCR avec 1537 cas positifs.

Pendant la période d’étude de Korotoumou et celle de Koumaré et al les adidtesadtais

au Lazaret des Roches, les enfants au service de pédiatrie de HGT.

La majorité des échantillons traités sont venus de Bamako 68,53%, la plus faiblfeiesiere

la Région de Ségou soit 0,06%, la Région de Kidal n'a pas envoyé d’échantillon (tableau V

5-2- NATURE DES GERMES ISOLES

Nous avons isolé des LCR et étudié les espéces bactériennes suiNaitesria
meningitidis; Streptococcus pneumoniae ; Haemophilus influenzae b.

Neisseria meningitidig\ est le plus représenté avec 40,57%, avec le plus grand nombre en
2007, soit 61 cas (tableau VIII).

Parmi les différents germes identifldsisseriameningitidisoccupe la premiéere place, soit
46,72% suivie d&treptococcupneumonia®9,91%, puisgHaemophilusnfluenzae b,soit
18,04% et la plus faible 5,33% paautres germed_e plus grand nombre d’échantillons
positifs a été obtenu a Bamako avec 132 cas.

Au cours de la saison épidémique 2004 au Burkina Faso, 117 cas on été confirmés avec
Streptococcus pneumonigéd5%), suivi deNeisseria meningitidisi@%), etHaemophilus
influenzae 13%) [34].

D’autres auteurs on eu d’autre résultats dans lestjegtseriameningitidisoccupe la
premiere position:

Korotoumou T. (1996-1999)avec le méningocoque (69,84%) , suivi du pneumocoque
(14,44%) eHaemophilus influenzae &3,20%)[4] .L'étude s’est déroulée pendant une

longue période.

D’autres bactéries ont été isolées des LCR au cours de notre étude :
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-4 Acinetobacter

-1 Candida albicans

-1 Bacille pyocyanique

-1 Enterobacter aeroginosa
-2 Salmonella para typhi B
-1 Escheriria coli

-3 Streptocoque B

Les tableaux nous montrent les différentes régions qui nous ont envoyé des échantilons a
leurs districts sanitaires et les communes du District de Bamako avésuéats des germes

identifiés (tableau 1X).

Le District de Bamako a le plus grand nombre de sérogroup¥sisigeria meningitidis2
cas (tableau XI).

5-3 - FREQUENCE DES ESPECES BACTERIENNES
Le nombre élevé d’échantillons au mois d’Avril , suivi du mois de Mars puis de Mai

s’explique par le fait que ces mois correspondent a des périodes de fonte ahdali
(tableauXIl).

Notre étude a montré une prédominance des méningites a méningocoque pendant les mois
d’Avril et Mars.
Haemophilus influenzaedst prédominent au mois de Mai.

Streptococcus pneumoniast plus fréquemment rencontré en Avril et Mars.

D’aprés Korotoumou T. [4] le méningocoque est fréquent pendant les mois d’Avril
(86,57%), Mars (81,7%), Février (77,46) et Mai (50%).

Haemophilus influenzaedst frequent aux mois de Novembre (70 ,58%), Octobre (60%),
Septembre (55,55%) et Juin (54,54%).

Streptococcus pneumoniast le germe le plus rencontré en Juillet (60,67%), Décembre
(60%), Janvier (52,63%) et Aolt (50%).
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D’aprés Sokona H. en 1989[18]e taux de positivité était significativement différent d'un
mois a l'autre. Les taux les plus élevés s’observaient en Décembre, Janwier, Mars,

Mai avec deux pics en Mars et Mai, et les taux les plus bas en Juin, Juillet.et AoGt
Haemophilus influenzaedtait le germe le plus frequemment isolé en Octobre, Février,
Juillet, AoGt. En Novembre, Décembre et Janvier ; les germes les plus frédaimts é
Haemophilus influenzaedd Streptococcus pneumoniden Mars c’est le méningocoque qui

prédominait. En Avril etMai, le méningocoqueStteptococcus pneumoniggédominaient.

A Sidibé D. en 1990[19]le méningocoque prédominait avec un pic au mois d’Avril. En
dehors du mois de Mars, les trois espéces coexistaient ensemble. En période e plui

meéningocoque était absent.

M. Konaté [16] a observé lors de ses études en 1992 que le méningocoque prédominait
pendant les mois de Mars et Avril,Hhemophilus influenzaedn Juillet, Aolt, Septembre et

Streptococcus pneumonian Novembre, Décembre et en Mai.

APLOGAN A. et al [21] ont constaté au Togo qu’en 1997 il y avait une épidémie de
méningite bactérienne. Cette épidémie avait deux pics : le premier adenlzavier et le

second en Mars.

BESANCENOT J.P etal [22] on fait une étude au Bénin durant une période de 28 ans sur la
méningite cérébro-spinale. lls ont trouvé que le territoire béninois était&aleacNovembre a
Mars, Avril ou quelques fois en Mai, aussi bien pour la méningite sporadique que pour la
meéningite épidémique avec le sommet en Février et Mars. lls ont apalyséfirmé que

14% a 34, 5% de la variabilité temporaire de la méningite était due a I’harrtwaetd chaud

du Nord) et a une faible humidité absolue dans les régions du Nord du pays.

WANG W. [23] a fait une analyse sur 32 ans (1959-1990) dans la cité Changde en Chine et a
trouvé qu’en 28 ans sur 32, le plus grand pic se produisait au mois de Mars. En 26 ans, 95%
de la période épidémique commencaient d’'Octobre a Juin de I'année suivante. Cet auteur
avait conclu que le taux d’incidence de la méningite cérébro-spinale étaibifoe la

variabilité saisonniéere.
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Une étude a été faite en Israél BalOCK.C. Etal de 1951-1990. Elle a conclu que la
principale période de maladie était de Janvier a Avril avec un second pic inhabijuidlet
dd a la température d’été. Les fréquences mensuelles de la ménirépre-apinale étaient
significativement corrélées avec I'humidité relative. Le taux d’inoieevariait d’une région

a l'autre et était faible dans les petites vi[24].

Koumaré B. et al [20] asignalé également la présence du méningocoque en Mars, Avril et
Mai ; Haemophilus influenzaedn Juillet, Aolt, Septembre et Octobre ; et la coexistence de
Haemophilus influenzaedt Streptococcus pneumoniaa Novembre, Décembre et Janvier.
Les trois especes sont rencontrées presque a la méme fréquence awxJuimietFévrier.

La fréequence la plus souvent élevée du méningocoque du Mali peut s’expliquer par son

appartenance a la ceinture de la méningiteageyssonnie [35].

Avec nos résultats, nous constatons que la méningite a méningocoque est une affection de

tous les ages (tableau XIII). Cela a été confirmé par plusieurs auteurs.

La tranche d’age 0 a 11 moBtreptococcus pneumoniast le germe Iplus fréquent avec
49,28%.Cependant nous rencontrbfaemophilus influenzae(83,33%) etNeisseria
meningitidis(11,59%).

La tranche d’age 1 a 4 anStreptococcus pneumoniast le plus fréquent.

La tranche d’age 5 a 14 ans et 15 ans et plasseria meningitidisst le plus fréquent ;

Haemophilus influenzaedst pratiguement absent.

L’étude faite paKorotoumou T. a confirmé que le méningocoque est une affection de tous

les age$4].

D’aprés I'étude ddariam Kanté, dans la tranche d’age 0-11 mois, le pneumocoque est le
germe le plus fréquent avec (45,65%) suivHd&mophilusnfluenzae K39,13%) et le
meéningocoque (10,86%).

Dans les tranches d’age de 1-15 ans, le pneumocoque est le plus fréquent (52,22%) , suivi de

Haemophilus influenzae b (44%.
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A partir de 15 ans et plisaemophilus influenzaedt le pneumocoque sont pratiquement
absentg14].

Sokona H.en 1986 a soutenu que le pneumocoque était le germe le plus fréquent chez les

sujets ages avec 60-70% des d&. |

Des études faites pEeylem T [26] en 1984 a Dakar ont montré que plus de 80% de cas de

I'épidémie a méningocoque (groupe C) se rencontrent chez les sujets de moins de 20 ans

Koumaré B. etal [20] a signalé qu’a Bamak®&treptococcus pneumoniatait le plus
fréequent aux ages extrémes de la vie (72% entre 1 et 28 jours, 73% a 30 et 68 ans),
Haemophilus influenzaede trouve entre 1-11 mois (58,5%Natisseria meningitidise situe
autour de 7 a 14 ans et 25 a 29 ans (75-88%).

Nos résultats montrent une différence significative entre les deuxaesesne
prédominance du sexe masculin sur le sexe féminin (tableau XIV).

Chez le sexe masculin et fémimNieisseria meningitidisst le germe le plugprésenté avec
46,72%.

Mariam Kanté [14] a montré une différence peu significative entre les deux, le sexe
masculin 65,79% et le sexe féminin 34,21%.

Korotoumou T. [4] avait trouvé aussi une différence peu significative entre les deux sexes
avec 56,84% de sexe masculin et 43,16% de sexe féminin. C’est la méme constéagation fa
parKeyelem T.en 198426] a Dakar eSidibé D.en 199(019] a Bamako.

Koumare B. etal [20] ont trouvé qu’en 1988-1991 , 60% des patients étaient masculins et
40% féminins. C'est la méme idée évoquee par Konaté M. en16P2

5-4- TYPAGE DES SOUCHES DE NEISSERIA MENINGITIDIS
L’intérét du typage des souches Neisseria meningitidiest surtout épidémique. Le risque

d’épidémie et la gravité de l'infection @ méningocoque sont fonction de la natarsaleche

qui circule c'est-a-dire du sérogroupe, du sérotype, du sous type, de le séquence type, du
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complexe et du clone. Les épidémies sont souvent dues a I'un des ces sérogkpBpé€s :
W135etY.

Dans la ceinture de la méningite comprenant le Mali, le sérogroupe A est saugante
puis quelque fois le sérogroupe C.

Deux vagues épidémiques se sont succédées au Mali : la premiére de 1967 a 1974, la
deuxieme vague de 1981 a 1983.L’analyse des souches avait identifié le Tlooer Ila
premiere et le clone IV-1 pour la deuxieme. Vers les années 1994, on a assidt@igiame
vague le clone lIlI-1 qui était inconnue au Mai].

Dans le sérogroupe A, certains clones sont plus virulents que d’autres. Ainsi |#leloee

serait plus que le clone IM6].

Le typage des souches du sérogrolip@/135, Y dans notre pays et dans la sous-région est
donc un moyen de surveillance épidémique de la méningite cérébro- spinaRSP 1§
anime le réseau des laboratoires de lutte contre les épidémies a le devafigdempune

identification compléte des méningocoques isolés au Mali.

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour le typage des soubleéssdea

meningitidis:

-I'étude des variations électro phorétiques des iso enzymes et des protéireslaane
externe permettent de déterminer des électrophorétypes (Ets).

-la méthode appelée « Multi locus enzyme électrophore sis (MLEE}é>wilisée pour
étudier la propagation des clones hyper virulents de méningoci@fles

-Maiden et a[28] ont décrit des «séquences types » (ST) en utilisant la méthode du « Multi
locus séquence Typing » (MLST).

-Pool Man et Abdilahi en 198829] on décrit et proposeé la technique ELISA sur les cellules
bactériennes totales (whole cell enzyme linked immuno sorbent Assay).
-I'électrophorése en champ pulsé ou « Pulsed-Field gel electrophe(BsiGE)[37].

-Dot blot décrit par Caugant D.A en 193] est une méthode plus simpig.

Au laboratoire de I'INRSP, seules ont été utilisées I'électrophorése atémps de
membrane extern@2], la technique d’ELISA17] et celle du Dot bldi4].Pour notre étude
c’est le Dot blot qui a été utilisé, les seules contraintes de cette métmbdetstention des
anticorps monoclonaux spécifiques des protéines de la membrane externe dgecngnes

et la possibilité de disposer de membrane de nitrocellulose et de souchesedeeeour
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notre étude, ne disposant pas des souches de référence, nos souches ont été envoyées au
laboratoire d’Oslo (Norvége) en transitant par le centre pluri pathologique dedwaou.

Cette technique du Dot blot est souvent utilisée pour identifier les protéinesate sief
Neisseriameningitidis

Ainsi Gommez et al[38] I'ont utilisée pour étudier I'antigénicité et les réactions croisées de
la protéine de surface de 37 Kda (Fbp) du méningocoque.

Par cette méthode du Dot blot nous avons montré que de 2005 a 2007 sur 33 souches de

méningocoque ont été obtenues:

-4 souches du sérogroujge non serotypées, sous-type P1.5 de complexe ST-167.

Ce complexe a été trouvée au Niger.

-10 souches du sérogroupe W135, sérotype 2a, sous-type P1.5, 2. Ce profil antigénique
correspond au complexe ST-11.Mais 3 souches de W135 sont non sérotypées.
Le complexe ST-11 qui circulé au Mali est la méme trouvée au Tchad, au Soudan, au Keny

et en Ouganda la méme année.

.-19 souches du sérogroupe A de sérotype 21 et sous-type P1.20, 9.Ce profil antigénique
correspond au complexe ST-5 et le clone Ill-1.Mais 1 des sérogroupes A est ngpesérot
Le ST-7 du complexe ST-5 a été trouvé au Burkina Faso, au Niger et au TogstElle
responsable de I'épidémie de 2006 au Niger.

Le ST- 2859 du complexe ST-5 a été isolé a Bamako ; cette souche est responsable de

I'épidémie de méningite de 2003 au Burkina Faso.

L’étude deKorotoumou T. [4] de 1996 a1999 par le Dot blot avait montré que toutes les
souches dd&leisseriameningitidisisolées sont du sérogroupe A, sérotype 21 et sous-sérotype

P1.21, 9. L’étude dEoumaré B. etal de 1994 a 199%7] avait trouve les mémes résultats.

Riou et al. [39]ont étudié 44 souches de méningocoques isolées dans quatre pays africains en
1995.11 s'agissait du clone llI-1 qui a émergé d’une fagon prévisible au Nigerhad,Tau
Cameroun et au Burkina Faso. Quelques souches de méningocoque de formule antigénique

Y : 2a:P1.2, 5 caractérisant I'électrophorétype ET-37 avaient été isolé@&srentemps que
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le clone IlI-1 dans tous ces pays a I'exception du Niger. Les techniques gpageot
utilisées au cours de cette étude étaient I'ELISA et la MLEE.

Nicolas et al. [31]ont montré par PFGgue I'épidémie du Tchad en 1988,de la République
Centre Africaine et du Burundi en 1992,de la République Démocratique du Congo en 1994 et
du Niger en 1996, étaient toutes dues au clone lll-1 de Neisseria meningitidis dieform

antigénique A :4 :P1,9.

Nicolasetal. [33] ont monté que I'épidémie de 1998 au Sénégal était teisgeria

meningitidisdu clone IlI-1.

Depuis Feévrier 2000, des bouffées épidémiques de méningites dues au sérogroupe
W135 :2a :P1; 2,5(complexe ET-37) séquence type [ST-11] dont le point de départ est
I’Arabie Saoudite sur des pélerins venant de la Mecque, se développent dans Ifddlonde

Le clone IlI-1 de sérogroupe A, a provoqué plusieurs vagues épidémiques, lagemier

1960 en Chine, Russie, Scandinavie et au Brésil, la seconde a commencé en Chieiaiet a att
le Népal, I'Inde et I'Arabie Saoudite en 1987.Ce clone était inconnu en Afrique gil a ét
probablement emporté par des pélerins en 1987.Depuis 1988 nous avons assisté a une vague
épidémique secouant la plupart des pays de la ceinture de la méningitaies pays

d’Afrique centrale et de I'Est.

La souche de méningocoque A responsable de I'épidémie du Mali depuis 1994 est le clone
[1I-1 ; elle circule jusqu'a présent.

Les souches du clone llI-1 sont résistantes aux sulfamides et au triméthepprovoquent

des épidémies qui durent et donnent I'impression de revenir tous les ans ou tous les 2 ou 3
ans. Compte tenu de la particularité, elles doivent étre surveillées de pral auddns la

sous région.

L’émergence du sérogroupél35/Y en tant qu'un nouveau clone épidémique, échappant a
la vaccinatiomA+C, en Afrique fut détectée en 2001 au Burkina et au Niger et fut confirmée
au Burkina en 2002 ou 84% des isolats étaient du sérogvéups [11]
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VI - CONCLUSION

De 2005 a 2007 sur un total de 1573 LCR recus a I'INRSP, 244 sont positifs, soit 15,51%.
Sur les 244 LCR positifs on a :

= PourNeisseria meningitidid14 cas, soit 46,72%,

= Streptococcus pneumoni@8 cas, soit 29,91%,

= Haemophilus influenzae44 cas, soit 18,04%,

= Autres germes 13 cas, soit 5,33%.
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Sur les 114 déleisseria meningitidis
> 99 (86,84%) sont du sérogroupe A,
» 5(4,39%) du sérogroupe W135/Y,
» 7 (6,14%) du sérogroupe W135,
» 2 (1,75%) du sérogroupe X,
» 1(0,88%) du sérogroupe Y.
Ce travail nous a permis de connaitre les différents sérogroupes, sérotgpas seus types
qui provoquent des infections a méningocoque au Mali.
Le sérotypage des souchesNtgsseria meningitidipar la technique du Dot-blot a montré

sur 33 souches trois sérogroupes:

= 19 souches du sérogroupe A de sérotype 21 et sous-type P1.20, 9.Ce profil antigénique
correspond au complexe ST-5 et le clone IlI-1 a été identifié au Mali depuis 1994 et
dans la sous région et continue d’émerger. Mais 1 des sérogroupes A est nog.sérotyp

= 10 souches du sérogroupe W135, sérotype 2a, sous-type P1.5, 2. Ce profil antigénique
correspond au complexe ST-11 qui est au Mali depuis 2003 et dans la sous région.
Mais 3 souches de W135 sont non sérotypées.

» 4 souches du sérogroupe Y, non sérotypeées, sous-type P1.5 de complexe ST-167 qui

est au Mali depuis 2003.

La fréequence élevée dNeisseria meningitidid au Mali renforce le choix et la validation du

vaccin conjugué A dans notre pays.
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VII - RECOMMANDATION
AI'OMS

Mettre a la disposition de la population en quantité suffisante le vaccin conjugué A
lors des campagnes de vaccination.
Assumer un approvisionnement suffisant et régulier du matériel et dessrpactif

I'identification des cas de méningite.

Du Ministére de la Santé

Assurer une bonne formation des agents de laboratoire pour garantir un bon

prélevement et la manipulation correcte des LCR.

A la Direction Nationale de la Santé

Redynamiser le systéme d’acheminement du LCR a I'INRSP dans tous les ca
suspects, le plus rapidement possible.

Observer plus de rigueur dans la prise en charge pour un traitement efficace des
malades.

Assurer la prévention par des mesures éducatives et vaccinales des psdargt
tout le pays.

Faire une surveillance stricte et particuliere des pélerins avarmdpart et a leur
retour de la Mecque.

Mettre a la disposition des agents de santé le flacon Trans-isolatet(fed)former

sur son mode d’utilisation.

A I'INRSP

Continuer le sérotypage des souches de méningocoque.

Publier les résultats obtenus dans les revues scientifiques.

u Augmenter le nombre du personnel qualifié pour le traitement des échantillons de

LCR dans le laboratoire de bactériologie.
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IX - ANNEXES

FICHE DE SIGNALETIQUE

Nom : COULIBALY

Prénom : Araba

Titre : Evolution des clones des souchedNdesseriameningitidisde 2005 a

2007 au Mali.

Année universitaire: 2007-2008

Ville de soutenance Bamako

Pays d'origine: Mali

Lieu de dépbt: Bibliothéque de la Faculté de Médecine de Pharmacie et d’Odon-
stomatologie (FMPOS)

Résumé :

Le but de ce travail était de connaitre les différents sérogroupes, seregqeence types et
complexe clonaux responsables des cas de méningites au Mali. De Janvier 2008 éce
2007, sur un total de 1573 LCR recgus a I'INRSP, 244 sont positifs, soit 15,51%.

Sur les 244 positifs on a :

- Neisseriameningitidis114 cas, soit 46,72%,

- Streptococcus pneumoni@8 cas, soit 29,91%,

- Haemophilus influenzae4# cas, soit 18,04%,

- Autres germes 13 cas, soit 5,33%.

Durant notre étude nous avons isolé 33 soublegsseriameningitidis Le sérotypage des
souches ddleisseriameningitidispar la technique du Dot-blot a montré trois sérogroupes :
Le sérogroupe A: 21 :P1.20, 9 de clone llI-1 a été identifié au Mali depuis 1994 et dans la
sous-région. Il continue d’émerger.

Le sérogroupe W135 2a :P1.2 de complexe ST11 est au Mali depuis 2003 et dans la sous
région. Un W135 est non sérotypé.

Le sérogroupe Y: NT : P1.5 est au Mali depuis 2003.

Mots clés: Neisseriameningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae b,

sérogroupe, sérotype, Séquence type, LCR
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