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3 | = Neisseria meningitidis de Serogroupe A

£ = Neisseria meningitidis de Seroproupe X
z Streptococcus Pneumoniae

= Haemophilus influenzae b

= Antibiogrammse

ni G. = Penicilline G

L = Chloramphenicol

R = Liguide cephalorachidien

5 = Organisation mondiale de la Santé
= Jour

= Kilogramme
= Kilo Dalton

1 = Gramme par litre
= Millimétre

= Millimétre Cube

= Molaire
S = Lipopolysaccharide
P = Proteine de la membrane externe

5 = Pplysaccharide capsulaire



TS = Type elecir imietigue

1G = Milligramme

1° = Numero

3 = Pourcentage

: = Feminin

1 = Masculin

f = Micron

3 z Sensible

R x Resistant

T = Total

U1 = Unité Internationale

IM = Intra musculaire

IAY = Intra Veinsuse

CMI = concentration minimum inhibitrice
MNCSm * Meningite Cerebrospinale a Meningocoque

1
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La meningite cerebrospinale & meningocogue sevit partout dans
monde avec cependant une implantation preferentielle dans
‘taines zones 1 ’Afrique, d’aAmerique latine et en chine.

Sur un Tond endemique permanament elévé se greffent des
imbées aepidemiques d’une périodicité de 10 ans environ (21) bien
rites en Afrigque au sud du sahara dans la classiqgque ceinture de

meningite de Lapeyssonnie; cette zone s’etend de la fagade
.antique & la corne de 1’Afrique. Au Mali les cas declarés de
iingites s’é&tendent tout le long dee 1’année avec un pic en
-il.

Quatre vagues successives d’épidemies de meningite &
iingocogue ont secoué 1'Afrique de 1’0Ouest pendant ces vingt
g dernieres années presque toutes étaient dues au meningocoque

serogroupe A ; le nombre de cas dds aux autres serogroupes
thogenes B &t C n’a pas été trés important (21).

Depuis 1988 au Mali le ssrogroupe C predomine et les derniéres
ambé&es survenue en Avril 1990 & Kolokani et en Avril 1991 &
lakana étaient dies a ce serogroupe.

A partir de 1974 un vaccin polysacchat idique & été utulisé sur
terrain. Ce vaccin confére une immunité de courte durée
pxcedant pas 3 4 5 ans .

Etant donné le genie epidemiologique de 1la meningite &
ningocogque (des epidemies importantes environ tous les 10 ans )
e vaccination de toute la population s'impose tous les 5 & 10
s pour entretenir un niveau d’immunité efficace au sein de 1la
pulation et arr&ter la progression de 1l’epidemie, le colt d’une
lle campagne est tres elevée.

De nombreuses equipes de chsrcheurs & travers le monde
sayent de mettre au point un vaccin de 2éme generation
sceptible d’'immuniser les populations pendant une plus longue
riode; de tels vaccins devraient contenir en plus du
lysaccharide capsulaire des proteines de 1la membrane externe du

ningocoqus.

Or il se trouve que les proteines de la membrane externg
MP)  Sont le plus souvent variables pour les souches 43

interieur d’un méme serogroupe.

L’astuce consiste & identifier les proteines les moins
\riables et les proposer comme vaccin si elles sont suffisaments
munogénes et si les anticorps é&laborés sont protecteurs.
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Dans cette partie I de 1’étude de 1la structure des
ringocoques nous avions utilisés les techniques sulvantes

Technigque du 5DS - PAGE
Technigue du whole cell Elisa
Technique de 1 ’analyse clonale

Ce travail collaboratif entre 1’INRSP et 1’institut Max -
Planck de Berlin a pout buts

d’isoler et d’identifier & partir des LCR préléveés chez les
lades des bacteries responsable de la meningite

Taster 1la sensibilité aux antibiotigques des souches de
ningocogues isolées.

réaliser sur ces souchaes une 8tude des proteines de la
mbrane externe par des techniques de biologie moleculaine.

Prelever das echantillons sanguins chez les malades &t les
rteurs sains de meninyocogue en wvue d’un isolement de
mphocytes.

Ces lymphocytes seront soumis & la technique de fusion
1lulaire a Berlin pany 1a production d’anticorps monoclonaux
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JINGOCOQUE
ENERALITES
1 REEINITION

La meningite bacterienne est une inflammation des méninges et
espaces sous arachnoidiens par des bacteries pyogenes.

Cette inflammation, quelque =oit la nature du microbe ou du
us qui la provogue se traduit par des modifications du liquide
halorachidien.

2 HISTORIQUE :

La meningite cérébrospinale fut decrite pour la premiére fois,
3¢ precision en 1836, & 1l’occasion de 1’epidemie qui avait
ppé une garnison de Basses Pyrénée:. en france et avait gagné
‘s des déplacements de cette garnison, toutes les villes
aversées (20)

En 1887 weichselbaum decouvre un diplocogue en grain de café
am Négatif dans le liquide cesphalorachidien des sujets atteints
meningite.

L’intervention de la ponction lombaire par GQuincke en 1890
presente aussi une etape importante dans la connailwsancs Jdes
ningites purulentes.

En 1903, Weichselbaum, albrecht et Ghon arrivent a établir
ec certitude que le meningocoque st 1l’agent de la meningite
rébrospinal

En 1908 Flexnar et Dopter preparent un serum antimeningococciqgue
i serotherapie polyvalente fit baisser le taux de mortalité .
1is aprés quelqgues années les achécs de cette thérapeutique
irent de plus en plus frequentes.

En 1933 Domagk decnuvre la sulfamido chrysoidine synthetisée en
rance sous 1e nom de rubiarol ou Prontosil

En 1940 la penicilline decouverte par flemming en 1925 est
mployéc & oxford par florey; chain et collaborateurs dans le
raitement des meningococcies. Son utilisation & amélioré le
ronostic des formes severes.

Des 1949 1le chloramphenicol s’est révélé comme un des
Ntibioctiques les plus actifs.



.,6...

Les vaccing dont on dispose actusllement mont dirigés contrs
» omeningocogues 4, ©, Y , W135. Ce scnt des waccins
ysaccharidiques efficaces contre le serogroups de meningocogus
partir duguel le wvaccin & @té préparé 1’extraction du
vysaccharide capsulaire se fait par des techniques physico-
.miques & partir de la culture de meningocoqus.

Chague dose wvaccinante contient 50 yg de polysaccharide du
pe purifiése. sa duré de - conservation scus forme lyophilisde
E de 2 ans entre +4° et +8°c. Aprés reconstitution 3 1’aide de
lvant prealablement rafraichi, le wvaccin mis & 1’abri de 1la
niétre et de la chaleur doit 8&tre utulisé rapidemsnt par wvois
18 cutanée.

On dispose de vaccin monovalent A &t C, bivalent a + ¢ et
adrivalent A + C + Y + W135

Ces vaccins polysaccharidiques monovalents ou polyvalents ont
rmis durant la dernier decennie de diminuer la morbiditd et la
rtalité dues 3 1’infection meningococciqus.
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~ & Qaragtéresn Razcrericlogiquss

issaria..peningitidis 4 &té decouvert en 1687 par weichselsaun
ns le liaguide cephalorachidien des sujsts atteints de menin
sue 11 1’appella diclokokkus intracellularis meningitidis (21D

- 3 - 1 habifas C54)

b

C’est un germe strictement humain, commensal des mucduz.ossz de

inopharynx. on le retrouve chez le porteur sain et le w.liode

- 3 - 2 MOEPHOLLGIE

Neisgeria. meningitidis & la forme d'un diplocogue gram nigati
ymetrigue en grailn de café chaque cogue mesure 0,8 3 1 micron .
amdtre.

- 2 - 3 Garacyrarss.oulturaux (34)

C’est un germe aerobie strict, necessitant pour sa culture des
lieus monichis. La culture se falt sur 13 gelose au sang cult ou
v omilieu synthetigue dans une atmosphérs ~arichie 3 10% de CO7

temp@&rature optimum est de 36°c et le PH ootimum = 7. £n i

©

wres a 38° - 37 c les colonies sur gelose enrichis =0ono
itites, rondes bombéc ., liasaes.

=~ 3 - 4 Caracmnargs 2ischimiques

Neisseia meningitidis posséd: une oxydase, une catalass
‘taque par volie Oxydative le glucose, st le maltose.

- 3 - 5 Garacisoss_antiganiques

Neisseria meningitidis possede une envelopps Cellolal
oigue des bacteries gram negatifs, qul consiste en une memnb
rtoplasmigue uns ccuche de peptidoglycane, ung membrane oyist
ntenant des LEFS et des proteines: pluzieurs meningoooose .
srtent une capsule polycaccharidique et des piti {10)

L’etude des caractéres antigeniques & un interdt ceriair non
sulement pour le diagnostic rapide et simple; mais aussi pour
obtention de bons vaccins.
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Les C.P.S (Polysaccharides capsulaires ) qui determinent les
rogroupes

Les O.M.P (Proteine de la membrane externa) qui

definissent
rtiellement les serotypes

Les L.#.58 (tLipopolysaccharides) definissent partiellement les
rotypes.
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- 3 - 5«1 Les C.P S : Polysaccharides capsulaires

lLes capsules consistent en des polysaccharides anionicues de
andes masse moleculaire et sont retrouvéses dans les souches
olées & partir du sang et du LCR des patients atteints de
ningite, les souches depouvues de capsule provoguent rarement
s maladies. Les determinants antigenigues sur les antigenes des
P.8 sont & la base de la classification de Neisseiria
mingitidis en serogroupes (&,14). Actusellement on connait 13
‘rogroupes qui sont A, B , C ,D, X, Y, Z, W135 29 E, H, I, K, L.
B, et C, Constituent plus de 90% des souches isolés chez les
itients

La nature des CPS de différents serogroupes sont indiqué dans
y tableau N°1

Tous les CPS purifiés .ayant une masse moleculaire superieure a
W0 kilo daltons sont immunogénes & 1’exception de celui du
‘oupe B ( 17,35 ). La structure du CPS du groupe B est indentique
celle du CPS des Escherichia. celi. kl gui est une des causes
ijeures de meningite neonatale en europe. Le meningocogus
‘esente des communautds antigeniques non seulement entre groupe
1is aussi avec d’autres espéces,

L’acide Gamma 2,8 Nacetyl neuraminique est retouvé au niveau
I polysaccharide du groupe B et de 1’antigéne capsulaire

‘Escherichia Colikl

l.7acide gamma 2,9 Nacetyl neuraminigue constitue 1 antigene du
~oupe C mais il est associer & 1’acide gamma 2,8 Nacetyl
wuraminigue pour donner un heteropolymére d'Escharichia c¢0iik9z2

28)



Rleau N°1 Nature

ROGRQUPE .
MN..meningitidis

W1i35

...10-..

des polysaccharides

Structure du CPS

Homopolymere lineaire
de Nacetyl monosamine
phosphate

Homopolymere lineaire
de 1l’acide Nace!yl
neuraminigue

Homopolymere de 1’acide

Nacetyl, 0 acetyle
Neuraminigue

Copolymere lineaire du
Glucose et de 1’acide
Nacetyl 0 acetyl
Neuraminique

Copolymere lineaire
du galactose et de
1* acide Nacetyl
Neuraminique

capsulairs
1ingocoques des serogroupes : A, B, C, Y et W135 (7,8)

l.aison

alpha

alpha

alpha

alpha

alpha

des



I -5 -2 Lles pili

Les pili sont des polyméres filamenteux apparaissant 3 1a
rface du Meningocogque et responsables de 1’adhesion des germes
x cellules hétes (3) le pilus est constitué d’upe repetition de
us. Unité protéiques appellée piline. Sa masse moleculaire wvaris
Leir 17 750 - 26 600 KD.

- 3~ 5 -3 -~ Les L.P.S : lipopolysaccharides

Les LPS des meningocoques se trouvent avant tout sur 1la
mhrana externe (10, 26). l.es meningocoques de differents
rogroupes selon Jenning st Al ont des L.P.S de type R.

Les sucres retrouves dans les L.P.5 de surface de:
iningocoques sont les suivants

ucose, galatose, glucosamine, Heptose et D - 3 Deuxyoctamine
8). Le determinant antigenigue pour la specificité du serotype
st situé wui la partie glycosidique (19).

Les sucres de surface des L.P.S sont indentigues chez les
iningocoques dJdiffesrents et peuvent 8tre liberés par les enzymes.
.5 peuvent 8tre separés sur l1le base de leur proportion.
ilactose @ glucose pour lesquels les sucres de surface des
oupes A, C et 29 E sont typiques avec une proportion de

r 2, 22, 2 1 : respectivement. Les principaux acides gras
ans la portion du lipide A des L.P.5 de serogroupe A, B, X et Y
ant 1’acide Betahydroxylaurique et 1’acide Betahydroxymyristigue

18 , 19)

Les L.P.S sont formés d’un lipide A et d'une fraction poly

sidique. Ils sont egalement antigeniques et definissent
artiellement les serotypes leur rbdle dans le pouvoir invasif du
sningocoque de serogroupe A & é&té envisagé par Mc - Leod et
riffis:..

Ces L.P.S entrent dans la composition d’une endotoxine.

La capacité des germes & libérer 1’endotoxine peut é&tre en
elation avec la gravité de l'affection meningococcigue.

En fonction des differentes structures biochimique parietale
rasch & proposé& un nouveau systeme de nomenclature des souches de

eningocoques B, C, Y, W135, ainssi une souche <<B : Za : L
»7>> correspond a Nel.seria _meningitidis du groupe B, serotype
M.P =z 2a, serotype L.P.S = 3,7 avec possibiiité de sous type.

ebtte nomenclature 4 un 1interé&t certain en effet il donne des
nformations trés precises sur la souche de meningocogue en
westion (carte d’indentité).



3 -5 - 4 Preoteines.de la membrane.externe (O.M.P = outer
mambrang protéins)

l.a membrana externe des meningocogues oontient 2 & 5
wlEines principales gue 1’on peut séparer par le SDS-PAGE (26 ;

).
11 s’agit des protéines de classe 1, 2, 3, 4, 5, 4.

Les protéines de classe 1 de la membrane sxterns induisent
S anticorps bactéricides spécifiques de type qui sont
otecteurs dans un modéle expérimental utulisant le rat (2%
tte protéine se retrouve chez tous les serogroupes.

Le sero sous-typage se falt essentiellement & partir des
otéines de classe 1 et est utilis8e pour la surveillarn: .
idémiologique.

Il existe 7 variantes é&lectrophoretiquaes des protéines de
asse 1 qul correpondsnt 8 5 sous-types serologiques.

E-Yolak AN

2 3 4 5

222222

BIANTER. ELECTROPHORETIQUES

WS-TYPES SERQL UL GUES 10

Toutes les souches de meningocoques ont soit 1°0MP de classs
01t 1’OMP de classe 3. Les protéines de classe 2 ou 3 ont une
rgion hydrophile variable qul est probkablemant exposée et qul est
iIsponsable de 1la spécificité du serotype observés.

Les protéines de classe 4 sont présentes dans toutes les
wches sn association avec les porines de classe 2 ou 3; elles
mnt trés constantes.

lLes protéines de classe 5 montrent une heterogenité entre les
sjuchas et & 1’intérieur des souches. Cette variabilité n’sst pas
sulement quantitative mais gqualitative aussi, elles sont
wutemsnt immunogenss et peuvent induire l1la production d’anticorps
actéricides. 11 y a les régions des protéines de classe 1 st de
lasse 5 presque 1dentiques ; chez les souches de seiolype
tfférents ce qul explique les réactions croisées observées entre
ifférents serotype et la présence apparent de plus d’un
5terminant de serotype sur une seule souche démontrés par le
dapping” des peptides et les anticorps monoclonaux (11, 13, 23,

5).
Les protéines de classe & sont présentent uniquement chez
artaines souches de serogroupe & (24)



..13_

Les résultats cobtenus & partir des souches de meéningocogue de
‘ogroupe A ont montré& aque les anticorps monoclonaux dirigés
itre les protéines de classe 1 et les anticorps des volontaires
icinds avec les protéines de classe 1 ont une activité beaucoup
Is élevé comparativement aux anticorps dirigé contre les
téines de classe 2 ou 3 d’ou 1’importance du sous-typage

-ologique.

Le serotypage utiluse les protéincs de classe 2 ou de classe
Jui s’exclus mutuellement ; toutes les bacteries de serogroupe A
Erouvée Jjusqu’ & présent ont toutes la protéine de classe 3 de

fait toutes les bacteries de ce serogroups expriment 1’'une de:-
J¥ variantes de cette protéines et appartient de ce fait 3 un
4l type serologicgue (24) appellé serotype 21 (15) ou serotype 4
) selon les auteurs. Toutes 1les souches de meningocoques de
rogroupe C sont de serotype 2a.
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RUCTURE RE. LA MEMBRANE EXTERNE DU MENINGUCOQUE (14

(: )QLdLS

o

LR N A ~’

__.C,lasse,4 53¢ Q3 Classet,  els

3

C.P.3 : Polysaccharides capsulaires
L.P.5 : Lipopolysaccharides

Class¢ 1 - protéine de classe 1

Classe 2/3 : protéine de classe 2 ou 3
Classe 4 : protéin de classe 4

Classe 5 : protéine de classe S



Lérét Diagnostic des C.P.S

Ca sont des marqueurs épidémioclogiques. Ils permettent de
lier 8 1’insuffussance du diagnostic direct { germas rares).

térét Vaccinal

Les vaccins polysaccharidigques jouent un rbéle important dans
iutte contre des épidemies de meningite & meningocoque. Ils
nt préparés sous forme d’antigene monovalent, bivalents et
adrivalents. Les prémiéres wvaccinations de. masse ont eut lieu

1974 au Brésil.

- 4 Pouvaeir Pathogéne

L'homme est le seul reservoir de virus. La contamination est
nc inter humaine. Le meningocoque se retrouve au niveau du
inopharynx. Il produit & ce niveau une rhinopharyngite mais sa
8sence peut passer inapergue. Les porteurs de germes peuvent
teindre 80 % de la population en période d’épidémie; ils
ntribuent donc & la dissemination du germe.

Dans certains cas pour des raisons encore gcbscures le
ningocogue manifeste son pouvoir pathogéne et provogue deux
fections d’ailleurs souvent assocliées

la meningite et
la septicemie.

- 4 -1 LA MENINGITE A MENINGOCOQUE

Il s'agit d’une meningite purulente dont le début est brutal
ez un sujet en buin.. santé on note :
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Syndrome _meningé : comportant
sephalée violente

~aideur meninge avec signe de Kerning et de Brudzinski
ine photophobie

Jomissement

nyperesthesie cutanée

-syndrome infectisux

Bvre trés 8levée (39° 40°C)
herpes peribuccal

souvent Purpura et Arthrite

La meningite cerebrospinale du nourrisson est grave du fait

1’atypie des symptomes et de la fréquence des complications

urologiques, Il faut évoquér le diagnostic devant un enfant
brile, abattu somnolent ou au contraire agité.

Il existe des troubles digestifs, wvomissement, diarrhées,
apparution des signes neurologiques est évocatrice : crise
nvulsive, spasme du visage, paralysie occulomotrics.

La raideur de la nugue est souvent absente remplacée par une
que molle, tombant en arriére lorsqu’on assoit 1’enfant, on
wcherche une tension de la fontanelle en dehors des cris, mails
lles ci peu manquer s’il existe une deshydratation.

La meningite cerebrospinale du veillard est rare, et est
‘Bquemment compliquée par l’apparution ds signe neurologique :
wralysie des nerfs craniens, coma d’installation rapide, trouble
i comportement, les manifestations articulaires, cardiaqgues,

;teinte pulmonaires.

- 4 - 2 - Septicemie

On regroupe dans ce cadre plusisurs denominations : choc
INI NGOG L gue, meningococcemie fulmunante, septicemie a
sningocoque, purpura fulminans et purpura infectieux sevére.
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Quelgue soit 1’appellation employée, on retrouve dans tous
5 ¢as un syndrome septicesique d’apparution brutale associé a un
“pura wvasculaire, rapidement évolutif et une defaillance
‘culatoire aigue engageant le pronostic vital. L’enfant et le
irrisson sont concernés en priorité : mais 1’adolescent et
idulte jeune peuvent 8tre atteints.



...18,

e laboratolire joue un  roéle  essantlisl;  dans  wiaan
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iiguide pathologigue peut 8tre :
Clair au debut de la maladie
Lrouble ou louchs
Xanthochromigus

Franchement purvulent

Hemorragique

Le liguide hemprragique peut &tre dd & une poneticn

aumatigue ou une nemtoragie meningée.

L aspect xanuhcvﬁrﬁmique s’ observe 4 la sulte d’une hemcrracie

iningde evoluant dopuls quelquas temps ou au cours de certaine-

fections du nevirane,

L’aspect troubla ozt provogué par 1 aypercviose.
1S tous les cas ; on effectue une culture systématicus



-5 - 1-2 CHIMIE DU LCR
examen biochimigue concerne
>roteine : hyper albuminorachie
slucose @ hypoglycorachie
Chlorure : normales ou abaisséo .
fcide lactique : 8lévé

PH : diminué



- 20 -

LEAU N2 ASPECT ET COMPOSITION DU LCR CHEZ L’ADULTE (273

]

LCR NORMAL PATHOLOGIQUE l

ASPECT LIMPIDE LOUCHE - TROUR! ¢ |
ROTEINE g/1 0,25 + 0,05 AUGMENTE

iILUCOSE g/1 0,50 + 0,05 TRES DIMUNIE j
‘HLORURE ¢g/1 7,30 (NACL) NORMALE QU ABAISSEE

WCIDE LACTI~
WE g/1 0,15 + 0,08 ELEVATION IMPORTANTE

CYTOLOGIE 1 - 2 ELEMENTS/MM3 |POLYNUCLEAIRES + ALTERES

3JACTERIOLOGIE STERILE PRESENCE DE GERMES
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ILEAU N73 = VALEUR NORMALE DES PROTEINES CHEZ LE _NOURRISON

EX L ENFANT
PROTEINES TOTALES PROTEINE TOTALES
LCR (g/L) PLASMA (g/L)

FISSANCE 0,8 - 1,2 50 - 90 |
!
]

1 AN 0,1 - 0,2 50 - 90

3 ANS 0,15 - 0,35 55 - 85

l.Le dosage de la proteinorachie est importante dans 1la

rveillance du .. itement , sa normalisation reste capitals.
- 5 -~ 2 Cytologie
~ 5 - 2 -1 Cytologie quantitative

C’est la numeration des &léments & la cellule de Malassez ou
Nageotte on denombre des &léments cellulaires présents par
ite de wvolume, en 1’occurence dans un millimétre cube. Une
gmentation des é&léments cellulaires est signe d’infection. La
rmale ne depassant pas un ou deux éléments leucocytaires par mm3
. une ou deux hematies.
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5 - 2 - 2 Cytolagie qualitative

Elle consiste & déterminer la nature des éléments cellulaires
artir du culot de centrifagaet ian,

Le culot receuilli est é&talé sur une lame, coloré au May
inwald Giemsa ou au Bleu de Methyléne pour é&tablir la formule
jcocytaire.

Dans 1les meningite s purulentes ; on retrouve une formuyle
icocytaire essentisllement constituée de 90 &4 95 % de
lynucleaires, Nocutrophliles pour 5 4 10 % de cellules mononuclées.

5 - 3 Bacterigclogis

5 - 3% - 1 Examen dirsect

_ A partir du culot de centrifugation, des frottis sont
dparés, fixés et colorés au Bleu de methyléne et au Gram.

l "examen direct montre

5 diplocogues Gram négatif en forme de grain de café, les faces

regard étant légérement bombées ; intra ou extracellulaires et
1 nombreux, notamment au début de 1la meningite. On ensemence
pidement le produit pathologique dés sa réception car les germes
nt trés fragiles.

- 5 -3 - 2 Culture

Flle s’affectus sur les milieux enrichis : gelose au sang
it additionnée de melange wvitaminique tel 1le polyvitex, le
ovitalex, supplément G etc... Les milieux ainsi ensemencés sont
5 & incuber & 1’étuve & 37° C dans une atmosphére enrichie a 10
de C0Z2.

Le C02 favorise le demarrage de l1la croissance et permet
isoler les germes exigeants comme le meningocoque. lLes colonies
paraissent au bout de 24 3 4B heures d’étuve & 37° C

- 5 - 3 - 3 Antibiogramme

I1 est effwuctué selon la technique de chabbert (méthode des
sques) sur gelose au sang cuit. Aprés une incubation de 24
ures 4 37° C la lecture est effectuée en mesurant le diamétre
s zones s’inhibitions autour des différents disques utilisé-..
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Le résultat est interprétéd a l’aide d’un abague gui permet de
voir 81 l1a souche est sensible ; intermédiaire, ou résistante &

antibiotigue.
Une souche est dite sensible 3 un produit si elle peut &tre
dteinle par un tralitement avec ce dernier 3 dose habituelle par

yie générale.

Elle est dite intermédiaire, si elle peut &tre atteinte par un
-aitement local avec le produit concernéd ou par une concentration
wsiologique particuliére.

La souche est dite résistante guand elle ne peut pas 8tre
:teinte par le produil quslqgue soit le type de traitement.



- 24 .
- 5 - 4 Techpiques imminologiques
-~ 5 - 4 - 1 pagglutination au. lzt:x

La recherche par une méthode immunologique d'antigénes
oluble liberés par la bacterie dans le L.C.R lors de 1’ ’infection,
ermet un diagnostic présomptif rapide.

On utilise des particules de latex sensibilisées par des
nticorps monoclonsux de souris qui en présence dJd’antigénes dans
e surnageant de centrifugation du liquide se fixe spécifiquement

ce dernier.

Une agglutination des particules de latex est visible alors a
’oeil nu. Il faut signaler que ces C.P.S antigénes soluble:.
orrespondent aux polysaccharides capsulaires.

- 5 - 5 Sensikilité _du_meningocoque aux antibiotiques

leisgeria meningitidis : est sensible 4 de nombreux antibiotigues.
lans le traitement spécifique, le produit actif in vitro doit &tre
:apable de traverser 1a bariére meningée et d’atteindre la CMI du
ij@erme dans le LCR.

Le cefotaxime, la penicilline, 1’ampicilline, le
:hloramphenicol sont toujours actifs.

La penicilline et 1’ampicilline sont parfois convulsivantes
it allergissantes. lL.’antibiotique préconisé est le chloramphenicol

in suspension hui leuse: dans les formations sanitaires
lecentralisées (4). I1 faut signaler qgue les meningocoques sont
souvent résistants aux sulfamit. .~ te que

En Grande-Bretagne, &sn 1975 sur 266 souches 8tudiées 4 % de
e B, 13 % de type C et 40 % de type A sont résistantes aux

sulfamides (32).

. 20 % des souches dtaient résistantes au Burkina~FAS0 en
977 (27)

Au Mali en 1989, 88,88 % des souches étaient résistantes aux
sulfamides (31).

La chimioprophylaxie par les sufamides a été abandonnée a
sause de l'efficacité temporaire, 1’apparution de résistances et
>ossibilité d’accident iatrogénes & la suite de prise repetées de
sulfamide (22).



é Traitement

Le traitement est basé sur 1l’emploi d’antibiotigues diffusant
n dans les meninges, peu coutsux, peu toxiques et actifs sur le
ingocoque. Les sulfamides diffusant remarquablement, peu
teux ont &té jusqu’en 1969 le traitement de choix, surtout en
ique ou lapeyssonie proposait 1e traitement par une injection
que de sulfamide retard. Mais 1’apparution des souches
famido-résistante a motivé son abandont dans tous les pays,
1 ou en association (34). Actuellaement on utiluse les

ibiotiques suivants

a.chloramphanicnl.
Qlogies
ltes

2 injsctions de 100 mg/kg &4 48 h d’interval
ants

Le chloramphenicol en suspension huileuse en 1injsction
ramusculaire unique est une forme "retard" qui est
‘ticuliérement adaptés aux traitements de masse.

intages : Grande diffusibilité dans le LCR ou 1l’on obtient 30 &
% des taux serigues ce quil correspond 34 une concentration de 3

5 mg/l dans le LCR.

sonvénients : toxicité hematologique, il doit 8tre proscrit chez
5 prématures et chez 1les nourrissons de O & 1 mois et mBus

squ’d 6 mois.

L ampicilline

zQlngies

ultes 2 - 12g/3 en perfusion

fanks 0,1 & 0,3g/kg/jour
(0 - 15 ans)

durée du traitement est &y« " ane semaine.

antage » assez bonne diffusion dans le L.C.R ou l’on obtisnt
% des taux serigues, la diffusion diminue au fur et & mesure gue

inflammation s’attenue.

iconvaenients : possibilité d’eruptions cutanées, au debut du
‘altement colt assez onereux
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.a_Penicilline. G
alegies
ltes 20 millions d’UI par jour en perfusion

ants 500.000 4 1 millions d’UI/KG/Jjour

preference en perfusion en phase aigue 8t en suite en

ection IM.
duré du traitement est egalement une semainse

\Wwwantages excoellente tolerance, bonne diffusibilité dans 1les
eres e8n cas de formes septicemique.

inconveniant. Mauvaise diffusiblilité dans le LCR sauf & 1a
88 aligue quant les meninges sont inflammatoires ce qui oblige a

iinistrer de Fortes doses.

Le._caefotaxime : qui est utilisé egalement en perfusions est
intibiotique le plus actif dans le traitement de la meningite.

inlogie

Il est utilisé en IV en raison de 50 mg /Kg/jour pendant 3
irs actuellement on experimente 1la Rocephine 4 75 mg /kg/jour
dant 48 heures.

antages : excellente tolesrance, tres bonnes diffusibilité dans
LCR ot tres actif.

convenients : tres onereux ce qui limites son utilusation, son
oport coldt efficacité est le plus elevé des antibiotiques

iluses.
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11 - TECHNIQUES D’ETUDES DES. QMP
- 1 LE_RDS - PAGE

1 -1 - Principe

C’est une electrophorese unidimentionnelle au cour de 1la
3lle les proteines sont fractionnées sur la base des proprietés
/siques.

Un detergent anionique le SDS, gui deplie la proteine native
lie a elle et 1lui confere une charge proportionnelle & la

aine polypetidigque est employé.

Pour cette electrophorese on se sert d’un systeme discontinu
ilisant des tampons de composition et de PH diffents pour créar
g tension discontinue et un gradient de PH. Les deux zones
mpon differentes sont stabllisées par deux gels Jdifferents

Le stacking gel ou passent les echantillons
Le running gel ou ce fait la migration

Les deux gels sont coulés dans un moule . Apres leur poly
risations ils doivent &tre enveloppé puls mis au refrigerateur
ur une utilisation ulterieure. Les gels ainssi congus serant
librés et permetrons une electrophore . &n degre de gradient.

La separation des protéines denaturées par le SDS depend
iquement de la taille modeculaire.
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1 - 2 MEHORE DU SDS - PAGE
Elle utiluse 1’slectrophorese des proteines sur gel de
racrylamide en presence de SDS (soduia dndécyl sulfate).

Le gel de polyacrylamide est une macromolecule poreuse est
fueable: comme  support d’electrophorese. Ce gel est préparé
smporanédment et could en tube ou sur lame. C’est un copolymere
srylamide et de NN’ ~ methyléne bis acrylamide qui assure le
tage entre les chaines de polvacrylamide.

CONH D CONH2
— R — { Y
JCH2 - CH |~ CH2 - CH = |CH2 = CH =--~=]|=CH2 - CH--
- —a | c |
C = 0 C =0
| |
NH NH
| J
CH?Z CHZ
| |
NH NH
COMHy, g CONH2 |
I cC=Q — ey cC =0
n{E;é - CE:]-— CH2 - CH - |CH2 - CH-~|--CH2 - tH ---
L B L —Ip

I’ - methylene bis- acrylamide

En changeant le taux de pontage il est possible de modifier
a3 reticulation donc ls diamettre des pores. Des lors, le Gel de
blyacrylamide se compera comme un tamis qui s’ajoute & la

pparation electrophoretigue.
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-1 - 3 Appareil utilisé pour._le. _SDS. . PAGE

On utilise le ES. 250 (Mighty Small II) qui est une unité de
1l miniature Verticale qui permet 1’électrophorese rapide, des
hantillons de protéines et d’acides Nucleiques, avec un gel de
lyacrylamide cu d’Agarose.

ux gels sandwichs ayant de chagque cdté

1 Verre

1 espaceur de 0,75 mm

1 plaque d’aluminum

nt placés dans 1 anoareil contre une charpente verticale.

Deux chambres tampons superisures contenant chacune 75 ml
electrolyte accolées & une face du gel distribuent la chaleur
rant la migration, entre les deux chambres tampons, la charpente
le m&me sert de déchargeur de chaleuir & travers lequel le
frigérent (de 1’eau & 12°) doit circulei.

L.es deux electrodes superieures et inferieurern ainsi que 1la
thode et 1’ancde sont situdes sur la charpente. Le gel Sandwich

t placé au milisu de 1la chambre tampon inferieure et 1le
yvercle est mis par dessus.
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Appared sblise pos fe SDS-PAGE.

i 1 e o it W e o i e

i
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- 1 ~ 4 Matle: el da preparation des gels

ans un moule mettre

our le Running gel Pour 2 gals

) 1,5 M tris PHB ---esemmer e 5 ml

) Acryl-bis a 40% =~~~ -wmmmo e 5,1 ml

) SDS & 10% —-=m-mmsmmmemcemmmee e 0,2ml

1) Uree 8 Molairc .- —=—wemcmem e 10,5 ml

.y Brancher le "Vacum-pii,:" pendant 10 mn pour degazez
) Temed = catalyseur --=---—=cme—noaa-. - - 17,5 vl

iy Ammonuim Persulfate (APS) a 10% Sert d’initiateur & la
polymerisation.

Melanger et wverser rapidemant, couvrir chague gel avec 0,5 ml de
sSDS a 0,1%

laisser 20 & 30 mn pour gqu’il se polymerise

Pour le Stacking gel

A ) Acryl-bis 8 30 % —-~----m-=-mesmsseeooo 0,83 ml
B ) SDS & 10% ===~  ~--=m=m-meee e 50 yl

C ) 0,25 Mtris PH 6,8 —--m--==mmm—mmmoooo 2,5 ml
D ) H20 ~-=mmmm oo o e 1,61 ml
E ) Dégazer pendant 5 mn

F ) APS 3 10%~=-====—=mmeme e e e 12 y1

G ) TemBd-——- - m e s e 10 vyl



eu._de Coomass®:

4g de coomassie g 250

O ml d’H20

Jiter pendant 24 heures

jouter &0 ml d’Acide perchlorique

P.B. S : phosphate buffer solution : solution Tampon

Phosphate

', 5g da Nacl
1,29 de Kcl
), 2g da KH2 Pod

3.69 de Na2 Hpod,2ZH20

1 000 ml d’H20

LE_LUG c’est une solution tampon pour les souches
Tris 3, 025 g

Glycine 14,2649

Mercapto ~ethanol 5 ml

2 - 2 La.technique du Whole cell Elisa
C’est un test immuno-enzymatique

2 -~ 2 -1 Pripncipe :

C’est une technique de pointe pour la detection de 1le&
classigque reaction Antigene Anticorps.
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-2 -2 - Methode : Elle utulise la bacterie entiére

La suspension bacterinne prealablement realisée est

istribuée dans les alveoles d’une plague de Nunc et le tout ast
is a secher 3 l’etuve. Sur cette suspension bacterienne séchée on

joute.

Un premier anticorps monoclonal de souris qui va reconnaitre ou
as une eapitope de la bacterie, cette reaction antigens -
nticorps si elle a sut lieu sera rendu visible grace.

Ay deuxiéme anticorps qui est une immunoglobuline de souris
ul reconnait la fraction F.C du ler Anticorps et qui est couplé &
ine enzyme, aqui en presence d’'un substrat qui est toujours le méme
. le 4 Nitrophenylphosphate donne un complexe coloré&, 1l’intensité
i la coloration sera proportionnelle 4 la reaction antigene -

anticorps.

2 - 2 - 3 Appareil. utilise

La lecture de la reaction se fait grace un appareil appelé le
nicro ElLisa Auto-Reader aqui est incorporé & un ordinateur gui
mesura la densité optique du complexe enzyme - substrat.

<= ES ( Complexe enzyme - substrat

£ +8 >
| RS 2eme anticorps
/N
Fraction
FC---- { - ler Anticorps
<-==-- Alveole Nunc

Bacteries
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- 2 4 Produits Chimiques et Reactifs utulises

pP.B .S
} Nacl
2g Kel
2 g de KHZ2 PO4

'

&g de Na2 HP0O4, 2HZ20

1

000 ml d’H20

FCS2%
::j Serum de veau foetal
FCS 10%

Ween 80 : detergent

Substrat. : 4 Nitrophenylphosphate 1mg/ml de la =solution tampon
jiethanolamine PH%,8

- Tampon de. diethanolamine

97mlde Disthanolamine
0,1g de Mg Cl2, 6H20

0,2g de NaCn

Ajuster le PH & 9,8
1 000 ml d’H20 avec Hecl (15 ml)

- 1ER ANTICORPS Anticorps = monoclonal de souris

- 2eme_ ANTICORPS = Immunoglobuline de souris Utulisé & 1la

dilution 1/500

~ NagH. 1N : NaoH normal



2 - 3 L. ANALYSE CLONALE

Les analyses clonales recentes ont divisé les souches de N.
meningitidis en clone differents. Les epidemies ont 8té provoquées
par un moonl clone.

Les recents progres de l’analyse antigenigues ont permis une
etude approfondie che~s l1¢. meningocogues.

lLes isoenzymes cytoplamiques ont une variation guand on les
soumet A& 1l’electrophorése (et eventuellement des protcines de la
membrane) si 2 proteines ont une méme migration ont dit gu’elles
ont le méme type «l« Lrophorétigue.

L.”analyse clonale utulisant la caracterisation des variantes
des enzymes metaboliques 4 offert un systeme de classification des
souches qui apparaissent en differentes localisations et &
différents moments.

Ce systéme & fourni des informations sur des changements
genetiques, le ramplacement, et l1’evolution des souches.
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LBS DIFFERENTES EPIDENIES BY CLONBS DANS DIFPERENTS PAYS APRICAINS DE LA CBINTURE
NENTRGITIDIQUE

1965-87 | 1920-22 . 1939.40 . 1943-45 .1949-51. 1960-62, 1969-72. 1981-84. 1981-89

)+ I¥-1
----- )»—-+ + I V-1
-------------------- ) + + + + I-1 -1
..................... ) + + B +
S+ |+ I-/-1 | v
+ ¢ £+ [N I
(-—:—-— ‘;__—— | ¢ t +
| t t t |+ ¥ +
| o+ A ETE
t t + “ t t t t | I
- Y|+ |
EPIDEMIES FT CLONES IR COIRE

Aunée 1958 - €0.1965 - 68.1976 78.1983 - 84
+ = NP (non Pracissé)

+ -1 | vl I1-1
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PARTIE EXPERIMENTALE
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ETUDES DES MENINGITES PUBULENTES DIAGNQSTIQUEES. DE 1985 A 1990
RANS LE LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE DE L’INRSE..

1 Suljets Etudiés et Methodes
1 - 1 8Sujets Etudies

155 Liquides cephalorachidiens ont &té analysés au laboratoire
de bacteriologie de 1’institut National de la recherche en santé
publique (INRSP) de Bamako et dans le laboratoire de pediatrie de
1’hopital Gabriel TOURE, de Novembre 1989 & Decembre 1990.

Les liguides proviennent du service de pediatrie de 1’HGT et
du service des maladies contagisuses du lazaret des ROches, de
Kolokani. Unes fiche de renseignement est remplie pour chaque
patient portant le nom, 1'3ge, le sexe, la date de prelévement, le
germe en cause, le traitement entrepris avant la ponction, et
eventusllement 1’adresse du malade.

it

1 -2 Mathodes

1 -2 -1 Technique Bacteriologique

Les liquides sont preleves dans un tube sterile. Si1 le
liguide est trouble on met 0,5 & 1 ml dans un cryotube qui est
immediatement numeroté et mis dans wune Bombonne contenant ds

-~

l1’azote liquide; 1’echantillon est de ce fait congelé 3 - 160°C.

Un tube incliné contenant du sang cult + VCN est egalement
ensemencd® (par msesure de prudence pour preserver les souches de
Meningocogues tres fragile)

Les liguides cephalorachidiens sont soumis & 1 examen

cytobacterial.gyique classique et a4 la technigque d"agglutination
des particules de lalax sensibilisées

ainssi on pratigue sur place dan. le laboratoire de la pediatrie

- Un exament microscuoiagie

- Une agglutination &4 1’aide d’immuno-Serum Specifique
- Un examrn microscopique direct apres coloration de Gram
- Une culture sur gelose au Sang cuit + VCN

- Les premier< resultats sont communiques au medecin traitant
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lLes boltes et les tubes inclinés sont acheminds au Labo de
>INRSP ou 1ils seront mis & incubés a 37 °C en atmosphéres

-

nrichie en o7 pendant 24 & 48H.

Les colonies sont identifiées par 1la methods classiqus
caracteres culturaux, morphologiques, biochimique, 8t antigeniaue
t par la methode du rapide HNH) on teste la sensibilité aux
ntibiotiques par 1la methode de diffusion en milieu gelosé
antibiogramme par la methode des disques) selon les
scommandations de 1°0MS

Les antibin! ‘ques utulisé sont :

La penicilline G (10 UI) 11’ampicillure (10 vyg) 1le
shloramphenicol (3¢ yg) le cefotaxime (30 vyg) les sulfamides
200vg) le trimethoprime - Sulfamethoxazole (8 = 23,755 yg + T =
.,25 yvg ) pour chaque disgue

Les souches 22ingi isolées sont congélées - 80°.

Si aprés l’agglutination au latex le germe est un meningocodque
m realise un prelevemsnt d’1 ml de sang dans un microtainer et on
recupéra le serum qul est mis & congeler = Appelé serum A c’est a
dire le serum pendant la phase aigue de la maladie.

Un deuxiéme prélevment de 5 ml de sang a lieu au 15 éme jour
(serum de convalescence) a partir duguel on realise le serum
correspondant, appelé serum B8; est egalement mis a congeler 3 -
BO® C, Apartir de ce prelevement on procede a un isolement des
lymphocytes.

Nous avons egalement realis® des prélevements de gorge dans
les familles des patients.

1 -2 -2 LEIUDES DES PROTEINESG DE L& MEMBRANE EXTERNE
A LE..8DS - PAGE

Nous réalisons un réisolement des souches de meningococue:. a

partir d’un microbille sur un milisu synthetique le GC Medium
base.
Apres incubation a 337°C dans une atmosphére enrichie en CO2
pendant 24H, on prend une colonie on realise une suspension dans
1’eau physiologique. Une boite du milisu synthetique ast
enssmencée en rateau aprés incubation 4 3I7°c pendant 24 H. Les
colonies seront raclées en vu de 1’extraction de la membrane des
bacteries.
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KIRACTION DE LA MEMBANE POUR_LE SDS - PAGE

Dans un tube eppendorf mettre 700 vl de tris 10 molaires PH
: 8

Ajouter 3/4 des colonies d’une boite de petri dans cette
jolution et possr la suspension obtenue dans un  recipient

ontenant des cristaux de glace.

La suspension est soumise 4 1’action des ultra-sons pendant 15
secondes, pour cela on se seit d’un sonificateur

Centrifuger dans une centrifugeuse eppendorf pendant & mn a8 700
pm.

Prendre le surnageant et Jjeter le culot ( contenant les
racteries qui n’ont pas eclaté).

Centrifugsr le surnageant pendant 15 mn & 14.000 Rpm

- Jjeter 1le surnageant et conserver 1le culot (contenant les
nembranes).

- Ajoutée 100 yl d’sau distillée et melanger & 1l1’aide d’un
agitateur.

- Diluer dans du lug gui est une solution tampon.

- Placer la suspension au refrigerateur a4 + 4° C en wvus d’une
Jtulisations ulterne.

2 MODE OPERATOIRE

- Chauffer les membranes pendant 2 mn & 95°C dans un thermostat
gppendorf.

-~ Remplir les chambres avec l’electrolyte dont la composition est
1 x Lug + SD8 4 0,15% (le SDS crée un champ slectrique)

~ A 1'aide d’une micro seringue on depose 2 yl ou 4 yl d’extrait
dae membrane dans le: i Ferents compartimeit-...

- Fermer le couvercle

~ Créer le champ electrique (electricité = 20 mA par gel + 800
volts la migration s’effectue pendant une heure le refrigerant
faisant circuler de 1’sau & 12°C

- Quvrir les chambres et decoller les gels.

- Placer les gsls dans 100 ml de Blsu de coomassie pendant 10 mn
sur l’agitateur.
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Decolorer les gels avec l’acide acetiaues 34 5% sur 1’agitateur
ndant au meins 2 heures

Faire secher les gels pendant deux heures a4 l1'aide d’un sechsur
gel appellé "Gel Drver'.

WHOLE CELL ELISA @ Elisa avec les cellules entiéres
B2 ANTICORPS MONOCLONAUX

C’ast en 1975 que l’utilusation des anticorps monoclonaux &
marréd, pour nos experiences nous utilusons les MAbS de souris ou
3 rat cependant leur preparation demande des conditions de
rérilité absolu, beaucoup de milieu de culture et du materiel a
sage unique, ce qui en augmente le colt.

Prémiére etape : innoculation par wvole intraperitoniale a4 1la
ouris blanche de suspension bacterienne préalablement chauffé; &
& “C pendant 1 heure : on realise ainssi 4 (guatre) innoculations
n 30 jours.

Aprés on recupere la rate que l’on broie.
Neuxidime. etapes : on realise la fusion des cellules (cell-
usion) de la rate de souris avec des cellules cancereuses
8s  ecellules cancereuses & elles seule ne produisent pas
1’anticorps et ne cultive pas dans le milieu de culture utilisé.

Iroisiéme ebt.pos : le produit de la fusion des cellutes de
souris et des cellules cancersuses donnent des hybridones.

- Quatiiéme etapes : dans un miliesu, de culture liqguide
spacifique certains hybridomes produisent les MADS.

2 - PREPARATIOQN. DES SQUCHES PQUR _LELISA AVEC LA CELLULE
ENTIERE

- Mettre dans un grand tube 10 ml de la solution de PBS sterile

- Ajouter 1/4 des coloniss de la boite de petri du milieu
syntiw:l.ique GC medium Base.

- Placer cette suspension au bain ~ Marie & 56°C pendant 1
heure.

- Laisser refroidir pendant 30 mn 34 la temperature ambiante
- Ajouter 20 yl de dNatn (cyanhure de sodium) &8 10%

- Placer au refrigerateur {4°C) au minimum pendant 24 h, et au
maximum 1 mois.
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4.7 MODE OPERATOIRE

Daqs chaque trou de la boite Nunc ELISA mettre 100 ¥yl de la
suspension prealablement preparée,.

- Placer dans l'etuve pendant 48 heures pour le sechage.

- Lavez les boites avec du PBS 0,05% Tween (80) (1 litre de PBS
+ 2,5 ml de Tween 80).

- Bloquer les antigénes en ajoutant dans chaque trou 200 yl1 de
la solution de PBS 0,05% Tween (80) dans du Fcs & 10% et agiter
pendant 1 heure.

- Lavez 3 fois avec la solution de PBS 0, 5% Tween (80)

- Ajouter le ler anticorps 100 yl par trou, l'anticorps est
dilué dans le PBS 0,05% Tween (80).

a

- Ajouter le 2 eme anticorps (conjugate) 100 yl dilué a 1/500
dans une solution PBS 0,05% Twleen 80 dans du FCS a 2%

- Agiter pendant 1 heure.
- Lavez 5 fois avec la solution PBS 0,05% Tween (80)

- Ajouter le substrat (solution de 4 nitrophenylphosphate 1 mg par
ml dans un tampon de diethanolamine PH9,8 & raison de 100 yl par
trou.

(La solution de diethanolamine est incubée avant l’utilisation a
37° C pendant au moins 2 heures )

- mettre a l'etuve pendant 30 mn
Enfin bloquer la reaction par NaoH 1N 50yl par trou
La lecture se fait & l1l’aide du micro Elisa Auto reader qui est

relié & un ordinateur.
1 -2 -3 L!ISOLEMENT.DES LYMPHOCYTES

Elle se fait sur 1le prelevement de sang pendant la
convalescence (15 éme Jjours de la maladie). Elle doit &tre
realisée au maximum 4 heures aprés le prelevement pour concerver
1’integrité cellulaire.
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- 2 -3 -1 MODE.QPERAIQIRE

Prelever 5 ml de sang dans un vacutainer hepariné
Diluer le sang avec 3 ml de PBS sterile

Injecter doucement 2 ml de ficoll qui permet de crée un
adient de densité

Centrifuger pendant 40 mn &4 1 600 tours/mn xg

Il y a separation en 3 zones bien distincte (a la surface nous
ons le plasma, & l’interface on a un anneau de lymphocytes au
nd un culot d’hematics).

Prelever & l’aide d'une pipette sterile les lymphocytes a
interface.

Ajouter le PBS
Centrifuger de nouveau a 1200 tours /mn x g£.

Versé le surnageant, mettre le culot dans un cryotube contenant

5 ml de PBS Stérile.
langer puis dilué cette suspension dans la solution de
ncervation qu’est le DMSO (dimethy]l sulfoxide).

Congeler trés lentement pour, cela on utiluse le liege pour
iter 1'eclatement des cellules.

Les lymphocy!e- ainssi isolés seront envoyés a l1l’institut Max -
anck de Berlin en vue d’isoler des nouvelles lignées
Hybridomes.

Toutes ces manipulations ont lieu sous une hotte et demande
e condition de sterilité totale.

- 2 - 4 PRELEVEMENT DE GORGE

Nous avions eu egalement & «ffectuer des prélevements de gorge
ns les familles des patients et dans les familles voisines en
i@ de depister d'eventuels porteurs sains.

C’est ainsi que nous avoins realié 253 prelévements de gorge a
mako, Kolokani et Baraouelié.

Nous avions isolé 20 souches de Neisgseria lactamica qui est
te bacterie commensale du Rhinopharynx, une souche de Neisseria
neres qui est egalement une bacterie commensale du Rhinopharynx
.r ailleurs deux souches de Neisseria Gonorrhoae ont été isolée
1ez deux enfants agés, respectivement de 5 ans, et de 7 ans .
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Nous avons poussé cette investigation en realisant un frottis
inal chez la mére d'un des enfants sans parvenir & 1isolé le
ocoque chez cette derniére.

Nous avons egalement isolé un meningocoquc C dans la gorge
n patient.

- Lors de nos investigations nous n’avons pas eu un seul cas de
teur sain de Neisseria.menipgitidis.

Mais les prélevements ulterieurs realisés a4 Bamako (dans
taines ecoles coraniques) et & Dalakana ou & eu lieu une
sséc epidemique en 1991, des souches de Meningocogque C ont été
1ées chez des porteurs sains.

2 - 5 CONGELATION DES SOUCHES

C’est une des etapes les plus importantes, toutes les souchex
1ées seront congelées dans un cryotube. contenant des
s:robilles avee une suspension de lait en poudre a 10%

Les souches seront »inssi congelées indéfiniment dans le
1gelateur & - 80° C ou dans l’azote liquide & - 160 ° . Cela
int itue donc une banque de souches, en cas de besoin il suffit
realiser un ensemencement sur un milieu adequat & l'aide d’une
robille, pour retrouver le meningocoque apres 24H d’'incubation
37°C.

I1 faut signaler que cette congelation est realisée & partir
une seule colonie c’est a dire Jles bacteries provenant d’'une

ne cellule ancestrale.
= RESULIATS
- 1 = Les pr.lévements effectues
155 LCR troubles ont été examinés sur une periode s’etendant
Décembre 1989 & Novembre 1990 dans le laboratoire du service de
diatrie de 1’hopital Gabriel TOURE et dans le service de

cteriologic de 1’INRSP. Parmi eux 103 ont été etudies et
ngelés et 52 LCR troubles ont &éi{¢ nxclus car soit @

L'etiologie n’est pas connue
Le LCR etait contaminé par d’autres bacteries

Le malade a4 regu un traitement antibiotique avant la ponction.
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-1 -1 PROVENANCE DES PRELEVEMENTS DES LIQUIDES
CEPHALORACHIDIENS ..

ILEAU N°1 = REPARIITION DES ILCR EN FONCIION DE_ LA PROVENANCE

drovenanca Nombre de Prelsvements Pourcentage i
HGT 86 méé;49 N

LAZARET 11 10,67

KOLOKANI 3 5,82 }

TOTAL 103 100 !

r les 103 LCR etudies et congsles 83,49% des prélevements
sviennent du service de pediatrie de 1’H.G.1

-1 - 2 BEPARTITION.DES 155 LCR JROUBLES EN FONCTION DE. L&
PERIORE. DE PRELEVIZ NT

BLEAU.N” 2 - REPARIITIONS DES LCR _EN_FONCIION DE LA PERIQDE
RE. PRELEYEMENT

OIS |DEC|JANIFEV MA AvV MaI |JUIN JJUIL|AQUT |SEP|OCT [NOV
89 |90
1
BRE
DE & |20 17 29 26 19 9 2 4 2 8 Z
RE
EVE
ENT
) {

us avions obtenu le chiffre le plus 8levé en Avril soit
1,22 %.
b
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1 -~ 3 REPARYITION EN FONCTION DU SEXE
EAU N'3 : REPARTITION DES PRELEVEMENTS EN FONCTION DU SEXE

RES PATIENTS
PRELEVEMENTS EFFECTIF POURCEQ%AGE 1
EXE
IASCULIN 84 54M.> ]
EINIY s e |
TOTAL 155 100
H

rmi nos sujets 84 (soit 54 %) sont du sexe masculin et 71 (soit
v %) sont du sexe féminin cette différence n‘est pas
.atistiquement significative (X% = 0,48).

- 2 RERULIATIS. - . BACTERIOLOGIQUES

- 2 - 1 BEPARTITION DES LCR _EN FONCTION DES GEBMES IRENTIEXES

ABLEAY. . N’4 : EREQUENCE DES GERMES IDENTIFIES

GERMES NOMBRE M POURCENTAGE

h;AEMOé;;Laé“INFLQéNZAE b 26 25,24

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE 28 27,19

;E;ggéRIé QENINGITIDIG 45 43,69

NEISSERIA SICCA/SUBFLAVA 2 - 1;9;

ESCHERICHIA COLI 1 0,97
STREPTOCOQUE 1 0,97 )
TOTAL 103 100 !
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- 2 - 2 BEPARTITION RES NEISSERIA EN _FONCTION. DU SEROGROUPE

ABLEAU :N°5 REPARTITION. DES NEISSERIA EN FONCTION DU

SEROGROUPE
SEROGROUPES EFFECTIF POURCENTAGE {
|
A 4 8,51 ]
1
]
C 40 85,10 }
]
X 1 2,12
AUTRES 2 4,25
TOTAL 47 100

itres = Neisseria.sicca/subflava

3us trouvons une trés nette privt o inance de MnC soit 85,10 %.
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NIVEAD DR EESISTARCE DBS SOUCHRS DE ¥<'°SERIA MENTIGITIDIS
De seroqroupe C ot A aux astibictiques

Sensibilité des MoC et des Muh aux antibiotiques

itibiogramse | PeniG/ Ampi | Cefotaxime | Sulfamide | Cotrimozazole| Chlorampbe
s de souches| 38 kY| 38 1] %
Btudides

! de smiches 3 ) 2 b 3
iensibles

1 souches ) ] 3 32 ]
isistantes

| souches 5,26 0 9,7 84,2 0
isistantes

t de souches 4 4 { 4 4
ndiées

¢ d8 souches { { { 3 4
msibles

& souches 0 ] 3 { 0
jsistantes

le souches U] ] 75 B

lesistantes 0

1au gontre que la pemicilline, 1'ampiciliise - cefotaxime et ls chloramphenicol ont
ite activité sur les meningocoques A et C.

itre vis & vis des sulfamides et du cotrisoxazole la resistance atteint respectivement
94,74 ot 84,28 ot chez les MnA 758 et 25%.
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sen 2o LES RESULTATS RES. ETURES DE_RBIQLLL (B MOLECULAIRE

- 3 - 1 Bésultats des tests effectués A Barlin

De nouveaux anticorps monoclonaux dirigess contre Pl.Y,
ntre le serotype 2a, et contre les pili ont été obtenu & Berlin
it 1990 & partir des souche:r maliennes. Sur les 40 souches de
wringocoques isplées en période endémique au Mali entre Décembre
1839 et Juin 1990 et pendant la flambée de Kolokani 35 étaient du
irogroupe C et seulsment 4 étaient de serogroupe A et toutes ces
souches étaient du clone IV.1l.

lL.es analyses é&lectrophoretiques et antigenigues de: souches
liennes de serogroups €, ont prouvé gue les souches sont
lentiques pour les 13 isoenzymes, et qu’une (1) seule est
Afferente au niveau d’une isoenzyme. Toutes ces souches sont
warentées, a4 la souche de réaférence du complexe ET37 qui
présente selon Dominigue CAUGHAN & un groupe de bacteries
wpwarentées dont les types 8lectrophoréticues ne différent pas de

Us d’une isoenzyme. Elles sont toutes en plus du serotype 2a et
i sero soustype Pl1.Y & 1l’exception d’une souche gqui n’exprime pas
y protéine. de classe 1.

L’origine épidemiologique de ces souches demsure inconnue
wr 1’instant.

l.es souches de serogroupe C du Ghana, du Burkina FASOC sont
yins apparentées aux souches maliennes cgue celle d’Europe ou de:
A (16).

.Nnsi une souche de serogroupe C de Gambie est tout & fait
fférente d’uns souche de serogroupe € du Mali wvis & vis des
(fférents anticorps monoulraaux utilisés.

I.’anticorps S 3423 (Pl1.Y) semble 8tre spécifique & la souche
ilienne de serogroupe C, car elle ne réagit avec aucune autre
syuches, 1’extréme sensibilité et reproductilité de cet anticorps
1t permis de le TfTixer sous TfTorme de latex permettant une
ientification rapide et précise des souches Maliennses de
arougroupe C.

Le tableau suivant nous montre les autres caractéristiques
itigeniques spécifiques des souches Maliennes de serogroupe C.
*anticorps PRl1.Y est un anticoip- qui réagit avec la protéine de
lasse 1 et le sero soustype Y d’ou son appellation Pl.Y Les
iticorps 4 B12/Cll ont réagit avec les 3 différentes protéines de
lasse 5 révelées par le SDS - PAGE.

3 4 B12/C11 est un anticorps non spécifique.
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1= ResMHods ' /o»(a’ﬁe,hu/_s _,45{. B{x&w

ARTICORPS CONTEE LES

NOMBRE SBRO- | SBRO-S0US- CLASSE DBS
[GINE B SEROGROUPE! TYPE bily PROTEINRS DB CLASSK * PILI
S0UCHES
C | B | 2 |P1.2(PL.Y (P51 |P5.4 [H22 (M2 |P120 1 |Za i*h
{LI 16 16 10 ] 16 0 115 | 0 p 7 [ 12|12 000k
+—
MRLIE | 1190 1 f1 6o 0]06ptjojoll
4 -
i /) 1w | (2|40 183 (55 0]0(0
JHANA § 8|9 § 80 [ 3 003 |8 (007
1580
fRRSES | 19 /o] 1 P50t 201 (02}
L
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lzmmpm.mumsnsmmcmmmmmmcm
B & Bomako

SBRO- | SBRO-50US- | ANTICORPS CONTRE LS (PILI | ANTICORPS CONTRE LES PROTEINES
{0GROUPE(TTPR | TYPE  |PROTINBS DB CLASSE § DB CLASSE 1

da (P12 [PLY| BQZ B2t |2 (P19 |P1. |P1. [PL.E{P1.[PL.|P1.
15 |16 10

<o~
—

010 (387 U B {40 )0 0)0 )0 )0j0f0

ROGEOUER; & |0 | 0| ¢ 0 [0 [0 | 0y0 (0 {0j04




_53..
- 3 - 3 ETUDE COMPARATIVE DES MENINGOCOQUES DE. SEROGROUPE C
Les protéines de classe 1 se retrouvent chez tous les
erogroupes, mais présentent une variabilité &lectrophoretique

lans leur expression.

Les protéines de classe 2 -«ont stable, présentent chez 1le
erogroupe C mais absente chez le serogroupe A.

Les protéines de classe 3 =ont stable présentent chez le
erogroupe A absente chez le serogroupe C.

Les protéines de classe 4 sont trés stables et identicues chez
outes les souches de meningoouoi .~ .

lL.es protéines de classe 5 sont trés instable.

Les protéines de classe 6 sont présentés unigquement chez
e iains meningocoque de serogroupe A.

- 3 - 4 INTERPRETATION DES RESULIALS
3 - 4 - 1 Inkerprétation des Résultats du SDS - PAGE

La membrane externe des meningocoques contient 2 & 5
rotéines principales quand ces complexes ont &té examinés par le
DS - PAGE.
hez toutes les souches de meningocogue nous avons

lLLa protéine de classe 1

La protéine de classe 4

LLa protéine de classe 5

Chez certaines souches nous trouvons en plus
l.a protéine de classe 2

Ou la protéine de classe 3

Et parfols la protéine de classe 6

les protéines de classe 1 et 4 sont les protéines de clonage
car 8lles déterminent avec les isoenzymes le clone).

Les protéines de classe 2 et 3 sont les protéines de
et obypage (v &galement les LPS).

I1 faut signaler «que le 8DS - PAGE permet de palier
’inssuffisance du latex. .
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C - 3 - 4 - 2 INTERPRETATION DES RESULTATS. .RU WHOLE CELL ELISA

Les resultats du whole cell Elisa nous permettent de dire que
outes nos souches de meningocogues C ont reagis avec 1l’anticorps
onoclonal 5 3413 (100%) a 1’exclusion des souches de MnA cela
ous permet de conclure gue tous les MNC sont du serotypes S53413
ppelle serotypes 2a.

Nous aviote. utilisé le S3413 & une dilutions de 1 : 3000 .
Nous avions utilisé le P1.2 ou 83319 et le Pl.Y ou 53423
suspectivement aux dilutions de 1: 1000 et 1: 1500.

Avec 1’anticorp PLl.Y, 38 souches de MnC sur 40 ont reagi soit
5%, et 100 % de MnA non pas reagi avec Pl Y. Les anticorps
onlre les protéines de classe 5 furent utilisés.

Il s’agit du H22.1 qul est dilué & 1 : 6000 et du H21.1 dilué
1 2 3000 avec le H22.1, 27 souches de MnC sur 40 ont réagi soit
7 % des souches de MNC et aucune souche de MnA n’a pas réagl avec
a H22.1.

Avec le H21.1,25 souches de meningocoque C sur 40 soit 62 %
nt réagl cependant aucune woushe de MNA n’a réagi.

Avec le $ 3412 anticorps ~nti pili utilisée a4 1 : 500 toutes
es 40 souches (100 %) de menhingocoque C ont réagi aucune souche
le MrA n'a réagi.

Avec 1’anticorps Pl.7 toutes les 4 souches de meningocogque A
nt réagi, cela permet de dire gue tous nos meningocoques de
arogroupe A sont de sero soustype P1.7, aucune souche de
eningocogue € n’a réagli avec cet anticorps.

Les anticorps contre les protéines de classe 1 furent testés
vac le P1.2 2 S3318 dilué a4 1 : 1000, le P1.16 &4 1 :1000, le P1.X
1 : 500, P1.10 8 1 :1000, P1.9 a 1:5%0000, et le P1.1 8 1 : 500.

Avec tous ces 9 anticorps de classe 1 aucune souche de
eningocoque A ou C n’a réagi.

Par contre avec le P1.7 dilué 3 1 : 2000, 100 % des MpA ont
‘#agi mais aucune souche de meningocogue C n’a réagi.

Toutes nos souches de MNC sont de serotyps 2a

Les anticorps 53423 (P1.Y), H22.1, H21.1, 83412 ( Pili) =ont des
nticorps spécifiques des souches Maliennes. Le nouveau vaccin &
'8tude doit nécessairement tenir compte de cet antigéne, c’est-a
lire la protéine Pl.Y, en ce qui concerns les souches maliennes.

Cette spécificité des souches maliennes Tut également &tabli
ar SIDIBE DJENFRA par la technique du Western Blot.
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11 .RISCUSSION

3 - 1 - BEPARTITION DES LCR_EN FONCTION DU MOI15

Nous avons obtenu les taux les plus éléve en Avril soit
36/155 soit 23,22%. Thera. D. (31), Sokona H (28) trouvent
sgalement le taux 1le plus elevé en avril. SANDGO (33) signale &
dakar en 1974 gue le pic se situd en Mars Avril suivant les
innées et gue la frequence est diminuer par la saison des pluies
Juin - Septembre ).

3 - 2 -~ EREQUENCE DES GERMES IDENTIFIES

Dans notre echantillon Neisseria meningitidis est 1’etiologie
jominante soit 43,68%

La predominance de ce germe pouralt s’expliquer par le fait
e lors de la fTlambée de Kolokani ou tous etaient des Ngisseria
weningitidis et que sur les 11 souches isolées aux lazaret 8
ouches etaient des Neisseria meningitidis soit 72,72%

ikreptococcus pneumoniae. et Hemophilus influenzae b viennent un
wuite en frequencs.

lLa prédominance du Neisseria. .meningitidis 34 6té egalement
onstatée par fubert et Col (%) gqul trouve 2,2%
ontrairement a notre resultat Atime (4) trouve 1’Hemophilus

Nfluenzaa b comme etiologle dominante 81 souches sur 194 soit
.1,8%.

- 3 - REPARTITION DES NEISGE- (A SUIVANT LE SERQGROUPE

Nous trouvons une nette predominance de Neissria. .meningitidis

e serogroupe C,40 soit 85,10% vient le N.meningicdi.. de serogroupe

= 4, en suite le MNalsseria sicca  /subflava et 1 Neisseria
eningitidis de serogroupe X sur 46 souches de Neisseria
enipgitidis

Depuis 1970 une augmentation de 1l'incidence de Neisseria
eningitidis de serogroops: C & 8té signalée en afrique (32)

Au Mali c’est a partir de 1988 gu’une brusque augmentation de
a freguence de N.meningitidis de serogroupe C a été constaté
12).

- 4 - BEPARTITION EN FONCTION DU_SEXE

Nous trouvons 54% de sexs Masculin comme Berthé (9) ,Atime
4) et Thera (34)

Nous ne trouvons aucune piadominance statistigquement
ignificatif dans notre echantillon Berthé&, Atime, et Thera,
rouvent respectivement 53, &%, 54% et 57% de sujeis de sexs
asculin dans leurs echantillons.
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» = 5 - SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Nous avons trouvé qgue
La penicilline, 1l1’am»icilline, le cefotaxine, et le
:hloramphenicol ont une excellente activité sur le MnC et le MnA.

lLe taux de resistance des MnNC aux sulfamides st au
otrimoxazole sont respectivement de 94,7% et 84,2% et les taux de
‘esistance du MnA aux sulfaundes et aux cotrimoxazole sont
aspachtivement de 75% et de 25%

Nos resultats sont tres proches de ceux de Thera (31) gui
.rouve 81,81% comme taux de resistance du MnC au cotrimoxazole,
erthe (9) trouve en 1979 83,33% des meningocoques resistants au
;otrimoxazole sur 39 souches testées.

=~ 6 - WHODRE CELL ELISA des souches Maliennes

Avec. l’anticorps. 8. .3413 - saraotype 2a

Nous avons trouvé sur 40 souches de MnC teutdess 4 1 anticorps
3413 40 MNC poitifs solit 100%
I Berlin 1ils ont trouvé sur 16 souchew contenus dans nos 40
ouches etudiéss ici a Bamako 1le méme resultat avec 1’AC S$3413

-

’est 4 dire 100% positif.
Nos deux resultats avec l’anticorps S3413 sont identiques

- Avec 1l’anticorps $3423 = Pl.Y

Nous avons testée 40 souches de MNnC parmis lesguelles 38
itaient positives au S3423 soit 95%.

A Berlin (16) ils ont testé 16 souches et 15 souches sont
ositives 2 1’anticorps Pl.Y soit 73%.

I1 faut signaler que le MnC n’ayant pas reagie avec le Pl.Y 3
erlin n’a pas reagie non plus & Bamako. Par ailleurs nous avions
58018 3 Bamako une souche de MNC qui n’a pas reagie avec le Pl.Y
als qui n’a pas 6té testéd 3 Berlin.

e Avec l’anticorps S3422 = H21.1
ur 40 souches testées 25 etaient positives soit 62%

A Berlin (16) sur 16 souches testées 12 etaient positives
01it 75% Nos resultats sont legerements differents et cela pourait
ertalncesnt s’expliquer par la taille de 1’echantillosn utulisé.

I1 faut signaler gue nous avions obtenue les méme resultats
vec les souches etudiées & Berlin, avec tous 1les anticorps
tulisée.



CONCLUSION
L’epidemiologie moleculaire des meningites a meningocoques
ous a4 donné le vésultats suivant au Mali

Neisseria meningitidis de serogroupe C est 1l’stiologis la
lus dominante des meningites a meningocogues suivi du MphA.

La frequenue la plus elevée de la meningite & meningocogque s&
Atué au mois d’avril .

i.a predominance est Masculine mais statistiguement insignifiant
lang notre echantillon.

Malgre 1’ ’existence de rares souches resistantes, la
enicilline G, 1’ampicilline, le chloramphenicol et le cefotaxime,
lardent une excellente activitd dans le traitement de la meningite
ersbrospinale.

Les resultats obtenus par la technigue du Wlhole cell ELISA
ous permet gd'affirmer que

Toutes les souches de MNC iscolées au Mali de 1989 & 1991,
Sont toute de serotyppe 23 8t de serosoustype P1. Y.

L.’anticorps monoclonal P1.Y semble 8tre specifique des souches
aliennes de MnNC. :

outes les souches de MnA isclées au Mali de 1989 & 1991 sont
outes Jde serotype 4 ou serotype 21 et du serosoutype P1.7

Toutes les MnC provenant de la petite flambé&e de Kolokani en
vril 1990 sont tous identigues aux MnC recolté pendant la periode
ndemique.

Le nouveau vaccin antimeningococcique devrait contenir des
roteines de classe 1.
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0 = TRAORE

SnEm = Amadou Diadié

Lre. de la . Thése = Epidemiologie Moleculaire des Meningites a
r1ingocoque au Mali 1990 partie 1.

18e : 1989 ~ 1990

Lle de Soutenance = Bamako

ys.d origine : Mali

steur d’interset : Etude des Proteines de la membrane du
ringocoque par des techniques de la Biologie Molsculaire.

syme @ Pendant une :riode de 12 mois, de Novembre 1989 &
zembre 1990,103 Lcr ont été etudies dans le laboratoire de
cteriologie de 1’ INRSP, st 4 1’institut Max planck de Berlin.

Mali, le Meningocogue de serogroupe C predomine wviennent
suite, le meningocoque de serogroupe A, 2 souches de N.
sca/subilava ont été isolés et congsles et une souche de

neningitidis de serogroupe X fut egalement isolé.

Nouvel Anticorps mocloclonaux realisé a partir des souches
lisnnes furent testés.

anticorps Pl.y semble &tre specifique de la souche Malienne
MNC et est trés immunogéne ot protecteur dans un modele
cerimentale utulisant le rat.

nouveau vaccin doit contenir en plus des polysaccharides
osul.si o das proteines de classe 1.
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jure, en présence des maitres de la faculté des conseillers

1’ordre des pharmaciens et des condisciples :

honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon
;o 8t de leur temoingnage:; ma reconpnaissance en restant fidele

feur enseignement :

ixarcer, dans 1’interét de la santé publigque, ma profession
2: conscience et de respecter non seullement la legislation
vigueur,mais aussi les regles de 1’honneur, de la probité et

désinteressement .

ne Jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
lade et sa dignité humaine

aucun cas, je ne consentirai & utuliser mes connaissances et
n etat pour corrompre les moeurs et favorise des actes

iminels.

e les Hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle & mes
omesses, que Jje soit couvert d’opprobe et meprisé de mes
nfreres si J'y manque.



