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PORTAGE RHINO-PHARYNGE DE MENINGOCOQUE X
DANS UNE ECOLE PRIMAIRE DE NIAMEY (NIGER)
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RESUME ¢ Une enquéte a été menée chez les 90 éleves de I’école en février 1998, au milieu de la saison seche, afin de confir-
mer la faisabilité ultérieure d’une étude d’impact d’un vaccin conjugué sur le portage des Neisseria. Tous les enfants avaient
été vaccinés par le vaccin polysaccharidique A/C en 1996. Un écouvillonnage du rhino-pharynx a été pratiqué et immédiate-
ment ensemencé sur milieu sélectif. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les colonies suspectes ont été inoculées sur milieu de
Miiller-Hinton. L’identification des N. meningitidis a été fondée sur des criteres biochimiques classiques, le sérogroupage par
agglutination en présence de sérums spécifiques et ’empreinte ADN en électrophoreése en champs pulsés. Sept éleves étaient
porteurs de N. meningitidis X:NT:P1.5. En outre, ’'un d’entre eux était également porteur d’une souche de N. meningitidis
A:4:P1.9. La forte prévalence des souches du sérogroupe X était concomitante avec une épidémie de méningite X, de méme
sous-type et séquence-type, qui sévissait a Niamey.
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PHARYNGEAL CARRIAGE OF NEISSERIA MENINGITIDIS IN A SCHOOL OF NIAMEY, NIGER

ABSTRACT - This study of pharyngeal carriage of Neisseria meningitidis in a school in Niamey, Nigeria was carried out to
confirm the feasibility of evaluating the impact of conjugate vaccine on the meningococcal carriage. All 90 pupils attending
the school were examined during the dry season in February1998. All children had been vaccinated using polysaccharide A/C
in 1996. Samples were collected from the soft palate and immediately seeded on selective medium. After incubation at 37°C
for 24 hours, suspicious colonies were re-seeded on Miiller-Hinton medium. Identifi ¢ ation of N. meningtidis was based on stan-
dard biochemical criteria, agglutination grouping and DNA fingerprinting. Seven carriers of N. meningitidis X:NT:P1.5 were
found. One of these carriers also presented a strain of N. meningitis A:4:P1.9. The high prevalence of serogroup X strains coin-

cided with an outbreak of meningitis involving the same sub-type and sequence-type in Niamey.
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La méningite 2 méningocoques constitue un probleéme
sérieux de santé publique, notamment en Afrique sub-
saharienne dans la zone appelée ceinture de la méningite de
Lapeyssonnie. Dans les pays sahéliens comme le Niger,
chaque année en saison seche on observe une recrudescence
des cas de méningite donnant un fond endémique élevé. En
outre, tous les 6 & 12 ans surviennent d’ importantes épidé-
mies. Ces méningites sont dues le plus souvent a des ménin-
gocoques du sérogroupe A.
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Le méningocoque est un germe spécifiquement
humain. L’habitatde N. meningitidis est le thinopharynx qui
représente le seul réservoir connu. Une bonne connaissance
du portage rhinopharyngé des méningocoques permettrat de
mieux comprendre 1’épidémiologie, de mieux cibler les sujets
a inclure dans la chimioprophylaxie et de tester ’effet de la
vaccination antiméningococcique. Comparés aux vaccins
méningococciques polysaccharidiques, les vaccins conjugués
pourraient optimiser les stratégies de lutte contre les épidé-
mies de méningite grace a un pouvoir protecteur acquis plus
tot dans la petite enfance et a un impact sur le portage pha-
ryngé du méningocoque (3).

Dans le but d’étudier le role que pourrait avoir un vac-
cin AC conjugué sur le port age de N. meningitidis,nous avons
effectué une enquéte préliminaire sur le portage pharyngé de
méningocoques dans une école de Niamey, ville de 700 000
h abitants environ, située au centre de la ceinture africaine de
la méningite. Des prélevements rhino-pharyngés ont été
effectués chez les 90 enfants d’une école de Niamey dans
le but : (i) de confi rmer la fais abilité de 1’étude du port age ;
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(i1) d’étudier la monoclonalité ou non du port age de ménin-
gocoque grace a ’emploi de méthodes de biologie molé-
culaireet (iii) de caractériser, a I’aide des séquences de loci
multiples, les clones de méningocoque circulant dans cette
école.

MATERIEL ET METHODES

Les enquétes ont été exécutées a 1’école Atlik, une
école privée touareg située a proximité du laboratoire, com-
prenant 90 éleves en moyenne, dont environ 60 % de gargons.
L’age des enfants était compris entre 4 et 17 ans. Tous les
enfants ont été vaccinés par le vaccin méningococcique A/C
polysaccharidique (Pasteur Mérieux Sérums et vaccins) au
cours de I’épidémie de 1996. Les prélévements pharyngés ont
été effectués en février 1998, pendant la saison dite de la
méningite 2 méningocoque. Nous avions obtenu au préalabl e
I’autorisation des autorités académiques, de la direction de
I’école, de I’association des parents d’éleves, ainsi que celle
des parents et éleves concernés.

Les méthodes bactériologiques que nous avons
employées ont été décrites par Riou et Guibourd e nche(12).
Le prélevement est effectué avec un écouvillon stérile au
niveau du voile du palais, du pharynx postérieur et ensemencé
sur milieu chocolat polyvitex additionnés d’antibiotiques (3 pg
de vancomycine, 7,5 pg de colymicine et 2 pug de fungizone
par ml de milieu ; bioMérieux, Lyon, France). Les boites sont
incubées pendant 24 heures a 37° C dans une jarre a CO*.

Le lendemain, les colonies ressemblant a celles de
Neissernia sont recensées. Dans le but de ne pas passer a coté
d’un méningocoque et de vérifier la monoclonalité du por-
tage, il était prévu de repiquer toutes les colonies, jusqu’a
concurmencede 8, sur milieu de Miiller Hinton (bioMérnieux,
Lyon) a raison d’une colonie par boite de Pétri. Au dela de
huit colonies observées dans la boite d’origine, huit d’entre
elles sont choisies au hasard et ensemencées puis identifiées
grice aux tests suivants : coloration de Gram, oxydase
(bioMérieux), catalase (ID color catalase, bioMérieux), étude
de I’oxydation du glucose et du maltose et présence d’une
gamma glutamyl transférae y-Gt. Les colonies Gram néga-
tif, oxydase +, catalase +, glucose +, maltose +, et y-GT +
sont considérées comme des N. meningitidis et sont conser-
vées en double échantillon a - 80° C dans des tubes « Nunc»
au Centre de Recherche Médicale et Sanitaire (CERMES).
Les souches ont été expédiées a 1’Institut de Médecine
Tropicale du Service de Santé des Armées (IMTSSA) a
M arseille dans un milieu de transpotdélivré par 'IMTSSA
pour une identification biochimique grice a des microgale-
ries (Neisseria 4H, Bio-Rad, Marnes-La-Coquette) et un
groupage avec du sérum agglutinant, commerdalisé par Bio-
Rad (Marnes-La-Coquette) ou fabriqué par 'IMTSSA.

La détermination du sérotype et du séro sous-type a
été réalisée grace a une technique ELISA utilisant le « mono -
clonal kit» du National Institute of Public Health and the
Environment (Bilthoven, Hollande)

La caractérisation par biologie moléculaire a été réa-
lisée a 'IMTSSA de Marseille grice a 2 méthodes.

[EZXY méuecine Tropicale - 2004 - 64 - 4

* La technique des séquences de loci multiples
(Multilocus sequence typing, MLST) : pour tous les ménin-
gocoques isolés au cours de cette étude, les fragments de 450
paires de base environ appartenant & 7 génes de ménage
(abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC et pgm) ont été séquen-
cés. Les profils alleliques ont été comparés avec les alleles
existants sur le site internet MLST (http:/pubmlst.org/) afin
de déterminer leurs séquence types (ST) (6)

* L’Electrophorése en champs pulsés (Pulsed field gel
electrophoresis, PFGE) : les fragments de macrorestriction
du chromosome entier générés par I’enzyme de restriction
Bgl II sont séparés par PFGE comme cela a été décrit pré-
cédemment (10). La comparaison des profils obtenus a été
réalisée en utilisant les cri te resde Tenover (14). 11 était prévu
d’utiliser cette technique pour caractériser les souches non
groupables ainsi que les différentes souches de méningocoque
isolées chez un méme éleve afin de vérifier la monoclona-
lité ou non du portage.

RESULTATS

Lors des prélevements réalisés en février 1998, 7
éleves sur 90 (7,7%) ont été trouvés porteurs de méningo-
coques. Tous les 7 portaient des méningocoques du groupe
X non séro typables et de séro sous-type P1.5 (X:NT:P1.5).
L’étude de ces souches par les séquences de loci multiples
amontré que 6 d’entre-elles ap p artenaient au ST-181 et une
au ST-751. Un éleve portait lors du méme prélevement une
souche A:4:P1.9 de ST-5 et une souche X: NT:P1.5 de ST-
751 qui présentaient en PEGE des profils de restriction tota-
lement différents.

DISCUSSION

Cette étude préliminaire devait permettre ultérieure-
ment I’évaluation du rdle de la vaccination sur le port age de
méningocoque. Une diminution du portage grace a la vac-
cination par un vaccin conjugué pourrait contribuer a limi-
ter les épidémies de méningite dans la ceinture de la ménin-
gite. De facon plus précise, les objectifs étaient de
documenter le portage rhino-pharyngé de méningocoques
dans une population a risque de la ceinture africaine de la
méningite.

Nous avons montré qu’une telle étude était réalisabl e
dans de bonnes conditions. Les souches de méningocoque
pouvaient étre isolées, identifiées et conservées au CERMES
de Niamey. Elles pouvaient, dans un deuxieme temps, étre
expédiées a 'IMTSSA de Marseille.

La monoclonalité du portage est une propriété
imporante autorisant ensuite a ne prélever et identifier qu’une
seule colonie de méningocoque représentative. Un éleve por-
tait a la fois des méningocoques des groupes X et A. Le por-
tage de souches de méningocoque appartenant a 2 phénotypes
différents avait déja été mis en évidence par Andersen (1).
Bien que dans cette étude il n’en ait pas été isolé, il est hab i-
tuel de récolter des souches non groupables au cours des
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Tableau I - Sérogroupes de Neisseria meningitidis isolés des liquides céphalorachidiens recus au CERMES entre 1995 et 1999.

Années A C X B W135 Indéterminés
1995 1883 1 2 0 0 21
1996 218 2 12 0 0 0
1997 168 1 83 2 0 0
1998 58 1 27 0 0 0
1999 42 1 6 0 0 0
2000 700 3 4 0 0 4
Total 3069 9 134 2 0 25

études de portage pharyngé de méningocoque. Pour carac-
tériser le portage pharyngé de méningocoque, il est donc
nécessaire d’étudier plusieurs souches et de les caractériser
non seulement par le groupage mais aussi par d’autres
méthodes : au minimum par des techniques de typage et sous-
typage et mieux par des techniques de biologie moléculaire
comme le PFGE.

La prévalence de N. meningitidis A, le méningocoque
de loin le plus fréquent dans la région (2, 11) dont une seule
souche a été recueillie, était tres faible. Cette souche de ST-
5 correspondait au génotype qui a été responsable des épi-
démies en 1995 et 1996 (9). Apres les épidémies 1995 et
1996, le laboratoire de surveillance du CERMES a aussi
constaté la diminution des isolements de méningocoques de
sérogroupe A dans le liquide céphalorachidien en 1997 et
1998 alors que celui des N. meningitidis X s’est significati-
vement accru (Tableau I). Puis, de 1998 a 2000, la situation
s’estinversée : N. meningitidis A a de nouveau augmenté pro-
gressivement jusqu’a I’épidémie de mars 2000 tandis que les
N. meningitidis X disparaissaient. Cette inversion paradoxale
de sérogroupes peut étre expliquée de deux fagons : par I’im-
munisation normale de la population apres plusieurs années
d’épidémies de méningite a méningocoque A ou par la vac-
cination de masse par le polysaccharide A/C, employé dans
la prise en charge des épidémies. Cette vaccination aurait
réduit le portage du méningocoque A ou C, comme 1’avait
observé en Egypte WAHDAN et Coll (15) et laissé la place
a I’émergence d’un autre sérogroupe.

Nous avons été surpris de ’homogénéité du portage
en février 1998 au niveau de I’école d’Atlik ou 7,7% des
éleves portaient des méningocoques de groupe X:NT:P1.5
appartenant en majorité au génotype ST-181 et un au ST-751.
C’est seulement la deuxieme fois qu’un portage de souches
de méningocoque X est rappor€ dans la littérature.
Récemment, G agneux et Coll (5) ont rapport€ une prévalence
élevée de port age de méningocoque de sérogroupe X appar-
tenant au ST-751 chez des enfants au nord du Ghana en 1999
et 2000. Il faut signaler que ce portage suivait une bouffée
épidémique de méningite X en 1997 et était observé de fagon
concomitante avec une augmentation du nombre des cas de
méningite X en 1998 a Niamey (4). Deux souches analysées
chez des malades a la méme période a Niamey appartenaient
aussi au ST-181. Nous avons également observé un cas de
méningite di a N. meningitidis X:NT:P1.5 dans cette école
en 1997. 1l semble bien, mal gréle faible nombre de souches
analysées, que la bouffée épidémique soit due a I’émergence

d’un seul (peut-étre deux ?) clone de méningocoque X,
comme cela est habituel dans tous les phénomenes épidé-
miques dus aux méningocoques (8). Cette circulation de
souches X n’est pas sans nous inquiéter et nous rappeler I’épi-
démie mondiale de méningite & méningocoques W135 qui
a démarré en Arabie Saoudite en 2000 (13), puis s’est éten-
due au Burkina Faso en 2001 et 2002 (16), rompant avec une
circulation a bas bruit ou des cas sporadiques dans différents
pays constatés les années précédentes (7). Bien qu’a notre
connaissance la circulation et la bouffée épidémique de
méningocoque X soit restée limitée et se soit résolue spon-
tanément, elle constitue une alerte pour une surveillance du
potentiel épidémique de ce nouveau sérogroupe qui pourrait
remplacer ou venir s’ ajouter au sérogroupe A. Ceci souligne
la nécessité de renforcer la surveillance et le diagnostic de
laboraoire en Afrique afin de détecter I’ensemble des ménin-
gococcies des sérogroupes ABCWXY.
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A LA CLINIQUE

Leslie Collier
John Oxford

DE LA BIOLOGIE

Cet ouvrage a le mérite de fournir
aux étudiants et aux praticiens,
I’essentiel de ce qu’il faut savoir en
virologie médicale.

o

Il est divisé en quatre parties
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