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INTRODUCTION ET PARTIE
THEORIQUE
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La méningite cérébrcspinale est 1'une des principales causes de
morbiditée et de mortalité dans le monde. Son incidence est plus
élévée dans lez pays en vole de développemaent :

10 a4 20/10 000 habitants (3).

Les pays de la "ceinture de la méningite de 1'Afrique” définie
par Lapeyasonnie connaissent des épidémies de méningite tous
les 10 & 1B ans.

Ces pays scnt 3 le Bénin, le Burkina-Faso, 1'Ethioptie, la
Gambiz, le Ghana, le idali, le Niger, le Nigéria, la Républigue
Centrafricaine, le Sénéc¢al, le Soudan, le Tchad et le Togo.

En période d'épidénie de méningite, la morbidité est souvent
tres élévée dans certains de ces pays. Le Mali par exemple a
connt en 1969 une sévere épidémie de méningite avec une
morbidité de 218/1G0 COC habitants contre 20/100 000 hahitants

en 1968 (33).

Cette épidémie a atteint la moitié du pays notamment les
régions de Bamako, S&-ou et Kayes.

Une nouvelle flambée a eu lieu en 1981 faisant 4601 cas et 498
décés (b0O).

Des poussées ont eu lieu au Burkina Faso en 1970-1972 éﬁ en
1982-1983.

L'agent responsable de 1'épidémie de la méningite est le
méningocoque de sérogroupe A. Mais ces derniéres années nous
avons noté¢ une prédominance de mémingocogque de sérogoupe C au
cours de certaines épidémies notamment 1'épidémie de Kolokani
en 1990 et de Dalakana en 1991. '

En dehors des périodes épidémiques, les cas de méningites
purulentes sont das en plus du Neisseria meningitidis, a deux
autres germes gui sont @

- Haemophilus influenzaeb
- Streptococcus pneumoniae

Ces deux derniers germes sont actuellement plus
fréquents que Neisgseria meningitidis.

g'i]l] existe de vaccing efficaces contre les méningocogues (A et
C), la prophylaxie par la vaccination contre ]1'Haemophilus
influenzaeh et le Streptococcus pneumoniae pose actuellement
des difficultés.




Les vaccins anti-ménincococciques modernes {polyosides
capsulaires purififés de méningocoque A et C) ont déja fait la
preuve de leur efficacité et de leur inocuité en Afrigque et en
Amérique Latine :

- premier succés en Afrique en 1970
- premiére campagne de vaccination de masse au
Brésil en 1974.

Mais ces vaccins conférent une immunité de courte durde ne
dépassant pags 3 a4 5 ans. C'est ainsi que de nombreuses égquipes
de Chercheurs essayent de mettre au point un vaccin de deuxiéme
génération susceptible d'immuniser pendant une plus longue
période les populations.

De tel wvaccin devrait contenir en plus du polysaccharide
capsulaire des protéines de la membrane externe du
méningocogque. Or, ces protéines de la membrane externe sont le
plus souvent variables entre les souches et & 1'intérieur d'un
méme sérogroupe.

L'astuce consiste a identifier les protéines les moins
variables et les proposer comme vaccin si elles sont
suffisamment immunogénes et gi les anticorps élaborés sont
protecteurs.

Trois techniques sont utilisdes pour 1'étude des protéines de
la membrane externe du méningocoque. Ce sont :

- la technigue ELISA
- l1'Analyse clonale
- le SDS - Page et le Western BLOT.

Ces techniques de biologie moléculaire ont montré que
les épidémies survenues en 1981-1984 dans certains pays de
1'Afrique de 1'Ouest (Burkina Faso, Mali, Sénégal et Gambie)
étaient dues au cléne IV.1 du sérogroupe A contenant toujours
la protéine de membrane externe P1.7 (2).

Les souches isolées en périodes non épidémiques en 1963 et en
1987 dans différents pays africains (Tchad, Niger, Cameroun,
Ghana, Burkina Faso, Gambie et Soudan) appartenaient au méne
cldéne.

Far contre lesz nouvelles épildémies survenues en 1988 au Tchad,
au Soudan, en Ethiopie, et en 1989 au Kénya étaient dues a4 un
autre cldne appélé cléne III.1. contenant la protéine P1.9,X.
Cette souche a été aussi identifiée A 1la Mecque en 1987 chez
les Pélérins et dans leurs pays de retour en Egypte, en France,
en Angleterre et aux Etatszs-Unis.



Cette méme souche a &té retrouvée en Gambie en 1989 mais n'a
pas provoqué d'épidémie (12).

Ce travail a pour but :

- d'isoler et d'identifier les souches de
méningocoques & partir des liquides céphalorachidiens collectés
et des prélévements de gorge ;

- déterminer la sensibilité de ces souches aux
antibiotiques ;

- d'identifier les différentes classes de protéines
de la membrane externe du méningocoque par les techniques de
SDS.Page, Elisa et Western Blot.

I1.- MENINGITE CEREBROSPINALE : GENERALITES

IT.1. Définition :

La méningite cérébrospinale est une inflammation des méninges
et des espaces Sous-arachnoidiens par des bactéries pyogénes.
Cette inflammation, quel que soit la nature du microbre ou du
virus gui 1la provoque se traduit par des modifications du
liguide céphaloradridien.

I1.2. Historique

La méningite cérébrospinale fut décrite pour la premiére fois,
avec précision en 1836, A l'occagion de l1'épidémie qui avait
frappé une garnison de Basses-Pyrénées en France et avait
gagné,lors des déplacements de cette garnison toutes les villes
traversées (50).

- En 1887, Weichselbaun découvre un diplocogque en
grain de café, Gram négatif dans le LCR de sujets atteints de
méningite.

- En 1903, Weichselbaun, Albrecht et Ghon arrivent a
établir avec certitude que le méningocoque est 1'agent
responsable de la méningite cérébrospinale.

- En 1808, Flexner et Dopter préparent un sérum
antiméningococcique. La sérothérapie polyvalente fit abaisser
le taux de mortalita. Mais apreés quelques années les échecs de
cette thérapeutique furent de plus en plus fréquents.

- En 1933, Domagk découvre la sulfamido~chrysoidine
vendue en France sous le nom de Rubiazol ou de Prontosil.
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- En 1940, le Pénicilline découvert-par Flemming est
enployée & Oxford par Florey, Chain et collaborateurs contre
les méningococcies. Son utilisation a amélioré le pronostic des
formes sévéres.

- De&s 1949, le Chloramphénicol s'est révélé comme un
des antibiotiques les plus actifs.

- Les vaccins polysaccharidigques mono ou polyvalents
ont permis durant la derniére décennie de diminuer la mortalité
due 4 l'infection méningococcigue.

I11.3. Différants Facids éGpidémiologigues de la méningite

cérébrospinale dans le monde :

La méningite &4 Méningocogue, affection cosmopolite, revét
plusieurs aspects :

- Dans les pays tempérés, elle sévit a 1‘état endémo -~
sporadique souvent dans les collectivites, en Hiver et au
printemps.

- On observe au contraire dans les zones tropicales
des épidémies massives, périodiques, survenant en saison séche.

Chaque année en Avril-Mai, cette zone appélée par Lapeyssonie
"Ceinture de la méningite de 1'Afrique” est le siége d'une
vague épidémique se déplagant d'Est en Ouest, du Soudan vers le
Sénégal ol elle s'édpuise.

La ceinture de la méningite est comprise entre les isohyeétes
300 mm au nord et 1100 nm au Sud.

Cette zone intéresse une douzaine de Pays, son Centre
Géographigue est 1le Tchad et son Centre Epidémiogéne est le
Scudan.

Ces pays sont : le Bénin, le Burkina Faso (20.000 en 1870), 1la
Gambie, le Niger, le Nigéria, le Mali (1160 cas en 1969), le
Sénégal, le Soudan, le Tchad, la Républigue Centrafricaine, le
Togo et l'Ethiopie.

Dans ces pays o0l il existe un fond endémigue permanent éléve
avec une incidence moyenne annuelle de 25 c¢as par 100.000
habitants, surviennent des poussées épidémiques d 'une
périodicité de 8 &4 15 ans environ (28).

¥4

I1.4. Différents clbOnes

Les Méningocques isolés dans les pays de la "ceinture
méningitidique de 1'Afrique™ au début de 1l'année 1980 eétaient
de clone IV.1l.



Ces bactéries de cl6ne 1IV.1. ont été isolées pour la premiére
fois en 1937 aux Etats-Unis au cours d'épidémies de méningite.

Entre 1967 et 1969, dans les pays d'Afrique du Nord, en Gréce
et en Iran les épidémies de méningite provoguées par le
Méningocoque de Sérogroupe A était de clfne I.1. Ce méme cléne
a été responsable de flambées épidémiques chez 1les Indiens
d'Amérigue du Nord (Manitoba-Canada) et dans 1le Nord-Ouest
pacifique des Etats-Unis (6).

En debut des années 1970, au Brésil les méningocoques de
sérogroupe C ont été responsables d'une épidémie au cours de
lagquelle des souches de clénes I-1 ont été identifiées (1).

De 1969 & 1972 le clébne III.1 a été responsable de méningite
dans le Nord de 1la Norvége et a provogué une épidémie en
Finlande et au Brésil. En ce moment ce cléne résidait en Suéde
et a été retrouvé en URSS et en Roumanie en 1970 (1).

I1 faudrait noter également gue pendant les périodes
endémiques, le méningocogque ne semble pas é&tre le seul agent en
cause ; en effet il est associé a Streptococcus pneumoniae

Mais 1'agent pathogéne épidémiogéne est le méningocoque du
sérogroupe A. Les deux autres espéces de Méningocogques ne
provoquent pas d'épidemies importantes. Cependant au cours des
années 1970,plusieurs poussées de méningites cérébrospinales
dues au méningocoque du sérogroupe C ont été =signalées au
Nigéria Septemtrional en 1975, au Burkina Faso en 1979 {bl1) et
au Mali en 1990 et en 1991.

Dans les pays européens comme la France et la Belgique le
méningocoque du groupe B est prédominant. Les Pays-bas et
l1'Ecosse ont signalé une frégquence d'isolement accrue desg
méningocoques de groupe W135 surtout chez les personnes Agées.

Trois nouveaux groupes ont été décrits en Chine {H, I, K) et un
au Canada (L) (51).

I1.5. Facteurs épidémiologiques et Fréquence du Mégingocoque
en Afrique :

Les facteurs intervenant dans 1'd4volution de 1la méningite sont
l'age, le sexe, la saison et la situation géographique.

Nous étudierons 1la fréquence de Neisseria méningitidis en

fonction de ces différents facteurs épidémiologigues.



I1.5.1. Influence de 1'age

Neisseria meningitidis affecte les sujets de tous les Ages
aussi bien l'enfant, 1'adolescent que 1'adulte.

IT1.5.2. Influence du sexe :

L'incidence de la méningite cérébrospinale est la m&me dans les
deux sexes (48).

D'aprés nos études effectuées au Laboratoire de 1'INRSP, il n'y

a pas eu de différence significative entre les patients de sexe
féminin et de sexe masculin (X2 =0,69).

I1.5.3. Climat et situation géograchique

La méningite cérébrospinale sévit dans la zone Soudano-
Sahélienne pendant la saison séche.

La fréquence du méningocogque varie suivant les lieux et les
périodes (épidémiques ou interépidémiques).

La tableau n°l donne les résultats obtenus dans certains pays
d'Afrique situés ou non dans la “ceinture méningitigue".
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Tableau 1 : Répartition de Neisseria meningitidis dans
divers pays d'Afrique (46)

Auteurs - Pays Années Pourcentage par
rapport a
Hi et au Pn

Hassan (Egypte) 1961-1966 71,5
Sirol (Tchad) 1970-1973 81
Perreve 1970-1973 63,3

(Burkina Faso)

Rey (Sénégal) 1965-1970 35
Oranga (Zaire) 18658-1977 1,6
Thomson (Nigeria) 1870 8
Edoh (Céte d'Ivoire 1955-~-19656 7,27
Jones 1955-1965 30,03

{(Afrigue du Sud)

Sokona H. (Mali) 1988 24,29

L'Egypte et 1'Afrigue du Sud, Pays situés hors de la "ceinture
méningitique", présentent néanmoins une fréquence assez élevée.

II.5.4. Saison

Dans les régions tempérées, les épidémies sévissent pendant
l1'hiver et le printemps.

Dans les régions tropicales, les réveils épidémigues ont eu
lieu en Novembre, Décembre lorsque débute la saison froide.
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L'épidémie progresse en Janvier, Février pour aboutir & un pic
en Mars avant de décroitre en Juin avec le retour de la saison
de pluies. C(Ces variations mensuelles suivent un cycle régulier
propre A& chaque pays.

I1.6. Caractéres Bactériologigques

Neisseria meningitidis a été décrit en 1887 par Weichselbaun

dans le LCR des sujets atteints de méningite aigue sous le nom
de diplokokus intracellularis meningitidis (27).

II.6.1. Habitat (56) :

C'est un germe strictement humain, commensal des muqueuses du
rhinopharynx. On 1le trouve chez le porteur sain et le malade.

Neisseria meningitidis a la forme d'un diplocogque Gram négatif

asymétrique en grain de café. Les 2 coques adjacents par leur
face aplatie mesurent chacun 0,5 a4 1 micron de diamétre.

I1.6.3. Caractéres culturaux (56) :

C'est un germe exigent, nécessitant pour sa culture des milieux
enrichis.

La culture se fait sur gélose au sang cuit avec VCN
(Vancomycine-Colistine-Nystatine) ou sur gélose columbia (GC
medium base) enrichi et dans une atmosphére enrichie A& 10 % de
coz2.

La température optimum est de 36° et le pH optimum est 7. Il
est aérobi strict.

En 24 heures, & 36-37° les colonies apparajissant sont petites,
rondes, bombées, lisses et transparentes.

I1.6.4. Caractéres biochimiques :

Rt s L R R A S K R

Neisseria meningitidis posséde une oxydase et une catalase.

Il attaque par voie oxydative le glucose et le maltose. Il
réduit parfois les nitrites mais pas les nitrates.
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I1.7. Caractéres antigéniques

L'édtude des caractéres antigéniques a un intérét certain non
seulement pour le diagnostic rapide et simple de 1'infection,
mais aussi pour 1'obtention de bons vaccins.

IT1.7.1. Structure du Méningocogue : s

~ “

1. Pili

2. Membrane externe

3. Capsule

4. Espace périplasmiqgue

5. Mureine

6. Membrane cytoplasmigque.

Neisseria meningitidis posséde une enveloppe cellulaire typigque
des GRAM négatifs, qui consiste en :

- une membrane cytoplasmique

- une couche de peptidoglycane (Mureine)

- une menmnbrane externe contenant des lipo-
poly=accharides (LPS) et des protéines.

Plusieurs méningocogues portent une capsule polysaccharidique
{CPS) et des pili.



v

Nous distinguons alors deux composantes antigéniques chez le
méningocoque :

- les composantes antigéniques de surface : la
capsule et lesg pili ;

- les composantes antigéniques non capsulaires : les
protéines de la membrane externe, les LPS et 1les LOS
(Lipooligosaccharides).

a)- La Capzula (6) :

La capsule consiste en des polysaccharides anionigques
de grande masse moléculaire et est retrouvée dans les souches
isolées & partir du LCR des patients atteints de méningite
cérébrospinale.

Les souches dépourvues de capsule provoquent rarement la
maladie. Les CPS (Polysaccharides capsulaires) sont A la bage
de la classification de Neisseiria meningitidis en sérogroupes.

b)- Pili (6) :

Les pili sont des polyméres filamenteux apparaissant
4 la surface du méningocoque. L'infection par les méningocoques
est initiée par 1'adhésion du microorganisme aux récepteurs de
la cellule hoéte. Cette adhésion est effectude par les pili.
Ces pili sont constitués d'une répétition de sous-unités
protéiques appélée piline.

La masse moléculaire apparente varie de 17.000 A 20.600 kd
(Kd = kilo dalton).

c)- Les protéines de la membrane axterne °*

R L SR~ W4 F. &

La membrane externe des méningocoques contient 2 A § protéines
principales gquand les souches ont été examinédes par le
SDS.Page.

Toutes les souches de méningocoques ont so0it la protéine de
membrane externe de classe 2 ou 3.

Les protéines de classe 2 ou 3 ont une région hydrophile
variable gui est probablement exposée et qui est responsable de
la spéacificité du sérotype observeé.

Les protéines de classe 1 induit des anticorps bactéricides
spécifiques de type. Ce qui explique la grande immunogénicité
de cette protéine. Cette protéine se retrouve chez +tous les
sérogroupes mais présente une variabilité guantitative dans son
expression.



La protéine de classe 5 montre une hétérogénicité entre les
souches et a l'intérieur des souches ; cette variabilité n'est
pas seulement quantitative mais qualitative. Ces protéines sont
hautement immunogénes et peuvent induire la production
d'anticorps bactéricides.

Les protéines de classe 4 sont présentes dans certaines souches
en association avec les protéines de classe 2 ou 3.

Les protéines de classe 6 sont treés rares, et sont rencontrées
uniquement chez certains méningocoques de sérogroupe A.

d)- Las lipgpolyzaccharidas (LPS)

Les LPS des méningocoques sont retrouvés au niveau de
la membrane externe et sont formés d'un lipide A et d'une
fraction polyosidique. Les LPS définissent des sérotypes.

SR T N .i)i E
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externe du méningocogue : (6) Al
----- a S
LSCRCE: oy )
- /* ‘m B F, - r‘/ > /, ‘,‘ ,\/' *
S A
:, } N / /> A "\\ X vf,\.’}
, v o AYATE ST
N M t g UT:T{“
. P i i bt -
L' (’;3-' "".",q u 1 '
12 Lo ™ LT o S - -
e~ 2 T T TR
\ } de~d ! A R W
) T A 7Y
- 3 R S, e
e T \_ s | b \‘~~;—;—-/",er el
y,fﬁ‘ )\ i1 ‘\\ 7\ ‘E'(\‘ : "?-{‘z“ i; ’ VA ( // f
/ é\ \ §
5, ” ‘/ p / . i \ ‘;/ l\ V- iy
‘\‘.{i } <;X ' !\J’; . «,\’ ‘:&} l! "i;-x}-'v:‘r{:‘“ ~
] N A
i }" ya t
N e N~
e chea i"éf?[,f i
Légende :
LPS : Lipo polysaccharides
LOS : Lipo oligosacchacides

Classe 1 : Protéine de classe 1

Classe 2/3 : Protéine de classe 2 ou 3
Classe 4 : Protéine de classe 4
Classe B : Protéine de classe §



I1.7.2. Les Séroqgroupes (38) :

Les polyosides capsulaires, du fait de 1leurs structures
biochimigues différentes et de leur pouvoir antigénique, ont
permis de définir grlce aux antisérums correspondants 13
sérogroupes de méningocogues désignés par des lettres
majuscules dont 8 anciennement c¢onnus : A, B, C, D, X, Y, Z,
29E, W135 et 4 récemment définis H, I, K en <chine et L au
Canada.

Les 9 sérogoupes classiques (A a Wi3b) peuvent étre tous A
l'origine de 50 % des affections, les autres sont de simples
hotes du rhinopharynx.

Ces antigénes sont solubles et peuvent étre mis en évidence
dans les produits pathologigues par simple agglutination au
latex.

Le méningocogue présente des communautés autigénigques non
seulement entre groupe mais ausgi avec d'autres espéces.

Ainsi 1l'acide gamma 2,9 N-acétyl neuraminique constitue
l'antigéne du groupe C, mais il est associé A4 l'acide gamma 2,8
N-acétyl neuraminigque pour donner un hétéropolymére
d'Escherichia coli K92 (50).

I1.7.3. Le Sérotypage (18) :
Le typage de Neisseria meningitidis est basé d'une part sur la
détection immunologique des antigénes spécifiques des protéines
de membrane externe et, d'autre part par les LPS.

L'application récente de la technologie des anticorps
monoclonaux sur ces antigénes a contribué largement aux études
épidémiologigques.

En fait le sérotypage est axé essentiellement sur la recherche
des protéines de classe 2 ou 3 qui s'excluent mutuellement.

Toutes les bactéries de sérogroupe A retrouvées jusqu'a présent
ont la protéine de classe 3 tandis gque celles du groupe C ont
la protéine de classe 2.

Actuellement les sérotypages se font par 1la technique ELISA
(Enzym Linked Immuno Sorbed Assay) et les anticorps
monoclonaux.

I1.7.4. Le_Séro sous typage (18) :

Epidémiologiquement, la surveillance des protéines de classe 1
est plus utile gue celle dez protéines de classe 2 ou 3, du
fait de 1'hétérogéneité des protéines de classe 1.
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Les anticorps monoclonaux dirigés contre les protéines de
classe 1 ont une activité bactéricidigue plus dlévée
comparativement aux anticorps dirigés contre les protéines de
classe 2 ou 3.

Actuellement il existe 7 variantes électrophorétiques des
protéines de classe 1 réparties en 5 variantes sérologiques qui
sont : 2, 6, 7, 9 et 10.

- Le Pl1.2 poss2de une seule variante électro-~
phorétique

- Le P1.6 : une seule variante élecﬁrophorétique

- Le P1.7 deux variantes -"a

.

- Le P1.9 : deux variantes -
- Le Pi.10 : une variante - -

Variantes électrophorétiques :

~ P
-
RS IN
w-}m
~ —§n
© =}

1
T.
0

Variantes sérologiques s 1

IT.7.5. Le _clOnage (2) :

e v S T e

L'analyse clénale est basée sur la variation électrophorétique
des isoenzymes cytoplasmiques regroupant ainsi les méningoco-
ques en différents clédnes.

Par définition un cléne est constitué d'un ensemble de
bactéries dont 1les izoenzymes étudiés ont les mémes types
électrophorétiques (ETS) .
IT.7.6. Intérat vaccinal : (56)
Les vaccins polysaccharidiques jouent un réle important dans la
lutte contre les méningites purulentes. Ils sont préparés sous
forme d'antigénes monovalents et bivalents.
Les premiéres vaccinations ont eu lieu en 1968.

- En 1970 : premiers succés en Afrique.

- En 1974 : premiére campagne de vaccination de

masse au Brésil (A + C).

Les vaccins monovalents A ct C, bivalents A + C sont utilisés
aux USA. Suivant chaque zone géographique, est employé le
vaccin polysaccharide A, C ou A + C.

C est commercialisé aux USA depuis 1974.



A est autorisé en France en Juillet 1974 et préparé par
1'Institut Mérieux, puis distribué au Nigéria, au Soudan, A
1'Egypte et au Brésil.

A + C est autorisé en France en janvier 1875.

IT.8 Sensibilité du germe _aux Antibiotiques :

Neisseria meningitidis est sensible a de nonbreux
antibiotiques. Dans 1le traitement spécifique, le produit actif
in vitro doit étre capable de traverser la barriére méningée et

d'atteindre la CMI du germe dans le LCR.

La Pénicillinel et le Chloramphénicol sont +trés actifs, comme
1'Ampicilline.

La Chimioprophylaxie par le sulfamide a &té abandonnée :
efficacité temporaire, apparition de résistance, possibilité
d'accidents iatrogénes & la suite de prises répétées (56).

L'antibioprophylaxie fait appel A& plusieurs antibiotiques
actifs sur le méningocoque mais c'est la Spiramycine gui se
révéle le meilleur du fait de son spectre, de ses fortes
concertrations amygdaliennes et salivaires, du faible nombre de
souches résistantes et 1'absence d'effets secondaires (24).

Enfants : Dose 50 mg/Kg/j

Adulte : Dose 2g/j pendant 5 jours.

III/- DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

Le Laborateoire joue un r6le essentiel dans le diagnostic
étiologique des méningites purulentes.

L'utilisation courante des techniques rapides permet un
diagnostic de présomption en un minimum de temps et avec un
minimum de matériel.

Le liguide Cephalorachidien (LCR) :

ITI.1. Prélavemant

Le prélévement est effectué par ponction lombaire nécessitant
des précautions d'asepsie trés strictes, afin d'éviter 1les
germes de souillure. Le LCR recueilli dans un +tube est
rapidement transporté au Laboratoire.

L'exposition au froid, & la chaleur lors du transport est a
éviter car le méningocoque y est trés sensible.

Au Laboratoire, ce prélévement sera soumis aux différents
erxamens suivants :



I1I.1.1. Examen macroscopique

ITT.1.1.1.

Aspact

Le LCR normal est limpide, incolore comme "l'eau de roche".

Le ligquide pathologigue peut étre :

Le liguide

clair au début de la maladie
trouble ou louche
xanthochromigue

franchement purulent
hémorragigque

hémorragique s'observe A4 la suite d'une hémorragie

méningée évoluant guelgques temps ou au cours de certaines
affections du névrasxe.

L'aspect trouble est provoqué par 1'hypercytose.

Dans tous les cas, on effectue une culture systématigue.

ITr1.1.1.2.

Chimie du LCR :

L'examen biochimigue concerne :

protéine : hyperalbuminorachie
glucose : hypoglycorachie
chlorures : normales ou abaissés

pH : diminué.

Tableau 2 : Aspect et composition du LCR chez 1'Adulte (49)
LCR Normal Pathologigue
Aspect Limpide Louche - trouble
Protéine g/l 0,25 + 0,05 Augmenté
Glucose g/l 6,50 + 0,05 Tres diminué
Chlorure g/l 7,50 (Nacl) Normal ou abaissé
Acide lactigue 6,15 + 0,8 Elévation importante
Cytologie 1 -2 Peclynucléaires +
élément/mm3 altéres
Bactériologie Stérile Germes




Tableau 3 : R&partition des valeurs normales des protdines
chez 1'enfant (3)

Protéines totales LCR (g/l)
Naissance 6,8 - 1,2
1 an 0,1 - 0,2
3 ans 0,15 - 0,35

ITI.1.2. Cytoglogie

C'est la numération des éléments A la cellule de Malassez ou de
nageotte. On dénombre des éléments cellulaires présents par
unité de volume, en 1'occurence dans un millimétre cube.
Une augmentation des éléments cellulaires est signe
d'infection.

La normale ne dépassant pas un ou deux éléments lymphocytaires
par mm3 et une ou deux hématies.

I1T1.1.2.2. Cytologie gualitative :

Elle consiste & déterminer la nature des éléments cellulaires a
partir du culot de centrifugation.

Le culot recueilli est étalé sur une lame, colorée au May Grun
Wald Giemsa ou au bleu de méthyléne pour 1la formule
leucocytaire,

On observe des polynucléaires pPlus ou moins altérés au cours
des méningites purulentes.

Le liguide «c¢lair peut é&tre composé de lymphocytes et de
polynucléaires plus ou moins altérés. Ce cas est fréquent lors
d'une méningite décapitée ou prise au tout début.

III.1.3. Bactériologis

ITI.1.3.1. Examen direct

A partir du culot de centrifugation, des frottis sont préparés,
fixés et colorés au bleu de méthyléne et au Gram.



L'examen direct montre :

- les diplocogques Gram négatifs en forme de grain de
café, les faces en regard étant légérement bombées, intra et
extra-cellulaires et peu nombreux.

On ensemence rapidement le produit pathologique dés =sa
réception car les germes sont trés fragiles.

ITI.1.3.2. La Culture :

Elle s'effectue sur les milieux enrichis : gélose au sang cuit
avec ou sans VCN, gélose columbia enrichi (GC medium base). On
ensemence sur ces différents milieux et on incube les boites a
37°C eo atmosphére enrichie a 10 % de CO2.

Le C02 favorise 1le démarrage de la croissance et permet
d'isoler les germes exigents comme le méningocogque.
Les colonies apparaissent au bout de 24 a 48 heures d‘étuve a
37°C.

I11.1.3.3. Aptibicgramme :

Il est effectué selon la technique de Chabbert (méthodes de
disques). On réalise 1l'antibiogramme sur gelose au sang cuit
car nos germes sont exigents.

Aprés une incubation de 24 heures a 37°C sous CO2, la lecture
est effectuée en mesurant le dialitre des zones d'inhibition
autour des différents disques d'antibiotigues.

Le résultat est interprété & 1l'aide dn abagque gui permet de
savoir si la souche est sensible, intermédiaire ou résistante &
l'antibiotique.

Une souche est dite =ensible a un produit si elle peut etre
atteinte par un traitement avec ce dernier A dose habituelle
par voie générale.

Elle est dite intermédiaire, si elle peut étre atteinte par un
traitement 1local avec le produit concerné, ou par une
concentration physiologigue particuliére.

La souche est dite résistante quand elle ne peut pas étre
atteinte par le produit guel que soit le type de traitement.

IIT.,1.4. Congarvati

La conservation des souches est effectuée en fixant les
bactéries sur billes stériles contenues dans un tube fgalement
stérile.



Le tout est placé au congélateur a -80°C en utilisant conmme
cryoprotecteur une suspension & 10% de lait écrémé stérile.

I71.1.4. Technique immunologique :

La recherche par une méthode immunologique, d’'antigénes
solubles 1libérés par la bactérie dans le LCR lors de
l'infection, permet un diagnostic rapide.

On utilisge des particules de latex sengibilisées, par des
anticorps monoclonaux de souris, qui en présence d'antigéne
dans le surnageant de centrifugation du liguide se fixe
spécifiquement & c¢e dernier. Une agglutination des particules
de latex est alors visible a4 1'ceil nu.

S e

Le traitement est basé sur 1'emploi d'un antibiotique diffusant
bien dans les méninges, peu codteux, peu toxigque et actif sur
le méningocoque.

Avec l'apparition de souches sulfamido-résistantes, le choix
est donc limité aux trois antibiotiques suivants :

- Le Chioramphénicol :

Posologie : Adultes : 2 a 3 g/j en IM (Tifomycine) ou
en IV (8Solnicol)

Enfants : 50 mg/kg/j

Avantages : Grande diffusibilité dans le LCR ou l'on obtient
30 a 50 % des taux sérigues. Ce qui correspond a
une concentration de 3 4 5mg/l de LCR.
Inconvénients : Toxicite hématologique, antagonisme théorigque
avec la Pénicilline, colite relativement moins cher.
On utilise le chloramphénicol en suspension huileuse en

injection intramusculaire unique. Une deuxiéme injection au
3éme ou au 4éme jour peut étre nécessaire dans certaines formes
ol la réponse clinique est insuffisante. Cette forme "retard"
est particuliérement adaptée aux traitements de masse.

- La Pénicilline G :

e e R R R P 1, ..

- Posologie : De préférence en perfusion en phase aigue et
ensuite en injection IM

- Adultes : 20 millions UI/jour en perfusion

- Enfants : 500U 000 4 1 million UI/kg/3.



Avantaqges : Excellente tolérence, trés bonne diffusibilité
dane le LCR et trés actif.

Inconvénients : Mauvaise diffusibilité dans le LCR sauf & la
phase aigue guand les méninges sont inflam-
matoires ce gqui oblige a4 administrer de fortes
doseg ; sa concentration est de 1UI/ml de LCR.

. L'Ampicilline

-Posologie : Adultes : 12 g/jour en perfusion de préférence
pendant la phase aigue, puis per o=s.

Enfants : 200 mg/kg/jour.

- Avantages : Asszsez bonne diffusion dans le LCR ot 1'on
obtient 40 % des taux sériques. La diffusion
diminue au fur et A mésure gue l'inflammation
s'atténue. On peut utiliser 1'Ampicilline seule.

- Inconvénients : Possibilité d'éruption cutanée, d'hyperten-
sion artérielle basse au début du traitement
colt assez onéreux.

. La Céfatoxime : Elle est utilisé également en perfusion
et est 1'Antibiotigque le plus actif dans
le traitement de la méningite.

- Posolaogie : est utilisée en IV en raison de 50 mg/kg/3j
pendant 3 jours.

- Avantages : Excellente tolérance, trés bonne diffusibilité
dang le LCR et trés actif.

- Inconvénients : Trés onéreux, ce gui limite son utilisation,
son rapport coGt-efficacité est le plus
éléveé des antibiotiques utilisés.



METHODOLOGIE
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A- Sujets étudiés :

A 1'H6pital Gabriel TOURE et au "Lazaret des Roches" les
ponctions lombaires ont été effectuédes chez tous les malades
hospitalisés pour syndrome méningé. C'est aingi gue nous avons
pu collecter 157 liquides céphalorachidiens.

Ces 157 LCR ont été analysés au Laboratoire de Bactériologie
de 1'Institut National de Recherche en Santé Publigue (INRSP)
de Bamako de Décembre 1989 a Décembre 1990.

A ces LCR s'ajoutent 11 autres collectés lors de 1'épidémie de
Kolokani en 1990; et un autre envoyé par l1'Hopital de Kati.
Les patients sont Ages de 3 jours A 56 ans.

Une fiche de renseignements sur 1'Age, le sexe, 1'adresse, le
service d'origine, la date de prélévement, 1'aspect du LCR, le
germe en cause, le traitement, la date de sortie, est remplie
pour chagque patient.

B- Méthodes :
Les ligquides prélévés sont rapidement acheminés vers le
Laboratoire de Bactériologie de 1'INRSP o0 ils sont soumis & :

- un exXamen macroscopigque

- une agglutination 4 l1'aide d'immuno sérum
spécifique

- un examen cytologique

- un examen bactériologigue direct aprés coloration
de Gram.

- Une culture sur gélose au sang cuit enrichie a
l'extrait globulaire ou sur gé&lose columbia enrichi (pour les
méningocogques).

Pour le pneumonoque (Streptococcus pneumoniae) le milieu
utilisé est la gélose au sang cuit.

Les boites sont mises & incuber a 37°C en atmosphére enrichie
de CO2 (10%) pendant 24 & 48 heures.

Les souches isolées sont identifides par la méthode classigque.
On teste leur =sensibilité aux antibiotiques par la méthode de
diffusion en milieu gélosé (Antibiogramme par la méthode des
disques) selon les recommandations de 1'OMS.
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Les antibiotiques utilisés sont :

- la Pénicilline G (10 UI)

- l'ampicilline (10 Ug)

- le Chloramphénicol (30 Ug)

- les Sulfamides (200 ug)

- le Cotrimoxazole (S = 23,75 mcg + T=1,25 mcg)
- le Céfotaxime (30 ug)

- 1'Oxacilline (1 ug).

Les souches isolées sont ensuite conservées au congélateur A
-80°C :

. A partir d'une colonie suspecte izolée sur la
boite de culture, on prépare une suspension avec de 1'eau
physiologique {environ 1 ml) puis on effectue un réisolement
en déposant 2 ou 3 gouttes de cette suspension bactérienne sur
une nouvelle boite de culture.

« L'ensemencement est effectué & l'aide d'un rateau
stérile devant une flamme et sous une hotte stérile.

La boite est ensuite placée A& 1'étuve a 37°C sous CO2 (10 %)
pendant 24 heures. Au bout de ce +temps les colonies
bactériennes ainsi apparues sont raclées A l'aide d'une lame
stérile.

Puis on procéde & la préparation d'une autre suspension
bactérienne avec du lait écrémé stérile contenu dans un tube
"eppendorf" stérile.

Le tout est ensuite placé au congélateur a -80°C.
Ensuite on effectue les technigues de biologie moléculaire.

B.1. L'extraction des nembranes externes des méningocoques

Préléver une micro bille congélée (sur laquelle se trouvent
fixer des bactéries) et placer sur une boite de culture.

Déposer ensuite 2 ou 3 gouttes d'eau physiologique sur la
bille et procéder A4 1l'ensemencement 4 l'aide d'un rateau
stérile.

Placer la boite a4 1'étuve & 37°C sous C02(10%) pendant 24
heures. Au bout de ce temns, les colonies apparues sont
raclées & 1l'aide d'une lame stérile. Puis préparer une
suspension 4 l'aide d'une solution de Tris (hydroxyméthyl)
aminométhane 10 mmles & pHB8et A raison de 700 ul par souche.



Cette solution de Tris (hydroxyméthyl) aminométhane est une
solution tampon envoyée par 1'Institut Max planck (Berlin).
Homogéniser les suspensions bactériennes et les placer dans un
bain de glace.

B.1.2. Sonigation

Elle est réalisée sous une hotte stérile gréce a un dispositif
émettant des ultrasons.

Ces ultrasons vont provogquer la cassure des bactéries afin
d'obtenir les membranes externes.

L'opération doit &tre réalisée dans des conditiong stériles et
sousg protection (port de gants, de blouse, endroit calme et
désinfection de la hotte & 1'alcool), en maintenant toujours
les suspensions dans le bain de glace.

Aprés sonication, rétirer les suspensions du bain de glace et
procéder aux opérationsg suivantes :

- centrifuger a raison de 7000 tours/minute pendant
6 minutes :

- récupérer le surnageant constitué par des
membranes externes et jéter le culot qui est
composé des autres parties de la bactérie
et des méningocoques qui n'ont pas éclaté ;

- récentrifuger le surnageant ainsi obtenu pendant
15 minutes 4 raison de 14000 tours/minute ;

- Jjéter le nouveau surnageant obtenu et récupérer
uniquement le culot contenant les membranes de

méningocogues ;

~- ajouter 100 ul d'eau distillée et homogéniser a
l'aide d'un agitateur manuel ;

- diluer les membranes a 1'aide de deux solutions
tampons & différentes concentrations :

. la lére solution appélée Lug simple ou 1 x Lug
. la 2&éme solution appélée 2 x Lug

(ou solution de Lug simple deux fois concentrée)

(La composition et la préparation de ces solutions figurent en
annexe).
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Le Lug est un solvant trés lourd permettant de dissoudre les

protéines de
Il favorise
au moment de
constant.

B.2. Préparation des tampons des échantillons :

Pour chaque

la membrane externe des méningocogues.
la migration des différentes classes de protéines
l1'Electrophorése tout en maintenant le pH
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souche de Neisseria meningitidis (A et C) prendre

B ul de la solution 2 x Lug puis 90 ul de la
solution de Lug simple ;

ajouter 5 ul de la solution de membrane précédem-
ment préparée, bien mélanger a4 l'aide d'un
agitateur afin d'obtenir un mélange homogéne ;

conserver le mélange obtenu au réfrigérateur
&4 -20°C pour une utilisation ultérieure.

B.3.1._ Appareillage

Pour un gel,

.Placer les
bouts de la
en verre ; 1

on se sgert

d'une plaque d'aluminium ayant 8 cm de longueur
et 10 cm de largeur ;

de 2 espaceurs en plastique ayant chacun 0,75 mm
d'épaisseur, 8 cm de long et 1 cm de large ;

d'une plaque en verre ayant les mémes dimensions
que celles de la plague d'aluminium.

deux espaceurs de fagon verticale au niveau des 2
plague d'aluminium. Puis déposer ensuite la plagque
'ensemble donnera 1'aspect d'un moule.

L'espace compris entre les deux plaques est succeptible de

contenir la

solution de gel.

Nous disposons aussi d'un appareil appélé "Multiple gel
Caster" pouvant recevoir au maximum 5 moules (voire photo en

annexe).

B.3.2. Technique

Les gels préparés sont de 2 groupes :

les gels &4 11 % d'acrylamide et & 3 molaires
d'urée
les gels & 15 % d'acrylamide mais sans uréde.



Chagque gel se compose de 2 parties :

Le "running

le "running gel” o0 se fait la migration des
protéines ;

le "stacking gel" ol sont déposés les échantillons

gel" est préparé en premier lieu, le "stacking

gel” en second et est déposé au dessus du premier déja

polymérisé.

Il représente les 3/4 de 1l'ensemble du gel.

- Composition :

1,5 molaire de Tris (hydroxyméthyl) aminométhane
pHB8,8

solution d'acrylamide et de N, N'- Mé&thyléne-bis
acrylamide a4 40 %

SDS (Dodécyl sulfate de sodium) & 10 %

l'urée 4 3 molaires (ou sgans urée pour le second
groupe de gels)

APS (persulfate d'Ammonium) a 10 %
TEMED ou N, N, N', N'- Tétraméthyléne diamine

Eau distillée.

- Protocole de préparation (pour 5 gels)

Dans un erlenmeyer stérile mettre a tour de rdle :

+

+

10ml de Tris (Hydroxyméthyl)aminométhane 1,5 M
a pH8, 8

10,2 ml de la solution d'acrylamide et de N, N'-
Méthyléne bis acrylamide & 40%

0,4 ml de SDS a 10%
15,75 ml d'urée 3 molaires

5,24 M1l d'eau distillée.

Bien mélanger et placer l'erlenmeyer dans un bain de glace.
Boucher et dégager pendant 20 & 30 minutes en se servant d'une
pompe appélée "Vacum punp" marque "eppendorf.
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Au bout de ce temps, rétirer 1l'erlenmeyer du bain de glace et
ajouter rapidement a la solution 35 ul de Temed et 180ul d'APS
a 10 ¥ (le temed joue le réle de catalyseur et 1'APS est
l'initiateur de la réaction de polymérisation).

Mélanger doucement et couler de fagon rapide la solution dans
le "multiple gel caster”.

Vérifier ensuite gque tous les gels ont les mémes niveaux, puis
ou les recouvre, avec 0,5 ml de SDS & 10 % chacun.

Laisser polymériser pendant 30 minutes environ.
- Rdle :

Le "running gel" permet la migration des protéines
membranaires au moment de 1'Electrophorése.

B.3.2.2. Le "Stackino gel® :

« Composgition :

- Solution d'acrylamide et de N, N'- Méthyléne bis
acrylamide & 30 %

- 8DS a 10 %

- 0,25 Molaire de Tris (hydroxyméthyl) aminométane
a pH6,8

- APS &4 10 %
- Temed

- Eau distillée.

- Protocole de préparation

Dans un erlenmeyer stérile mettre a4 tour de role :

+ 1,66 ml de la solution d'Acrylamide et de N,
N'~- méthyléne bis acrylamide a 30 %

+ 100 pl de SDS & 10 %

+ 5 ml de Tris (Hydroxyméthyl) aminométhane 0,25 M
a pH6,8

+ 3,22 mnl d'eau distillée.



Mélanger et placer 1la solution dans un bain de glace.
Boucher et dégager pendant 10 & 1§ minutes.

Au bout de ce temps, rétirer l'erlenmeyer du bain de glace et
ajouter trés rapidement 20 vl de Temed et 24 ul d'APS a 10 %.

Mélanger doucement et verser la solution au-dessus du "running
gel” déja polymérisé.

Introduire rapidement un peigne en plastique dans chaque gel
afin d'obtenir des puits apres polymérisation.

Laisser en contact pendant 30 A4 40 minutes.
Enléver ensuite les Peignes et récupérer les différents moules
et les placer au réfigérateur a4 +4° pour une utilisation

ultérieure.

Les gels vont rester en sandwich entre les pPlagues d'aluminium
et de verre.
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C'est une technique qui utilise l'électrophorése des protéines
sur gel de polycrylamide en présence de 8DS (Dodécyl sulfate
de soduim).

Le gel de polyacrylanmide Jjoue le réle de support. C'est un
copolymére d'acrylamide et de N, N'- Méthyleéne bis
acrylamide.
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Acrylamide - N, N'- Méthyléne bis-acrylamide.

En changeant le taux de pontage il est possible de modifier 1la
réticulation donc le diamétre des pores. Dés lors le gel de
polyacrylamide se comportera comme un tamis se superposant a
la séparation électrophorétique.

L'électrolyte (ou solvant) utilisé est composé :

- d'une solution de Lug b fois concentrée
- SDS a 10 %
- eau distillée.

B.4.3. Principe

C'est une électrophorése unidimentionnelle au cours de
laguelle les protéines sont fractionnées d'abord sur la base
de leurs propriétés physiques puis sur d'autres propriétés
(par exemple l'isoélectricité).

Le détergent anionique (le SDS) utilisé déplie les protéines
natives, se lie a4 elles et leurs confére une charge
proportionnelle & la dimension de la chaine polypeptidique.

La séparation des protéines dénaturées par le SDS dépend
uniquement de la taille moléculaire.



Exemples de différentes concentrations d'acrylamide pour des
des protéines de tailles différentes :

Pourcentage Taille des protéines
d'acrylamide en kilodaltons
(Kd)
16 % 12 - 45
11 % i5 - 70
5 % 60 - 200

Donec, plus le pourcentage d'acrylamide diminue, plus le
diamétre des pores augmenté et plus la taille des protéines
augmente aussi.

B.4.4. Mode opératoirse :

Le SDS~Page est effectué & l'aide d'un dispositif appéleée
"ES 250 Mighty Small II" (voire photo en annexe).

Il s'agit d’'une charpente verticale pouvant posséder de part
et d'autre 2 gels sandwiches bien fixés donnant ainsi 2
chamnbres supérieures.

Les souches testées sont au nombre de 46 dont :

+ 41 méningocoques de sérogroupe C
+ 4 méningocoques de sérogroupe A

+ 1 souche de référence de Gambie qui est un
Neisseria meningitidis A

Remplir les 2 chambres supérieures et la partie inférieure
de 1'appareil avec 1l'électrolyte.

Laisser en contact avec les gels pendant 1 heure environ.

Chauffer les solutions de membranes pendant 2 minutes &
95°C sur thermostat macque "eppendorf".
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- Ensuite, 4 l1'aide d'une microséringue stérile déposer
2,5 pl d'échantillons de membranes dans les différents
puits.

- Fermer 4 l'aide d'un couvercle.

- Créer un champ électrique (Electricité : 20 ma par gel et
500 volts environ).

Relier les deux bouts de 1la charpente 4 un bain-marie refroidi
&4 +12°C servant ainsi de refrigérant.

- Laisser migrer les protéines pendant 1 heure.

- Ouvrir les chambres, décoller les gels et les placer dans
100 ml d'une solution de bleu de Coumassie pendant 2 heures
sur agitateur.

- Décolorer ensuite les gels avec de 1'acide acétique a4 5 %
sur
agitateur au moins pendant 24 heures.

L'identification des différentes classes de protéines est
effectuée aprés séchage des gels a 1'aide d'un appareil appélé
"Gel Dryer™ et cela pendant 3 heures.

Cette identification des protéines dépend de la position des
différentes classes de protéines et de leurs masses
moléculaires exprimées en kilodaltons.

B.5. Technique du WeStern Blot

- Définition :

C'est une technique qui permet d'identifier les classes de
protéines les plus immunogénes a4 1'aide d'anticorps
monoclonaux spécifiques.

Elle est réalisée directement aprés la migration électro-
phorétique mais au lieu de la coloration des gels au bleu de
coumassie effectuéde A la fin du SDS-Page, nous passcons
directement au transfert des protéines sur papier de nitro-
cellulose.

- Iransfert des protéines :

Nous disposons :

- d'une cellule de transfert nommée "SEMY-DRY
Transfer cell”™,
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un peu supérieures A4 celles du gel

- d'une solution tampon servant de réservoir d'ions
dont la composition est la suivante :

+ 3 g de Tris (hydrométhyl) aminométhane
+ 14,4g de glycine
+ gesS.p. 1000 ml d'eau distillée.

- et 2 papiers buvards.

Sur la cellule de transfert, placer A& tour de r8le un papier
buvard, le papier de nitrocelliulose, le gel et le 2& papier
buvard tous déja trempés dans la solution tampon.

Le gel est déposé sur le papier de nitrocellulose de fagon a
éviter tout courant d'air, les deux {gel et papier de
nitrocellulose) étant en sandiwch entre les deux papiers
buvards.

Fermer la cellule et créer un champ électrique.

Courant : 500 mA
Tension : 8 a4 9 volts

Laisser en contact pendant 2 heures environ, temps nécessaire
pour faire transférer toutes les classes de protéines sur

papier de nitrocellulose.

Récupérer ensuite les papiers et procéder aux opérations
suivantes :

- Mettre les papiers dans une solution contenant :

- le PBS (Phosphate Buffer Solution) 20 fois
concentré

- le Tween 20 (détergent)
- BSA (Bovin Serum Albumin) a 2 %.
Laisser en contact pendant 1 heure.
(composition du PBS, voire annexe).
Cette solution permet le blocage du papier afin d'éviter 1la
fixation d'autres protéines et cela grice au BSA qui se fixe

sur toutes les parties du papier de nitrocellulose ou il
n'existe pas de protéines membranaires.
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. Laver ensuite les papiers 3 fois 5 minutes sur agitateur a
l'aide d'une solution de PBS 20 fois concentrée et du Tween

20.

. Mettre le ler Anticorps qui est un anticorps de souris
{Anticorps monoclonal) pendant 1 heure 30 minutes.

Cet anticorps doit étre dilué au préalable dans une solution
PBS 20 fois concentré + Tween 20 + BSA & 1%, et se fixe sur
une classe de protéines gu'il reconnait.

Les anticorps monoclonaux testés sont au nombre de 6 :

Anticorps anti Pl1.2 dirigé contre les protéines de classe 1
et de sous type 2.

et de sous type 7.

Anticorps anti Pl.Y

Le Milian Blake (MB) dirigé contre les protéines de classe

5.

Le T2adirigé contre les protéines de classgse 2 (pour les
méningocoques de sérogroupe ().

L'anticorps 2b dirigé contre certaines classes de protéines
des pili.

. Laver encore les papiers 3 fois b minutes sur agitateur a
l'aide de la solution PBS 20 fois concentré et du Tween 20
permettant d'éliminer le surplus d'anticorps n'ayant pas
réagi.

. Mettre le 2& Anticorps gui est une immunoglobuline de lapin
dirigée contre le ler anticorps (anticorps de souris).

Sur ce 2& anticorps se trouve fizxer un enzyme (phosphatase
alcaline) favorisant la réaction. Sa dilution est de 1/1000
dans la solution de PBS 20 fois concentré + Tween+BSA & 1%.

Dilution 1:1000 -~wvwu~-- 10 pl d'anticorps pour 10 ml de
solutione.

Ces proportions sont valables pour un seul papier de
nitrocellulose. La réaction doit durer 1 heure de temps.,

Anticorps anti P1.7 dirigé contre les protéines de classe 1 °



« Laver encore 5 fois 5 minutes avec la solution PBS + Tween

. Laver ensuite 1 fois b minutes avec un tampon de diéthano-
lamine préalablement conservé a 1‘'étuve a4 37°C.

. Préparer un substrat composé de :

- NBT (Bleu de Nitro trétrazolium Chloride) :

- BCIP (5 Bromo - 4 Chloro - 3 Indolyl phosphate)
ou 8el de paratoluidine

- DMF (N, N' diméthyl formamide)
-~ Diéthanolamine & 37°C.

Dissoudre les poudres de NBT (10 mg) et du BCIP (5 mg) dans le
DMF (10 ml), puis ajouter cette solution & 50 ml de
diéthanolamine, l'ensemble forme ainsi un substrat.

Plagons ensuite les papiers de nitrocellulose dans ce substrat
a l'abri de la lumiére, sur agitateur jusqu'a apparition de
bandes violettes traduisant une réaction posgitive (la réaction
nécessite aussi une température variant entre 36° et 37°C).

- Récupérer enfin les papiers et les conserver a 1'abri de la
lumi2&re pendant 24 heures environ.

B.6. Technique de 1'Elisa :

Elle est réalisée sur plaque stérile portant des trous
numérotés horizontalement de 1 &4 12 et verticalement de A & H.

Elle s'effectue en présence :

- d'une solution de membranes externes de ménin-
gocoques

- de FSC (Sérum du Veau Foetal) assurant le
blocage

- de deétergent (PBS + Tween)
- d'un ler anticorps = anticorps monoclonal
- d'un 2& anticorps = immunoglobuline de lapin

- d'un substrat = 4 nitro phényl phosphate.
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<+ Il 'agit d'une réaction immuno anzymatigue permettant de
détecter les antigénes de protéines membranaires a 1'aide
d'anticorps spécifique qui, en présence du substrat et du 2a&
anticorps donne la réaction.

La réaction positive se traduit par l'apparition d'une
coloration jaune au niveau des trous.

B.7. Prélavemenis de ghaug

Deux prélévements de sang ont été effectués chez les patients
porteurs de Neisseria meningitidis A ou C (l1'un le jour méme
de la ponction lombaire et 1'autre 1§ jours aprés la
ponction).

« Pramiar prélévement

On préléve 2 ml de sang dans un petit tube appélé
"microtainer" margue "eppendorf". Ce tube contient une
substance géliforme qui servira a la séparation du serum et du

culot sanguin lors de 1a centrifugation.

Le centrifugation est effectuée a 10600 tours/minute pendant
10 minutes.
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Le sérum sera récupéré ensuite dans un cryotube stérile a
l'aide d'une pipette stérile, puis placé au congélateur
a =80°C., '

« Deuxidme préléavement

Il est réalisé 15 jours apreés la ponction au lit du malade ou
a domicile (si le patient est sorti de l1'hépital). Donc la
connaissance de l'adresse compléte du malade est nécessaire
dés le ler jour de son hospitalisation.

2. ml de sang dans un grand tube

appélé "vacutainer" marque "eppendorf" contenant un
anticoagulant (héparine),
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Ce prélévement de sang servira A l'isolement des lymphocytes.

Izglemant des lvmephocytes ¢ Technigue

A 5ml de sang prélévé sur héparine, ajouter
5 ml de PBS (solution tampon phosphate)

- Bien fermer le tube et mélanger.

- Ajouter trés doucement jusqu'au fond du tube
2 ml de Ficoll (milieu inactif avec une forte
densité) & l'aide d'une séringue stérile.

- Fermer le tube (ne pas mélanger).

- Centrifuger pendant 40 minutes A la vitesse
de 1600 tours/minute.
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- Prendre avec prudence les lymphocytes &4 1'aide d'une
pipette stérile et mettre dans un tube conigue stérile

- Ajouter guelques millilitres de PBS {pour le lavage des
cellules), mélanger et centrifuger pendant 10 minutes a
la vitesse de 1300 tours/minute.

- Verser le surnageant et récupérer les lymphocytes dans
0,5 ml de PBS.



- Mettre ensuite le mélange dans un tube contenant un con-
servateur le DMSO (Diméthyl Sulfoxyde).

- Bien mélanger et procéder A& une congélation & -80°C.
Le sérum (n°2) est également congélé a -80°C.

Les séra (sérum N°1 et sérum n°2) et les lymphocytes seront
ensuite envoyés a 1'Institut Max Planck de Berlin pour des

études immunologigques.



RESULTATS
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I1.1. Nombre de prélévemaents :

169 ligquides céphalorachidiens ont ¢été examinés sur une
période s'édtendant de Décembre 1989 A Décembre 1990 dans le
Service de Bactériologie de 1'INRSP.

IT.1.1. Provenance des 169 LCR en fonction de leur provenance

Tableau 4 / Répartition des 169 LCR en fonction de leur

provenance
Frovenances Nombre de Frovenance
praéalévements
Hépital Gabrisl TOURE 128 TEH, T4 %
Lazarat 29 17,16 %
Folokani 11 H,51 %
Hépital de Eati 1 G859 %
TOTAHL. 1&6%7 100 %

TE,T4 % des prélévements proviennent du Service de Fédiatrie
de 1/ Hipital Gabriel TOURE.

11.1.2. Répartition en fonction de 1’aspect du liguide

et B W B LN S5 B 2 A

céphalorachidien

Tableau S5 : Répartition du LCR en fonction de leur aspect

Aspect Nombyre Fourcentage
Clair 4 2,3V %
Ter-ouble 158 23,49 %
Hématigue b F,ED %
Xanthochromigque i GL,hT %
Total 169 106G %

Les liguides troubles 93,49 % représentent la majoritée de nos
3

prelavemnsnts, les Hématigues 3,59 %, les liguides clairs ne

représent At gue 2,37 % et les wanthochromigues ©,39 %.
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IT.1.3. Répartition des LCR en fonction de la période de

prélévements

Tableau 6 : Répartition des LCR en fonction des périodas

Nois Décidan|Fév|Mar|Avr |Mai|JuiniJuil |Aclt Sept |Dct|Nov|Déc|Total
B9 190 | 90| 90) 901 90! 90 | 90| 50 | 90 { 90{90 | 90

Noabre de
prélévesentsiéd |20 | 17] 291 28] 221 10} 21 4| 3| 8] 3| Bl 149

Nous avons obtenus le plus de prélévements au mois d'Avril
suivi du mois de mars et mai.
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d'age et le sexe :

Tableau 7 : Répartition des malades étudiés en fonction
de 1'age et du sexe

Age “f/// Masculin Féminin Total |Pourcentage
S sur 169
TR e ‘ patients
1-28 jours 5(62,50%) 3,(37,50%) 8 4,73 %
1-11 mois 41(56,94%) 31(43,05%) 72 42,60 %
1-6 ans 20(52,63%) 18(47,37%) 38 22,48 %
7-14 ans 13(39,39%) 20(60,60%) 33 19,562 %
16-29 ans 10(66,66%) 5(33,33%) 13 8,87 %
30-56 ans 2((66,66%) 1{(33,33%) 3 1,77 %
Total l 91(53,.84%) l 73(46.15%)[ 165{ 100 %

L'Age vwvarie de 3 jours & 56 ans avec une nette prédominance de
la +tranche comprigse entre 1 et 11 mois (soit 42,60 %).
On constate globalement une prédominance du sexe masculin (91
soit 53,84 %) par rapport au sexe féminin (78 soit 46,15 %).
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II1.2. Germes
<
I1.2.1. Répartition des LCR positifg en fonction des germes
en_cause

Nous avons trouvé au total 116 LCR positife sur 169 étudiés
soit 68,63 %. Ces 116 LCR se répartissent de la fagon suivante

Tableau 8 : Répartition des différents germes identifiés

Germe Nombre Pourcentage
Escherichia coli i 0,86%
Streptocoque 1 0,86%
Haemophilus influenzaeb 31 26,73%
Streptococcus pneumoniae 35 30,17%
Neigseria meningitidis A 4 3,456%)

)

)
Neisgseira meningitidis C 41 35,35%) 39,66%

)

)
Neisgeria meningitidis X 1 0,86%)
Neisseria sicca/sub- 2 1,72%
flova
Total 116 100 %

Dans ce tableau, on observe que Neisseria meningitidis occupe
la premidére place avec une fréquence d'isolement de 39,66 %.
I1 est suivi de Streptococcus pneumoniae soit 30,17 % et de
Haemophilus influenzaeb soit 26,73 %.
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II.2.2. Répartition des LCR positifs en fonction de leur
provenance et du germe :

Tableau 8 : Répartition dez LCR pomitifs en fonction de leur
provenance et du germe

Garmas Provenancs
HGT Lazaret| Kolokani H.Kati Total
Escherichia coli i 0 o 0 1
Streptocoque 1 0 8] 0 1
Haemophilus influenzaeb 28 1 0 1 31
Streptococcus pneumoniae 29 6 o] 0 35
Neisseria meningitidis A 1 3 8] 0] 4
Neisgeria meningitidis C 30 3] 5 O 41
Neisgeria meningitidis X 1 0 0 0 1
Neisseria sicca\subflava 1 0 1 0 2
TOTAL 93 16 6 1 116
(80,17%)](13,79%)|(5,17%) (0,B6%)

80,17 % des LCR positifs proviennent du service de pédiatrirc de l’HOQ}tall
Lazaret soit 13,79 % et de Kolokani soit 5,17 %. ’

i)
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TABLEAU-10 : REPARTITION DES LCR POSITIFS EN FONCTION DE LEUR ASPECT ET DU GERME

e c gmee e e oL <-+------.-+ .- -GERMES - - e e il e
: : : ! Strepto-: : : : : :Nesicea/
Aspect : Total . Positif ., g co1q ooncm : Hi : Pn : MnA : MnC : MnX  ‘Subflava
Clair : b o - o : o o : o o o 0o 0
Trouble m 158 m 113 m 1 : 1: : 31 : 32 : 4 : 41 : 1 : 2
: ¢ (71,52%) : (0,88%) : (0,88%) : (27,43%) : (28,31%) : (3,53%) : (36,88%) : (0,88%) : (1,76%)
Hémorragique : 6 2 : 0 : 0 : 0 : 2 : 0 : 0 : 0 : 0
: t (33,33%) : : : (33,33%): : : :
Xanthocloromique : 1 : 1 : 0 : 0: : 0 : 1 : 0 : 0 : 0 : 0
2 : : 4 F o PV 3 Foy : s - ;G 2
: 16 : 116 - ¢ : : 4 : 3 : X : i : : :
TOTAL P19 ; (0,861) | (0,86%) | (26,720) | (30;17%) | (3,45 1 (35,3%) © (0,86%) © (1,76%)

=]
forsy
[}

Haemophilus influenzaeb

Streptococcus -pneumoniae

= Neisseria-meningitidis (A, C, X)
»C,X

N+« = Neisseria

&% 0% OB o% o

e 8%

*v o9

s o

o o% 8%



Les résultats montrent que 71,52 % des LCR +troubles sont
positifs. Bien gu'ils soient les plus fréquemment positifs, les
autres types de liquide {Hémorragigue, Xanthochromigue)
comportent des chances de positivité et doivent étre
systématiquement examinés par le Bactériologiste dés lors
qu'ils ont été prélevées dans un contexte de syndrome méningé.
Dans les ligquides c¢lairs, aucun germe n'a été isolé.
Un seul cas de ligquide Xanthochromique a été examiné et a donneé
lieu a l'isolement d 'une souche de pneumocodgue.
Dans les liquides troubles, 8 germes ont été isolés mais en
proportions inégales. Tandis gue dans les ligquides
hémorragiques, seulement 2 souches de Pneumocogues ont éte
identifiédes.

e A LA R AL A

et du germe isolé
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TABLEAU-11 :

REPARTITION

DES LCR POSITIFS EN FONCTION DE

LA PERIODE

¢ Nombre-i--: it ccC R - GERMES-- -~ - o oo R -
. Q »l..u ~u .ﬂ. : . . . » . . . v
Mois : HmmeMMn" ositifs : E, coli : Strep- H Hi : Pn : : MnA : MnC : MnX : N.sicca/

.............. R Tt Ja I 101> 1. A oM e s i et ¢ subflava
Déc, 89 m 6 m 5 m 0 M 0 m 0 H 5 : 0 s 0 m 0 m 0

R EEE T ~geeaconsa2-$B83;33%)- 0t R : R : S SRR - LI -
Janve 90 M 20 W 16 m 0 m 0 m 5 m .5 m 1 w 4 m 1 m 0
............ Cegeseeeee-o3-(BOF)c oty ovtoocecep - o c---3-(313258)--: -(31,258) ¢ (6,25%) t €25%) 't '$6,25%) !

Féve 90 s s 11 s o 1os 2 5 o+ 3 o 0
ses serereec tonmmseees $-(64;70%)- st 1--(9;09%)  :-(18;18%) -:-(45,45%) -: - 2 (27;27%) o - : )
Mars 90 : 29 : 17 : 0 : 0 : 1 : 6 : 1 s 9 : 0 : 0
.............. R I V11175, 3 I ik S e~ (5:88%)--1(35,29%) -: (5,88%)- -1 (52,9H%) - - ! :
Avril 90 m 37 m 25 m 0 m 0 m 3 m 2 m 1 m 17 m 0 m 2
T MR m-ﬁmqwmmxw.,m ........... o i ,Awmuw_..m.- .,Amxv.-m, Axav-._m_ ”mmxv..-m. N (8%
Mai 90 : 22 : 15 : 0 : 0 : 5 : 5 : 1 : 17 : 0 H 0
R S --5-(68;18%) - 3o - - LI -$-€33,33%) :-€33,33%) :- (6,66%) 1 (26;66%) : pE i
Juin 90 m 10 w 6 m. 1 H 0 M 3 m‘ 1 m 0 m 1 ,M 0 m 0
........ ceemeegeraeeeenmaes (6DF) - (16,6687 ---....-"..-.Amoav.w".Awmwmmxv. - - - -1 (16;66%)--: oo
Juillet 90 : 2 2 : 0 : 0 : 2 sy 0 : 0 : 0 : 0 : 0
Aot 90 coo4 s 3 o o+ 1 Lo: 0 1 o 0

............ gecmegn fFHFY s smmeacaeeagaen oo oo - -3 -(33.33%) - (33,33%) ¢ - - -2 €33;33%)- 0 - - s
Sept. 90 : 3 3 : o : o 2 : 1 0o :» 0 : 0o 0
.............. R i Y ~-p seeees o2 (66;66%) -t €33;,33%) -1 - R R : )

-\-suoc



TABLEAU-11 (suite) : REPARTITION

ZOBUWmvam.

- s a -

..r.;.@mwzmm. “ e e e e e aa A .- . PN

DES LCR POSITIFS EN FONCTION DE LA PERIODE

: ‘préleve- | Positifs P11 TTTITT — _ — a— a— a —
; nents ; ; Strep- . HL T PP oMnA T oMc ¢ max ¢ Nt
o wots i U s---Becoli [ tocoque . i L o : /subfl;
: Octe 90 : 8§ 5 : 0] : 0 : 3 : 2 : 0 : 0 : 0 :
I S $-£62;50%) -2~ nnn-n $retemee s 1o (60F)-~-n- - (HO%) e e e R : - -2

m Nov. 90 m 3 : 2 : 0 : 0 : 0 e 1 o 0 : 1 : 0 :
R R R $-(66;66%)- -1 ian R DR I 9157 3 R R Rt &1 3 R R o
: ; ; o o . o . 4 1 o i 1 o
m.umm?wo..--im ..... m-ﬁ?#qﬂm.f-i.. ........... R T (66;66%)-1(16;66%) -2 - “coo e (16;66%) - 2 R B
:  TOTAL : 169 : 116 : 1 : 1 : 31, : 35 : b : 41 : 1 :

Hi = Haemophilus influenzaeb Mn = Neisseria meningitidis (A,C,X) Nesicca/subflava = Neisseria
A?n\xV sicca/subflava
- Pn = Streptococcus pneumoniae
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examen de la courbe montre gqu'au mois de :

Décembre 1989, les 5 cas de méningite bactériologiquenment
confirmées sont dGs au Pneumocoque.

Janvier 1990 : Les 3 germes (Hi, Pn et Mn) ont été isolés en
proportions égales soit 31,25 % chacun.

Février 1990 : Le Méningocoque est largement prédominant soit
au total 58,82 %.

Avril 1990 : Le Méningocogque continue & pointer avec 1l'appa-
rition d'un pic (soit 20 cas au total sur 25 souches
obtenues).

Mai 1990 : Les 3 germes sont isolés en proportions égales.

Juin 1990 : Haemophilus influenzaeb prédomine soit 50 %
des souches isolées.

Juillet, AoQt, Septembre 1990, le nombre de prélévement est
faible. Ceci s'expligque par l'arrivée de la saison des
pluies.

faible avec un faible participation du Pneumocogue et de
Haemophilus influenzaeb ; et une légére prédominance du
méningocoque.

IT.2.5. Répartition des LCR positifs en fonction de la

tranche d'aAge et des germes isolés




TABLEAY- }& : REPARTITION DES MENINGITES BACTERIOLOGIQUEMENT CONFIRMEES : EN FONCTION DE L'ETIOLOGIE ET DE L'AGE

L2
L]
i

H S . [ N e mmaee e it ama e A GERMES -~ - - -~ = - s mme v mee i e .- ‘ ‘
: Nombre de: Positifs : : : : : - - R
Age . préléve- . : E.Coli :Streptocoque Hi' @ Pn ¢ MnA ¢ MnC ¢ MnX *:N.sicca/
eeiaans U T2 S S S R S N S AU SRR . Tl SO .z subflava
1 4 28 jours : 8 : 5 : 0 : 0 : 1 y 0 0 0 0
........... ottt i {6R.B0%)TrTo ittt it (20%) i o808) SRR _ e
: : .. ! : ! 27 ‘ 26 : 0 H 2 : 0 : 0
: 2 : : : 0 : e ) . : . .
tatlmote & T2 iqewfamy i 2wy i % P swm i wem: N :

1 a6 ans : 38 : 33 : 0 : 1 : 2 : 11 : 2 : 15 : 1 1
e EEov(bo,eAmy e ¢ (3,03%) & (6,06%): (33,33%) : (6,06%) : (45,45%) : (3,03% ) : (3,03%)
"7 a 14 ans m 33 m 19 . 0 m 0 m 0 m 0 . 0 m 18 m 0 : 1
R Seaeasse e s 1 (5F;57%) -5 c------ R R T o -1-(O4;73%) 1 : (5,26%)
15 a 29 ans  : 13 : 7 : 0 . 0 : 0o 0 : 2 . 5 : 0 : 0
remnseeses R 5 1L S R R T - - 1-(28,57%) : (T1;42%) - :

30 a4 56 ans : 3 . 2 . 0 : 0 . 1 s 0 . 0 : 1 e 0 : 0
S e Sereees s $-(66;66%)--1- - R : “(50%)- -2 - - g - e - (50%) = - : -
‘otal : 169 ¢ 116 ¢ 1 : 1 1 3 " B 1 : 2
........ .. fto,B6x)  f(0,8m)  f (26,72%) P (30,1T%) P (3,44%) ' (35,34%) ° (0,86%) G (1,72%)
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Cette figure nous montre gque :

- la Méningocoque affecte tous les Ages (sauf les
enfants de 1 & 28 jours) avec une fréquence
maximale dans les tranches d'4ge de 7 4 14 ans et
de 15 a 29 ans ;

- Haemophilus influenzaeb est responsable de
méningite surtout dans la tranche d'Age de
1 &4 11 mois. Les tranches d'Ages comprises entre
1 a 28 jours, 1 & 6 ans, 30 A 56 ans n'‘enregis-
trent gque 1 a 2 cas ;

- le Pneumocoque (Streptococcus pneumcniae) a été
retrouvé seulement chez les patients dgés de
1 jour & 6 ans avec une fréquence maximum dans
la tranche d'age de 1 A 28 jours.

I1.2.6. Bepartition des LCR positifs en fonction du

DS L T b 2t A = R
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TABLEAU-13 : REPARTITION DES LCR POSITIFS EN FONCTION BY SEXE ET DES GERMES EN CAUSE

>

: Kombre de : T GERMES . . . K
. Sexe . préleve- - Positifs ; P, - - . : - - —
. : : : : rep- : : : : : ‘Nei . s
: , ments : : E,coli :tocoque : Hi : Fn : MnA . MaC . Mnx "mwwwwwmww
« 7 Tttt T STttt s sttt P ettt . St T e N . b . . amum .
: : : : : { : : : : : : :
: Masculin : 91 : 65 : 1 : 1 : 18 : 20 : 4 : 21 : 0 : 0
: : : : (71,427) : (1,53%) : (1,53%) : (27,69%) : (30,76%) =: ~(6,15%) : (32,30%) : : . :
Féminin : 78 : 51 @ 0o 0 : 13 15 0 : 20 : T 2
o : (65,38%) : : (25,49%) @ (29,41%) - : (39,21%) : (1,96%) : (3,92%):

TOTAL: ‘i 169 . 116 - 1 1 : 31 35 - 4 : oo T i 2

I1 ressort de ce tableau acm :

©

1°)-

il n'y a pas de différence significative dans

il n'y @ pas de différence significative dans
éticlogies en fonction du sexe { X2 = 0,69)

pour Escherichia coli et le streptocogue nous

la proportion des LCR positifs

la fréquence des 3 principales

n'avons enregistré qu'un cas chacun,



-y -

IT.3. Kivesuz de menzmibilité et de résistance des szsouches
toste aux Antibiotiques

Tableau 14 : Niveaux de sensibilité et de résistance des
souches tesctées aux différents antibiotiques.
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TABLEAY- 14

TESTEES AUX DIFFERENTS ANTIBIOTIQUES.

NIVEAUX DE SENSIBILITE ET DE RESISTANCE DES SOUCHES

Antibio- : : : : : : .
tiques : Hi : Pn : MnA : MnC : MnX : .mwoom\mcdwwm<m :
mn.v.ﬁﬁwww.mn ................. R I S s e e L PR B e e .
vestées £ C G T p Tt i TG i 7 Lo : :
mm:»owwwwsm G : - T - : 23 : 2 4 : 0 T 37 : 1 : 1 : 0 : 1 m m
................. $osacm-e- $--(92%) -2--(8%) :-(100%) : -- -2 (97,37%): - - : ot : :
>anuouwpwnm : 15 : 0 ! - : - : b : o . : 37 : 1 : 1 : 0 m 1 m 0 m
St sseesasicionns 1 (100%3-2-------- DR $oo i - (100%) : o297 37%): : :- - o : :
Céfotaxime : 15 : 0 : 24 : 1 : 4 : 0 : 37 : 1 : 1 : 0 : 1 : 0 m
rmaiiseeneae-s :-(100%Y-2-------- 2-(96%)- - - :-€100%)-: - --- -:-€97;37%) (2,63%)- -z -t : :
Chloeomphénicol o 14 : 1 : 21 : U\ : 4 : 0 : .38 : 0 : 1 : 0 : 1 : 0 :
................... P R S SRR ¥ .5} S MR & 117 3 RS A I : :
Sulfamides : 6 9 : 7 : 18 . : 0 : 0 : 38 : 0 m 1 m 0 m 1 m
Srhtreneseeeeen $oncaeeigee e R, $o e (100%) 1 : o -2 €100%) - - oo : : :
Cotrimoxazole : 6 : 9 : 12 : 13 : 3 m 1 m 1 , 37 , 1 m 0 m 0 : 1 :

S

R =

= Nombre de souches sensibles

Nombre de souches résistantes
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Il ressort de ce tableau que les antibiotigues comme
l1'Ampicilline, la Pénicilline @G, la Céfotaxime et le
Chloramphénicol ont une excellente activité sur les souches

testées.
Concernant les sulfamides et la Cotrimoxazole, la résistance

est assez élévée surtout chez 1les souches de Neisseria
meningitidis C.

Il.4 Rasultats des Technigues de SD5 Page et du Western Blot

Les techniques du 8SDS Page et du wertern Blot ont &te
effectudées uniquement sur des souches de méningocogques de
sérogroupe A et C. Ces souches testées sont au nombre de 46

dont :

- 41 méningocogques de sérogroupe C
- 4 méningocogues de sérogroupe A

méningitidis A

I1.4.1. ED§ Page

Toutes les souches de Neisseria meningltidls A et C conmportent
des protéines de classe 1 et de classe. 5. Par contre les
protéines de «classe 2 ont été retrouvées uniguement chez les
sérogroupes C ; et 1les protéines de classe 3 uniguement chez
les sérogroupes A.

Les protéines de classe 4 sont trés difficiles A& distinguer des
autres classes de protéines, tandis que les protéines de c¢lasse
6 sont rares et sont absentes chez les souches testées.

RESULTATS DO _SDS PAGE

IT.4.2. Haestern Blot

Six différents anticorps ont été testés sur les différentes
classes de protéines menbranaires. Ce sont :

- l'anticorps anti-Pl.2.
~ l'anticorps anti-P1.7

- l'anticorps anti-P1.Y

~ 1l MB (Milian Blake)

- le T2a
- et l'anticorps dirigé contre les protéines de pili.

. Avec l'anticorps anti-P.1.2, la réaction est négative c'est a
dire gu'aucune souche ne posséde la variante 2 de la protéine
de membrane externe de classe 1.

. Avec l'anticorps anti-P.1.7, la réaction est positive
uniquement avec les méningocogques de sérogroupe A c'est A dire
que seules les souches de MnA possédent la variante 7 de la
protéine de membrane externe de classe 1.

- Avec l'anticorps anti-P.1.Y, la réaction est positive
unigquement avec les Méningocoques de Sérogroupe C possédant la
variante Y de la protéine de membrane externe de classe 1.
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. Avec le MB (Milian Blake), nous avons obtenu 93,47 &% de
réactions franchement positives soit (43 souches sur 46
testées) et 6,52% de réactions plus ou moins positives (soit 3

sur 46 souches testées).

Ce Milian Blake reconnait les protéines de classe 5 dont il
existe plusieurs sous classes (5a, 5b, 5¢, 5d, be, bf, 5h, bi,

cesasec)a

. Le T2a reconnaii uniquement les protéines de classe 2 des
MnC

. L'anticorps dirigé contre les protéines de Pili reconnait
uniquement les méningocoques de sérogroupe C.
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Résultat du Westem Blot avec l'anticorps monoclonal anti Ple7

1]

Seules les 5 souches de MnhA réagissent avec cet anticorpse
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Seules les souches de MnC réagissent avec cet anticorps




Résultat du Westem Blot avec le Milisn Blake
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43 sur 46 souches testées soni franchenent positives tandis que 3 sur 46 sont

plus ou moing positivese-




Résultat du Westem Blot avec l'anticorps monoclonal Tga
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Résultat du VWestem Blot avec l'onticorps dirigé contre les proteines de Pili
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ITI.1. Positivité en fonction de 1'aspect du LCR
Sur 168 LCR nous avons trouvé :

- 158 LCR troubles dont 113 positifs (71,52 %)

- 6 LCR hématiques dont 2 positifs (33,33Y,)

- 1 LCR Xanthochromique.
Bien que les LCR troubles soient les plus fréquemment positifs,
les autres comportent également des chances de positivité et
doivent étre examinés par le bactériologiste dés losgu'ils sont
prélévés dans un contexte clinigque de méningite.
Selon Halima (43) sur :

- 116 LCR clairs 21 étaient positifs (18,11 %)

-~ 14 LCR hématiques 5 étaient positifs (28 %)

- b LCR xzanthochromiques 2 étaient positifs (25 %)

Selon Djénéba (48) sur :
- 12 ¢lairs b étaient positifs (41,66 %)
~ 4 hématiques 3 étaients positifs

- 1 xanthochromigue et positif.

Cn observe les taux les plus élévés en Mars, Avril, Mai ; les
plus bas en Juin, Juillet, AotGt.

Dans notre étude, en Mars Avril le Méningocogque est
prédominant.

Sanou (46) =signale le méme phénoméne au Mali en 1981.

D'aprés Halima (43) en 1988, le méningocoque est dominant au
mois de Mars.

Ces résultats sont comparables avec ceux de Keylen (23) qui
trouve une fréquence maximale des méningites a méningocogue en
Haute-Volta pendant la période de chaleur.

Dans notre étude, nous avons trouvé gue le Méningocogue occupe
la lére place soit 38,78 % dans la fréquence d'isolement avant
Streptococcus pneumoniae (30,17 %) et Haemophilus influenzaeb

(26,72 %).
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Berthé (8) trouve aussi en 1979 au Mali une récrudescence des
méningites A Neigseria meningitidis 64% suivi du pneumocogque

Sancgo (45) en 1981, signale gu'en déhors des épidémies, le
méningocogue ne représente gu'environ la moitié des germes
responsables de méningites purulentes au Mali, viennent ensuite
le Pn (40%) et Hi (5%). En période épidémique, il représente un
pourcentage plus élévé des méningites purulentes atteingnant
90-956 %.

Ainsi la haute fréquence du méningocogue se situe en Mars-Avril
qui est, par définition la période de chaleur oQl la méningite a
méningncoque est frégquente.

Cependant on observe une prédominance du sérogroupe C sur le
sérogroupe A {soit 91,11 % dans notre série).

Selon Tikhomirov (49), Neisseria meningitidis du groupe C a é&té
identifié au cours de ces derniéres années comme 1'agent
étiologique des poussées survenues en Argentine, au Pérou et
Uruguay. Une présence importante du groupe C a ¢été signalée
également au Brésil malgré la prédominance des poussées dues au

groupe A.

En Tchécoslovaquie, on a constaté une augmentation sensible de
la freéquence d'isolement des méningocoques du groupe C depuis
1980 soit 34% des Mn C observés dans les cas de méningite
cérébrospinale.

Pendant les années 1970, plusieurs poussées de méningites
cérébrospinales dues aux MnC ont été =signalées au Nigeria
Septentrional (1975) et au Burkina Faso {(1979).

Au Tchad, 3 isolats de LCR sur 35 et une hémoculture positive
ont permis d'authentifier en 1976 le groupe C (27).

III.4. Répartition selon 1‘Aage

Nous constatons gque le méningocogue est une affection de tous
les 8ges. Ceci est confirmé par la plupart des auteurs.

Selon Assimadi K. et Col (5), le méningocoque est exceptionnel
chez le nouveau-né. Mais nous avons trouvé dans notre étude de
1989 a 1990 : 2 cas =sur 5B bactériologigquement confirmés.

Halima (43) trouve 2 <c¢as sur 11 chez le nouveau-né en 1988.

Le méme phénoméne a été signalé également par Berthé (8) dans
sa thése et par Djénéba (48) =o0it 6 cas =sur 20 en 1979-1989.

Dans notre étude, on retrouve une prédominance du sexe masculin
dans les tranches d'aAges d'1 4 11 mois et d'l1 & 6 ang mais pas
dans les autres tranches d'Aages.
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prédominance du sexe masculin uﬁiquement dans la tranche d'Aage
d'l a 11 mois.

Cependant plusieurs auteurs ont signalé la prédominance
masculine.

Halima (43) trouve 230 sujets masculins contre 130 sujets
féminins dans 360 cas de méningites purulentes.

Berthé (8) enregistre une incidence masculine de 53,6 % sur 125
cas de méningites.

Ailleurs & OQuagadougou en 1978, Perreve (39) rapporte une
prédominance masculine de 63 % dans une série de 949 cas.

I1I1.6. Sensibilité aux Antibictigues

Au cours de notre étude, nous avons enregistreé :

- une régistance d'une souche de MnC sur 42
méningocogues & la Pénicilline G, 38 sur 42 au cotrimoxazole et
aux sulfamides.

Presque 998% de nos souches de méningocogques sont sensibles A
1'Anpicilline, au Céfotaxime et au Chloramphénicol.

- Une sensibilité anormale des souches de Pn & la
Pénicilline G (taux de résistance 8%). Quant au céfotaxime,
nous avons eu une sensibilité de %6% et de 84% pour le chloram-
phénicol.

- Avec Haemophilus influenzaeb, la sensibilité est
assez éléveée surtout avec 1'Ampicilline (100%), le
chloramphénicol (83,33 %) et 1le céfotaxime (100%) mais un peu

faible avec le cotrimoxazole et les sulfamides (soit 40 %).

Djénéba (48) signale auss=si :

- une souche de méningocogue sur 13 testées,
résistante a4 la Pénicilline G, 8 sur 11 au Cotrimoxazole, 8 sur
8 aux sulfamideg ; et une sensibilité de 100% au céfotaxime et
au chloramphénicol.

Coulibaly { . montre dans sa thése gu'aucune souche testée de
Hi et de Pn n'#tait résistante au céfotaxime.

Ceci est confirmée par Halima (43) en 1988 gque Hi présente
3,22% de résistance au chloramphénicol, 17,64% pour
l'Ampicilline, 38,46% au cotrimoxazole et 65% aux sulfamides.

Malgré ces guelgques cas de résistances signalées, les
antibiotiques tels que :
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-~ l'Ampicilline, le Céfotaxime et 1le Chloramphénicol
reste les AB les plus actifs sur Hi.

~ la Pénicilline G, le Céfotaxime et 1le Chloram-
Phénicol restent les AB les plus actifs sur les Pn

- la Pénicilline G, 1'Ampicilline, le Céfotaxime et
le Chloramphénicol restent les AB les plus actifs
sur les souches de méningocogques.

I11.7. Cnmmmnm.mu_,hamm.dm_ﬁnﬁzﬂagﬂ

Au cours de notre étude nous nous sommes rendus compte que
toutes les souches de MnA et MncC comportent les protéines de
classe 1 et de «classe 5. Tandis que les protéines de classe 2
ont été retrouvées chez les MnC et les protéines de classe 3
chez les MnA uniquement.

Ceci a @&té confirmé par Achtman M. en 1990 a 1'Institut Max
Planck de Berlin.

Les protéines de classe 1 et de classe 5 sont les protéines les
plus immunogénes suscitant des anticorps protecteurs.

et et s ote e s et e e S N B,

Nous avons trouvé que :
- toutes les souches MnaA portaient le P1.7

~ toutes les socuches de MnC portaient le variant Y
de la protéine de classe 1 gui est spécifique aux
souches maliennes. Car l'anticorps correspondant
ne réagit avec aucune autre souche ; d'on l'intéret
d'introduire le P1l.Y dans la composition d'un
nouveau vaccin de 2& génération.



COHCLUSIOHN
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LLa présente étude nous & pernis d'obtenir les résultats
suivants @

- guelgue soit 1'aspect mascroscopigue du ligquide
céphalorachidien, il doit étre sounmis a un examen
bactériologique s'il est prélévé dans un contexte clinique de
syndrome méningé ;

- il découle de nos résultats bactériologiques gque le

méningocogue oOcCCUpe la lére place avant Streptococcus
pneumoniae et Haemophilus influenzaeb dans 1'étiologie des

méningites purulentes.

11 demeure cependant la seule espéce épidémiogéne parmi les 3.

- La fréquence la plus élévée de la méningite a
méningocogue se situe aux mois de Mars-Avril.

- Le méningocogue est présent & tous legs Ages avec
une fréguence maximale entre 6 et 29 ans.

- Dans la répartition des méningites
bactériologiguement confirméesg, nous ne trouvons aucune
prédominance de sexe excepté les tranches d'age d'1 a 11 mois
et d'1 A 6 ans ol le sexe masculin est prédominant.

- Malgré l'existence de gquelgques souches résistantes

aux différents antibiotigues ‘testés : la Pénicilline G,
1'Ampicilline, le Céfotaxime et le Chloramphénicol gardent une
excellente activiteée dans le traitement de 1la méningite

cérébrospinale.

- La prédominance du sérogroupe C ces deux derniéres
années semble un fait épidémiologigque important. Ceci est a
rapprocher des deux épidémies & méningocogque du sérogroupe C au
Nigeria Septemtrional en 1975 et au Burkina Faso en 1979.

- Toutes Lles souches de Neigseria meningitidis

isolées ont fait 1l'objet d'études approfondies par les méthodes
de biologie moléculaire (SsDS-Page, Western Blot et Elisa).

Le 8SDS-Page a permis d'identifier les différentes classes de
protéines membranaires.

LLa présence des protéines de classe 2 pu 3 s'excluant
mutuellement permet de confirmer 1'appartenance de ces souches
au sérogroupe A ou C.
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Les anticorps tels que anti-P1.2, anti-P1.7, T2a, Milian Blake
et ceux dirigés contre les pili, qui ont été utilisés par la
technigue du Western Blot sont produits A& partir des souches
isolées en Europe. Ces souches sont pour la plupart des
sérogroupes A et B d'ol leur utiligsation limitée au Mali ol
les souches de sérogroupe C =ont prédominantes.

A partir des souches maliennes de sérogroupe C, le variant Y de
la protéine de classe 1 a ¢été mis en évidence gréce a
l'utilisation d'anticorps monoclonaux. Ce variant est purement
spécifique aux souches maliennes. Etant donné le ro6le
protecteur des anticorps dirigés contre la protéine de classe 1
la mise en évidence d'un variant Y de cette protéine dans les
souches maliennes de sérogroupe €C indigue la nécessgité de
prendre ce résultat en compte dans la confection d'un vaccin
conjugue de 2e génération (Protéines + Polysaccharides
capsulaires) destiné a protéger contre les infections A
réningocoque C dans notre Pays.
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ANNEXES

+ Composition des solutions lug :

2.x Lug : Utilisé pour 1la dissolution des protéines
membranaires

0,25M Tris PHG , B vt nnenenncees 25 ml

SDS............................. 2 g

Glycérol........................ 10 ml

B- Mercaptoéthanol.............. 5 ml

Bleu de Bromophénol a 0,1%.¢ue... 2 ml

eSS ePoseencecosesaneneononsanses 50 ml d'eau
distillée.

5. x Lug : Utilisé comme tampon au moment de l1'électro-
phoreése

Tris (hydroxyméthyl) aminométhane.... 15,125 g
Glycine.............‘I..'.‘....‘l.“. 71’329

qoSopoo.o-ooooocnoot..‘.o..ooon..o.o. 1000 ml

d’'eau
distilleae
+ _Composition du_ PBS
Na cl‘..."....Q..........‘...‘.... ag
Kcl......0.0‘..'.........‘..’.“.‘ - o’zg
KH PO ..‘...C...‘...'.'............ O’2g
NaHPO’ 2H OO...-....‘..O...'..I. 3’6g
GeSePeecccaccecntnncnnssncnnenscennans 1000 ml d'eau

distillée
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Nom : SIDIBE Prénom : Djénéba

Titre de la Thése : Epidémiologia moléculairse de la méningite
A Méningocogue au Mali en 19980.
(Partie II)

Année : 1989-1990

Ville de Soutenance @ Bamako

Pays d'origine : Mali

Lieu de dépot : Ecole Nationale de Médecine et de Pharmacie

Secteur d'intérét : Identifier les classes de protéines de la
membrane externe du méningocogque les plus immunogénes et,
déterminer leur réactivité aux différents anticorps monoclonaux
afin d'élaborer un vaccin de 2éme génération succeptible d'im-
muniser les populations pendant une longue période.

RESUME

Pendant une période de 12 mois, de Décembre 1989 A Décembre
1990, 169 prélévements de liguides céphalorachidiens ont éteé
analysés au Laboratoire de Bactériologie de 1'Institut National
de Recherche en Santé Publigue dont 116 positifs.

Les liquides sont prélévés chez les sujets agés de 3 jours a 56
ans.

Le Méningocogque (38,78 %) occupe la 1lére place dans 1la
fréquence d'isolement avant Streptococgus pneumoniae (30,17 %)
et Haemophilus influenzaeb (26,72 %).

L'évolution des cas de méningites a méningocoque récencés de
1889 A 1991 dans le Laboratoire de 1'INRSP, montre une
prédominance de sérogroupe C sur le sérogroupe A ces derniéres
années.

L*'application des techniques de Dbiologie moléculaire a montré
que toutes les souches de méningocogques A et C comportent les
protéines de classe 1 et 5 qui sont les plus immunogénes.

Avec le variant Y de la protéine de classe 1 des souches de
sérogroupe C, l1'anticorps monoclonal correspondant a donné de
bon résultat. Cet anticorps anti-Pl.Y semble &tre spécifigque
aux souches maliennes.

Mots clés : Méningite - Méningocogue - Epidémiologie
moléculaire
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