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Au moment d'étre admis a devenir membre de la profession
médicale, jem’engage solennellement a consacrer ma vie au
service de [ humanite.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui
leur sontdus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La
santé de mesmalades sera mon premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir I’honneur
et les noblestraditions de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race,
aucune considération politique et sociale, ne s'interposera entre
mon devoir et monpatient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa ( « ©

conception. .
€l

Meme sous ln menace, je n'userai pas mes connaissances {
medicales d'unefacon contraire aux lois de I’humanite.

Je m'y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948
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DEDICACES




No words, in the worlds,

would ever express the overwhelming feelings It

But still, I’ll say a few.

—

My dedication for you :



To The ALLAH the almighty,

I can be nothing but grateful, for the life that | had so far and for what, |
hope, is coming.

Thank you for giving me this life, and for surrounding me by the most
beautiful and good souls I could only have dreamt of.

Thank you today, thank you tomorrow and all the days to come.

To the prophet ,,LAJ 4:& dﬁ,ul,é Ao‘

Our beloved idol and saviour.

To my parents, to whom | owe it all,

All I am, is all you gave me. | could probably spend the rest of my life trying
to give you back, but I don’t believe I'll ever wg
\ Some depts can never be paid.
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To-the memory of my grand-parenty YOUNSI Ahmed and
ZINE EL ABIDINE Ahmed

I dedicate this modest work to- yow as o testimovvy of my
great love and deep affection. My AUadv bless your souls:

To-my beloved little sister Imane YOUNSI

Although not so-little anymore; and although your deeds arve everything,
but little.

Deow sister,

Yow never stopped supporting me duwring all these yeaws, yow were always by
my side showing my joys and sorrows; comforting me whew I needed it, and
whew I didw't. I will never thank yow enougdv for believing in me and
wspiring me to-go-further.

May this work be atoken of my gratitude for all the love and care yowve
showered uponw me and may ALLAH shower yow withvall his blessings.

To-my childhood friend and brother Abdelilaiv YOUNSI

“Thank yow” is probably enough. But...
Deow brother,

I dedicate these words to- yow as av tribute to-the incredible personw yow ave.
Yowve been not just av brother, but also- o friend and o mentor. Your
wwowvering support and guidance howe literally shaped me into-the persovw
I amtoday. I cherish the memories we made together, from owr childhood
adventuwres to-our present-day corwersations, and I look forwawd to- many
move. Thank yow for being incredible.

To-my deawr aunty, uncles, and their consorty and to- my dear cousing,
To-all the YOUNSI and ZINE EL ABIDINE fomilies

I wowld hawe liked to-pay my tribute to-every single one of yow as av
testimony of my great consideration. I ouw extremely lucky to-have been
borw into- such av loving and generous foumily. Yow had always found o woy
to- make difficult momenty move joyful. For all the good momenty we spent



together, I dedicate this work to-yow, my deow family, withy all my wishes for
happiness; health, and success. For the values yow passed o to- me; your
encouwragement, your love, your patience, and your daily support
throughout these years.
Thank yow.

To-my second fomily « lav 20éme promotiow dey internes de
Mawrakech »

Hafsa Bougowrow; Zinel Chbihi-Moukit, Ayoulb-Mouhssine; Houda El
GarniWalid Ait Mohay, Khaowlaw Outaghyame, Radiow Thalal,
Ouwmaima Ouahi, Yassine Bouchtalla, Niaoma EL Fahli, Fatima-
Eggadhwa Zevoual, Firdaous Haouach, Kawtar Benwnajmay,;, Imane
Zouaki, Jihane Ezgine, Amine Boutuba, Ouwiomv Kawim, Asmao
Laghwril; Sawa At Yaggo, Ghitow Errawmliy, Amoad Yassine; Firdaous
Choukri, Oussama Misely, Aya Mouhcine; Sawal Zewwani, Sarav
Serghini; Nada Gowjdami; Rim Hayat, Hamza Bennjakhoukh
Hamga Alaowi,; Othmane Naouis, Badyr Amal;, Salmav EL Guermad,
Douniav Nadifiyine; Chayyma EL Ouatiq, Khaowla ELAakib;
Abdessamad Laowibi, Yasmine Rohi, Houwssam Chait, Oumaimov
Kanali, Taha Jalid, Nouhaila Belloyi; Hafsow Layoune; Houda Bougity,
Soukainw Taoufiki, Hamga ELArabi, Sawa Ghalbane; Fatima-
Ezahwa Bouanani; Amine Hagjow, Anas El Kaddowry; Soufiane
Amroni; Badr Abdalani; Chaima Misal; Noyib- A€ Errouhi; Nouhaida
Bowrht, Sowmaya Oudadda, Fatine Abbi, Mohamed Taouhid,
Soukaina Injirahi; Mohamed Zowhwriy, Intissar Lasfar, Yasmine Sassi;
Mohamed Akhowyawv
I caw't decide what to-feel,

Joy to-hawve had the chance to- meet yow all,

or sorrow, because our journey is coming to- o end.
But today,




I amvproud to-call yow family,
I amv gratefud,
for the best two- yeaws of my life,
for the momenty we shared, and the memories we made.
Hoping that it will cawrry o

I love yow all/
To-my dear friend Mariem Moussid,
Deaw friend, ov dowe I sovy sister,

I ca't find the right and sincere words to-express my affection and
gratitude to- yow.
For hawing yow inv my life. Yow howe been theve for me thwough thick
and thin, offering wwavering support and guidance:.
for being my confidant.
Thank yow from the verry bottow of my heout.
In memory of owr sincere and deep friendship and the pleasant
momenty of sorvow that we spent together, I dedicate this work to-youw.

To-my dear friend Jihad Sawrkadi,

To-my guawdion angel and my faithful friend,
Tothe sister who- assisted me in the most delicate momenty of my life.
For all your love and support,
For awwhole heap of memories and good times;
For all of it and everything else
Thank youw!

To-my very deawr friends Sawra Ait Yagga, Aya Mouhcine and
Houda EL Gawrni,

Pages and pages wouldw't be enough to-express my gratitude and wy
love for yow.



These two-years spent by your side hawve allowed me to-discover the
great selfless people yow are.
For your endless help and support, this work would never have seerv
the light of day without youwr inwaluable guidance and supervision.
I dedicate this work to- yow hoping that yow will be able to-find in it
the expression of my deepest feelings of love and respect.

To-my dear friends Ouissal ESSAKET and, Jihane EZZINE,

No-words con really tell yow how honored I oun to-have yow by my
side.
Yow awe the sisters that life gifted me.
For all the yeaws, the momenty and the memories
For all the struggles we overcame; together.
For yowr patience; your guidance; your encouragement.
And above all your advice and constant support.
Thonk youw!
Yow awe av divine blessing.
I dedicate this work to- yow as tokew of my deepest feelings of love and
affectiow.

To-my deawr friends Amal Yassine and Nioma EL Fahli

Intestimony to-owr friendship and to-the amaging memories we
shawed, I dedicate this work to-yow, and I wishv yow v life full of
happiness; love, and success.

May owr friendship last for eternity.

To-my deaw friends Yassine Bouchtolla and Walid ait
Mouha
My great discovery duwing this internship,
For all the good times we spent together,



For all the memories and for all the meals may they last,
For being the great people yow are;
Thank youw!
I wishv yow long av life flll of happiness and prosperity. I dedicate this
work to- yow as av testimony of my most sincere feelings.

To-my DSM,
Dear Douniaw and Salma,

To-my first and best internship pawtners;
For owr 6 months together, during which I discovered the great people yow
e
For all v lot of memories and good times;
for all that and everything else
Thank you!
I dedicate this work to- yow invtestimony of my friendship and gratitude;,
and I wishv yow the happy and successful life yow deserve.

Tothe best “Groupe dexternat”:
Radia, Oumaima, Rita, Khaoula, Soukaina, Btissam, Sara, Imane,
Houssam, Mohamed, Anas, Zakariow et Zakoaria,

for 5 wonderful years together,
For all the beautiful memories,
For all the momenty of joy, and stiress,
For the loud laughter at sleepless nighty
Thank yow for it all.
And thank God I did get to-know yow all.
May God grant yow av life filled witivjoy and happiness.

To-my deaw Jowhawray,
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ADN

ARN

ATB

BHE

CGN

CHU

CMmI

CRP

GB

EUCAST

Hi

Hib

HTIC

IIM

IgA

LCR

LOS

LPS

MenB

MB

Liste des abréviations :

: Acide désoxyribonucléique

: Acide ribonucléique

: Antibiotique

: barriere hémato-Encéphalique

: Cocci gram négative

: Centre Hospitalier

: Concentration minimale inhibitrice

: C-reactive protein

: Globule blanc

: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

: Haemophilus influenzae

: Haemophilus influenzae type b

: Hypertension intracranienne

: Infection invasive & méningocoque

: immunoglobuline A

: Liquide céphalorachidien

: Lipo-oligosaccharide

. Lipopolysaccharide

: Méningocoque de sérogroupe B

: Méningite bactérienne



MBA : Méningite bactérienne aigue

MCS : méningite cérébro-spinale

MNO : Méningocoque

Nm : Neisseria meningitidis

OMP : Protéine de la membrane externe
OMS : Organisation mondiale de la Santé
PCR : Polymerase chain reaction

PL : Ponction lombaire

PNI : programme national d’'immunisation
PNN : Polynucléaires neutrophiles

PNO : Pneumocoque

gPCR : PCR en temps réel

Sp : Streptococcus pneumoniae

SOMIPEV : Société marocaine d’infectiologie pédiatrique et de vaccination
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Caractéres épidémiologiques et diagnostiques des infections invasives a méningocoque chez I’enfant au Maroc

Le méningocoque ou Neisseria meningitidis (Nm) est un diplocoque a Gram négatif. C’est
une bactérie pathogene obligatoire, strictement humaine, dont la transmission se fait par voie

aérienne via des aérosols a partir des sujets malades ou des porteurs sains [1].

Il peut étre responsable d’infections invasives telles que la méningite, le purpura
fulminans ou la septicémie. Ces derniers, sont qualifiés de graves et engagent le pronostic vital
et fonctionnel. Il existe 13 sérogroupes, différenciés par leurs polysaccarides capsulaires. Les

sérogroupes A, B, C, W, X et Y sont responsables de la grande majorité de ces infections [2, 3].

Les infections invasives a méningocoque (IIM) peuvent toucher toutes les tranches d’age
avec unhe prédilection de la population pédiatrique dgée de moins d’un an et des sujets

souffrants de déficit immunitaire [2- 4].

La méningite est la forme clinique la plus fréquente. La symptomatologie chez I’enfant
est variable, allant du classique syndrome méningé fébrile, aux autres tableaux notamment
I’hypotonie axiale et les tableaux digestifs. Ceci peut étre a I'origine de retard diagnostic et de

prise en charge et des taux élevés de morbi-mortalité [5].

La maladie méningococcique constitue un réel probléeme de santé publique. Sa répartition
varie considérablement en fonction du temps, des zones géographiques, des tranches d’age et

des sérogroupes bactériens [6].

Au Maroc, les infections invasives a méningocoque sont des maladies a déclaration
obligatoire, elles sévissent a I'état endémo sporadique avec émergence des foyers
épidémiques. Le sérogroupe prédominant dans notre contexte est le sérogroupe B, mais les

autres sérogroupes A, C et W135 sont également présents [7, 8].

Les objectifs visés par ce travail sont :
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e Faire une mise au point sur les aspects épidémiologiques des infections invasives a mé-
ningocoque chez I’enfant au Maroc.

e Préciser I'intérét de la biologie moléculaire dans le diagnostic de ces infections dans
notre contexte.

e Etablir une meilleure approche préventive contre le méningocoque notamment en ma-

tiere de vaccination.




MATERIELS ET
METHODES




Caractéres épidémiologiques et diagnostiques des infections invasives a méningocoque chez I’enfant au Maroc

. Matériel d’étude :

1. Type d’étude :

Nous avons mené une étude prospective descriptive et analytique afin d’étudier les

différents caracteres épidémiologiques et diagnostiques des infections invasives

méningocoque chez I’enfant au Maroc.

2. Période d’étude :

Notre étude s’étale sur une période de plus de trois ans, de Juin 2019 a Octobre 2022.

3. Lieu d’étude :

L’'analyse moléculaire des prélevements a été faite au niveau du laboratoire de bactériologie-

virologie et biologie moléculaire de I’hopital militaire Avicenne de Marrakech (HMA).

Les prélevements ont émané du centre hospitalier universitaire (CHU) Mohamed VI de

Marrakech et du CHU Mohamed VI de Tanger.

4. Population étudiée :

Notre enquéte a été réalisée sur 959 prélévements de liquide céphalo-rachidien (LCR)

provenant des enfants cliniquement suspects d’une infection invasive.

5. Critére d’inclusion et d’exclusion :

5.1 Critére d’inclusion :

v" Age > 1 mois et < 15 ans
v' Apparition soudaine de la fievre (température rectale>38.5°C ou axillaire >38.0°C) et

I’un des signes suivants :

a
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e Raideur de la nuque et photophobie

e Fontanelle bombée (chez les enfants agés <2ans)

e Une conscience altérée sans autre diagnostic alternatif
e  Purpura caractéristique

e Convulsions chez le nourrisson agé d’un a six mois

e Une combinaison d’au moins trois des signes suivants :

X Douleur de la jambe,

X Douleur abdominale,

<> Myalgie,

<> Léthargie,

<> Irritabilité,

X Apparence toxique,

<> Extrémités froides,

<> Retard du temps de recolorisation cutanée (TRC)

v Signature du consentement

5.2 Critére de non-inclusion :

v" Patient en dehors des limites d’age définies.

v' Patient qui est dans un état critique et dont le préléevement est contre indiqué et/ou non
réalisable.

v' Consentement non obtenu.

6. Considérations éthiques :

Seuls les patients adhérents apres consentement libre et éclairé ont été recrutés. Le
recueil des données a été effectué avec le respect de l'anonymat des patients et de la

confidentialité de leurs informations.
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II. Méthodes :

1. Recueil des données :

La collecte des données a été faite par le biais d’une fiche d’exploitation informatisée

préétablie (Annexe) s’intéressant aux données épidémiologiques, cliniques, et évolutives.

2. Outils statistiques :

Les données ont été saisies sur le logiciel Microsoft Word 2019 et analysées sur les

logiciels Microsoft Excel 2019 et SPSS version 18.10.

Les tests statistiques sont considérés comme significatifs lorsque la p-Value (degré de

signification) est inférieur a 0,05.

3. Analyse du LCR:

3.1. Phase pré-analytique :

L’étude a été faite sur des préléevements de LCR réalisés par des ponctions lombaires

dans le cadre d’une asepsie rigoureuse, par un trocart adapté et recueilli sur des tubes stériles.

La premiere condition a la réalisation d’une PL est I’élimination des contre-indications

susceptibles d’entrainer un engagement cérébral et suspectées a la clinique ; On cite :

L’hypertension intracranienne en raison du risque d’engagement cérébral (la
normalité d’un examen neurologique minutieux permet de se passer de
I'imagerie).

Un processus expansif intracranien.

La malformation d’Arnold-Chiari.

Une infection au point de ponction.
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e Une thrombopénie sévére : nombre de plaquettes inférieur a 50 G.L-1 (50
000/mm3 de sang).

e Les troubles de la coagulation ou traitements modifiant ’hémostase.

Ensuite, le patient est positionné correctement,

Palper les bords supérieurs des crétes iliaques.

Tracer Une ligne imaginaire entre ces deux crétes (= planum supracristale) qui traverse
I'espace L3-L4 ou le processus épineux L4-L5 suivant les auteurs.

Les niveaux L3-L4 et L4-L5 sont optimaux pour réaliser une PL, mais l'intervalle L5-S1

est également possible.

Figure 1. Positionnement du patient pour la ponction lombaire

A. Un grand enfant en positon assise. B. Un grand enfant en position de décubitus latéral.
C. Un nourrisson retenu dans la position assise. D. Un enfant retenu dans la position assise

1. Un Enfant retenu en décubitus latéral
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Le recueil du LCR se fait en comptant au moins 10 gouttes par tube (soit 0,5mL). Les

tubes doivent étre acheminés rapidement au laboratoire pour une analyse :

v' Tube 1 : Bactériologie (examen direct, culture, antibiogramme)

v" Tube 2 : Biochimie (glycorachie, protéinorachie, lactate)

v" Tube 3 : Hématologie (cellularité, analyse éventuelle du cytospin)

v" Tube 4 : Pour des éventuelles analyses complémentaires selon I'indication de la PL (mi-

crobiologiques, immunologiques, métaboliques). Ce tube peut étre conservé a+4°C

L’acheminement du LCR vers le laboratoire a été fait sans délai (moins de 30 minutes).

Figure 2. tube stérile pour prélevement de LCR

w W W

Figure 3. Types de trocarts pour la PL
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3.2. Cytologie :
3.2.1.  Qualitative :

La numération des éléments cellulaires (leucocytes et hématies) a été faite a l'aide de la

cellule de Malassez ou de Kova slide, le résultat est exprimé en éléments par mm3.

3.2.2. Quantitative :

La formule leucocytaire a été établie, aprés coloration au May-Grunwald Giemsa (MGG) ou

éosine-bleu de méthyléne du frottis du culot de centrifugation du LCR

o

¢
{
C
(
{
(
{

Figure 4. Cellule de Malassez a droite et de Kova slide a gauche

3.3. Bactériologie :

a. Examen direct :

Il a consisté a réaliser des frottis du culot de centrifugation du LCR sur lame. Ces frottis
ont été colorés au Gram, séchés et observés a l'immersion au microscope optique a l'objectif

100, et ont permis de mettre en évidence la présence des bactéries dans le LCR.

b. Culture :

Effectuée systématiquement en premier temps afin d’éviter tout risque de contamination

du LCR en utilisant des milieux enrichis permettant la croissance des bactéries exigeantes

responsables des méningites bactériennes :

-10-
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v" Gélose au chocolat avec supplément vitaminique (poly vitex) (en aérobie et
en atmosphere enrichie en CO2, incubée a 37°C).

v" Gélose au sang, incubée a 37°C sous une atmospheére de 5a 10 % de CO2.

Ces milieux sont observés apres 18 h a 48 h et conservés pendant 5 jours.

Figure 5. milieux de culture : Gélose chocolat a gauche et gélose au sang a droite

c. Antibiogramme :

L’étude et I'interprétation de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries identifiées a

été faite selon les recommandations du comité francais de I’antibiogramme (EUCAST)[9].

-11 -
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d. Les méthodes automatisées :

L'identification des bactéries et la détermination de I'antibiogramme avec les CMI ont été

faites par méthode automatisée grace a I'automate BD Phoenix® M50.

Figure 6. L'automate BD Phoenix® M50 au niveau du service de microbiologie de I’hdpital
militaire avicenne de Marrakech

3.4. Analyse du LCR par gPCR :

La PCR en temps réel (gPCR) est fondée sur le principe d’amplification des acides
nucléiques d’ADN qui seront mesurés dans chaque cycle (en temps réel) grace a un marqueur

fluorescent.

La détection des produits de PCR se fait donc par une méthode fluoromé trique et repose
sur I’analyse de la cinétique de la réaction PCR au moyen d’un systéeme capable de détecter ‘en

tube fermé ’ les produits de PCR formés apres chaque cycle d’amplification.

Cette méthode permet une analyse a la fois quantitative et qualitative.

-12 -
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La PCR en temps réel de détection de N. meningitidis, H. influenzae et S. pneumoniae a été

mise au point et validée sur le thermocycleur Bio -rad cfx96 real time system C1000.

Elle comporte une étape d’extraction et d'une étape simultanée d’amplification et de

détection.

3.4.1. Matériels et réactifs :

Le matériel nécessaire pour réaliser I’analyse est le suivant :

% Tubes Eppendorf 1,5 ml

< Micropipettes et pointes stériles avec filtre
% Micro-centrifugeuse avec rotor pour micro tubés de 1,5-2 ml
< Plaques PCR compatibles

% Films adhésifs optiques

% Thermocycleur temps réel

% Sondes et amorces

< Controles positifs

% Universal Master Mix 2X

% Agitateur-mélangeur vortex

< ddH20

% Colonne Qlamp

< Ethanol (96 2 100 %)

< Blouses jetables

« Masques

% Charlottes

% Bloc chauffant a 56°C

s Portoir de Plate
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% Collecteur de déchets

0,

% Hotte contenant le matériel

Figure 7. Hotte contenant le matériel de PCR

3.4.2. Etape 1l : Extraction et purification de I’ADN :

L'extraction et la purification de I'ADN sont réalisées avec le kit QlAamp DNA Mini
(QIAGEN). Il s’agit d’un systéme ayant recours a la technologie des membranes de silice
(QlAamp) pour l'isolation et la purification de I’ADN génomique a partir d’échantillons

biologiques.

Le kit peut étre conservé a température ambiante (15-25°C) jusqu'a 12 mois. Le kit
QlAamp DNA Mini contient une solution de Protéinase K préte a I'emploi, qui est conservée a

4°C (réfrigérateur).
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QlAamp DNA Mini Kit (50)

Cot. Mo, 51304

Sl e ——— s

Figure 8. Kit QlAamp DNA Mini Kit

a. Principe :

L’extraction se base sur deux types de procédures : la procédure de centrifugation
réalisée a I'aide d’une centrifugeuse et la procédure d’aspiration sous vide a l'aide d’un

systeme a vide. Chaque procédure comprend 4 étapes :

o Lalyse de la membrane cellulaire : Les échantillons sont lysés dans des conditions
dénaturantes, a température élevée.

o La précipitation : Fixation de ’ADN génomique a la membrane de la colonne de
centrifugation : L’ADN génomique est adsorbé sur la membrane de silice alors que
le lysat passe a travers la membrane sous I'effet d’une dépression ou de la force

centrifuge.
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o La purification : Alors que ’ADN génomique reste fixé sur la membrane de la co-
lonne de centrifugation, les contaminants sont éliminés par lavage.

o L’élution de ’ADN génomique pur a partir de la membrane : L’ADN génomique est
élué de la membrane de la colonne de centrifugation a I'aide de tampon d’élution

(AE). L’ADN élué est prét a étre utilisé dans le cadre de diverses analyses en aval.

Equilibrating Adsorption Rinse Elute Analysis

=7 X3 g T

)

]

e £l
e e
Centrifuge C Centrifuge Centntuge

Figure 9. Etapes de purification de I'ADN

b. Protocole :

Les étapes suivantes ont été réalisées selon le protocole du fabricant du kit QIAGEN DNA
Mini :

> Préparation du tampon de lyse avec lysozyme :

Lysozyme référence (L6876-5G, SIGMA) pour 5 grammes ou deux lots de (L6876- IG

SIGMA) pour 2 grammes en total.

Tampon TE : Reference (93283 100ML, SIGMA)

Pour 300 échantillons :

180 microl x 300 = 54 000 microl = 54 ml
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Pour 60 ml on aurait besoin de 1,3 grammes (20 mg x 60 ml, pour une concentration

recommandée de 20 mg/ml) :

0 Peser 1,2 grammes de la poudre de lysozyme a resuspendre dans 60 ml du tam-
pon de TE (Tris HCL EDTA a ph 8.0)
o Bien vortexer jusqu’a homogénéisation totale.

> Préparation des échantillons :

Resuspendre les colonies prélevées dans un volume de 180 pl de la solution enzymatique
a base de Lysozyme (20mg/ml Lysozyme, et tampon TE composé de (20 mM Tris HCL, PH 8.0 ;

2mM EDTA ;1,2 Triton) et vortexer jusqu’a homogénéisation totale.

Figure 10. A droite : Mélange des prélevements avec le tampon de lyse :

A gauche : vortexage du mélange : prélevement du LCR et le tampon de lyse

» Lyse des bactéries :

1/Mélanger au vortex puis incuber pendant au moins 30 min a 37°C.

2/Ajouter 20 pl de protéine K et 200ul de tampon de lyse buffer AL.

3/Mélanger brievement au vortex
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4/incuber a 56°C pendant 30 min, puis encore 15 min a 95C;

Une incubation prolongée a 95°C peut entrainer une dégradation de I’ADN

Figure 11. Incubateurs a 56°C a gauche et a 95°C a droite

5/Centrifuger pendant quelques secondes.

6/Ajouter 200 ul d’éthanol (96-100%) a I'échantillon et mélanger au vortex par

impulsions.
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Figure 12. Flacon d’éthanol avec micropipette dosée a 200 ul

7 /Appliquer soigneusement le mélange de I'étape précédente y compris le précipité, a la

colonne QlAamp Spin dans un tube de collecte de 2ml, sans en mouiller le bord.

Figure 13. Colonne QlAamp Spin
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8/Fermer le tube et centrifuger a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min.

Figure 14. La centrifugeuse

9/Placer la colonne QlAamp Spin dans un tube de collecte propre de 2ml et jeter le tube

contenant le filtrat.

10/Ouvrir soigneusement la colonne QlAamp Spin et ajouter 500 yuL de tampon A W 1

sans mouiller le bord.
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Figure 15. Flacon contenant le buffer AW1 avec la micropipette dosée a 500 ul

11/Fermer le tube et centrifuger a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min

12/Placer la colonne QlAamp Spin dans un tube de collecte propre de 2ml et jeter le tube

de collecte contenant le filtrat.

Figure 16. Tube collecteur contenant le filtrat
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13/Ouvrir soigneusement la colonne QlAamp Spin et ajoutez 500 pL de tampon AW2

sans mouiller le bord.

14/Fermer le tube et centrifuger a grande vitesse (20 000 x g, 14 000 rpm) pendant

3min.

15/Placer la colonne QlAamp Spin dans un tube Eppendorf stérile de 1,5 ml (Non fourni)
et jeter le tube de collecte contenant le filtrat. Ouvrir soigneusement la colonne QlAamp Spin et
ajouter 200 pL de tampon AE. Incuber a température ambiante pendant 1 min, puis

centrifuguer a 6000 x g (8000 rpm) pendant 1 min.

16/ Retirer la colonne et fermer le tube contenant I’éluat d’ADN, et conserver a moins 20
jusqu’a utilisation.

3.4.3. Etape 2 : Amplification et détection :

Figure 17. a gauche, I’automate d’amplification :

a droite I’'ordinateur comprenant le logiciel d’interprétation
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L’amplification comporte 3 étapes

a. Ladénaturation :

A une température élevée de 95°C, les liaisons hydrogénes maintenant les brins d’ADN

ensemble sont rompues. A la fin de la dénaturation, on obtient alors deux simples brins d’ADN.
b. L’hybridation :

La température s’abaisse entre 45° et 65°C. Les amorces s’hybrident aux brins d’ADN
cibles par complémentarité des bases. Aprés s’étre fixées, elles servent de point de départ a la

polymérisation du brin complémentaire a I’ADN matrice.
c. L’élongation :

A une température de 72°C, I’ADN polymérase commence a polymériser en ajoutant des
désoxyribonucléotides libres. Chaque base est complémentaire a la base correspondante sur le
brin matrice. La polymérisation se fait dans le sens 5’ 3’.

Les cycles thermiques décrits ci-dessous, sont les mémes pour chacun des trois germes.

Tableau I. Programme de la real time PCR

Description
Etapes

Temps Température Nombre de cycle
1 2 min 50 °C 1
2 10 min 95 °C 1

15 secs 95°C
3 40

1 min 60°C
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d. Expression des résultats :

C’est le cycle seuil en abscisse : c’est le nombre de cycle PCR pour lequel la fluorescence
mesurée par l'instrument est significativement au-dessus du zéro. La valeur de Ct est
inversement proportionnelle au nombre des copies du géne cible au début de la PCR.

La grille d’interprétation est représentée dans le tableau ci-dessous.

Tableau Il. Interprétation des valeurs du Ct.

Ct Résultat
<= 35 Positif
36 - 40 Equivoque
> 40 ou absent Négatif
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Sur une période de plus de 3 ans (Juin 2019 a Octobre 2022) et en se basant sur les
criteres d’inclusion et d’exclusion cités ci-dessus, nous avons pu recruter 959 patients :
Cent quarante-cing (145) échantillons du liquide céphalo-rachidien (LCR) avaient une PCR
positive soit une prévalence globale de positivité de I’ordre de 15%.
Les germes isolés étaient :
e Le Streptococcus pneumoniae (Sp) : 79 cas (55%)
e Le Neisseria meningitidis (Nm) : 37 cas (26%)
e L’Haemophilus influenzae (Hi) : 21 cas (14%), parmi lesquels 9 étaient a
I’Haemophilus de sérotype b (Hib) et 12 de sérotype non-b.
e Le Streptococcus agalactiae (SB) : 3 cas (2%)

e L’Entérovirus : 5 cas (3%)

Le schéma suivant représente ces résultats :

55% l

mNm Sp Hi ®S. agalactiae m Entérovirus

Figure 18. Répartition des cas de méningite selon le germe.
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Dans ce travail, nous détaillerons les résultats des cas dont les prélevements étaient

positifs au méningocoque (Nm).

I. Profil épidémiologique :

1. Fréguence selon les années :

Nous avons recu 959 prélévements, dont 385 ont été recu en 2020, 318 en 2021 et 256
en 2022.

Trente-sept cas était positifs a méningocoque soit une prévalence de 4%.

Parmi les 37 cas positifs a méningocoque : 18 ont été prélevés en 2020, neuf en 2021 et
dix en 2022 soit une prévalence annuelle de 5%, 3% et 4% respectivement.

La figure suivante schématise ce résultat :
450 6%

400 385
5%
350

300 4%
256
250
3%
200

150 2%

100
1%

50
18 10

0 0%
2020 2021 2022
. Prélévement regus 385 318 256

Préléevements positifs a
méningocogque
% 5% 3% 4%

18 6 10

Figure 19. Répartition des cas positifs &8 méningocoque selon les années de I’étude.
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2. Répartition géographique :

Notre étude a compris 959 prélevements dont 594 ont été collectés au niveau du CHU de

Marrakech, et 365 ont été collectés du CHU de Tanger.

Parmi ces cas, 23/594 prélévements provenaient du CHU de Marrakech soit 4% et 14/365

provenaient du CHU de Tanger soit 4%.

Cette répartition est schématisée ci-dessous.

700 5%

4%
600

4%
500

3%
400 3%

300 2%
2%
200
1%
100
1%
0 ] — 0%
Marrakech Tanger
s Prélévement regus 594 365
Prelew'an'! ents positifs a 23 14
méningocoque
—— 0, 4% 4%

Figure 20. Répartition géographique des cas
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3. Répartition selon I’'age :

L’age moyen de nos patients était de quatre ans, avec des extrémes entre un mois et 15
ans.

La tranche d’age de moins d’un an était prédominante représentant 22 cas soit 60%.

Ce résultat est statistiquement significatif (p= 0.032).

Tableau lll. Répartition des patients selon I’dge

Age <lan 1 a 5ans 5al5ans p-Value

[IM N (%) 22 (60%) 6 (16%) 9 (24%) 0.032

La répartition selon I’age est schématisée ci-dessous :

Figure 21. Répartition de nos malades selon les tranches d'dge
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4. Répartition selon le sexe :

Dans notre série, le sexe féminin était légérement prédominant a 54% ;

e Sexe Féminin : 20 enfants
e Sexe Masculin : 17 enfants

e Sexe ratio M/F = 0.8.

Ce résultat n’est pas statiquement significatif (p= 0.67).

Tableau IV. répartition des patients selon le sexe

Sexe Masculin Féminin p-Value

[IM N (%) 17 (46%) 20 (54%) 0.67

Figure 22. Répartition des cas selon le sexe
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Il. Profil vaccinal anti-Neisseria meninaqitidis :

Aucun de nos patients n’a été vacciné contre le méningocoque.

lll. Profil clinigue :

1. Symptomatologie :

1.1. Fievre:

Trente-six nos patients étaient fébriles a leur admission (97%).

1.2. Syndrome méningé :

Parmi les 37 cas positifs au méningocoque, 15 présentaient un syndrome méningé a leur

admission soit 40% des cas.

15
Syndrome méningé présent
Syndrome méningé absent

22

Figure 23: Répartition des cas selon la présence du syndrome méningé
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1.3. Les troubles de consciences :

Les troubles de conscience étaient manifestés par 24 de nos patients soit 65% des cas.

1.4. Les convulsions :

Quinze enfants présentaient des convulsions a I'admission soit 40% des cas.

1.5. Autres:

» Le purpura:

Trois patients présentaient un purpura a I’admission, soit 8% des cas.
> L’hypotonie :

L’hypotonie était présente chez six patients soit 16% des cas.
> Léthargie :

Six de nos patients étaient léthargique a ’'admission soit 16% des cas.
> Le refus de tété :

Cinq patients présentaient un refus de tété a leur admission, soit 13% des cas.
> Le bombement de la fontanelle :

Trois patients avaient une fontanelle bombante a I'admission, soit 8% des cas.
> Les douleurs abdominales :

Les douleurs abdominales étaient présentes chez six patients soit 16% des cas.
> Signes de sepsis :

Neuf de nos patients (24%) présentaient des signes d’infection sévére a type de froideur

des extrémités, allongement du temps de recolorisation cutanée, et d’apparence toxique.
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Tableau V. Répartition des patients selon les signes cliniques

Symptéme IIM N (%) p-Value
Fievre 36 (97%) 0.047
Trouble de conscience 24 (65%)
Syndrome méningé 15 (40%)
Convulsions 15 (40%)
Sepsis 9 (24%)
Douleurs abdominales 6 (16%) NS
Hypotonie 6 (16%)
Refus de tété 5 (13%)
Purpura 3 (8%)
Bombement de la fontanelle 3 (8%)

Le diagramme ci-dessous récapitule les différents signes cliniques retrouvés.

Bombement de la fontanelle I 3
Purpura [ 3
Refus detété I 5
Hypotonie [ 5
Douleurs abdominales [N ©
Sepsis NN ©
Convulsions NN 15
Syndrome méningé NN 15
Trouble de conscience NN 24

Fievre I 36

Figure 24: Récapitulatif des signes cliniques
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2. Evolution :

Parmi les 37 cas positifs a méningocoque, 31 ont évolué favorablement (84%), trois (8%) ont

décédé et trois (8%) ont gardé des séquelles neurologiques.

Guérison avec
séquelles™

8%

Guérison py
84% e

Figure 25: Profil évolutif des patients

Les séquelles observées étaient les suivantes :
— Un cas d’hydrocéphalie.
- Un cas d’ataxie cérébelleuse statique.

— Un cas d’épilepsie associé a une hydrocéphalie.
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IV. Profil biologique :

1. Numération de la formule sanqguine :

Nous avons objectivé un nombre moyen de globules blancs dans le sang de 22128/ mm3,
avec des extrémes de 5100/mm3 et 67230/ mm3.

Une hyperleucocytose a été observée chez 27 patients parmi les 37 cas positifs a
méningocoque, soit 70% des cas.

Aucun de nos patients ne présentait une neutropénie.

2. Protéine C réactive :

La protéine C réactive (CRP) était mesurée chez 34 patients, soit 92% des cas
Sa valeur moyenne était de 189.34 mg/L avec des valeurs extrémes entre 6 mg/L et 539
mg/L.

Chez 23 patients (62%), elle était supérieure a 50mg/I.

3. Analyse du liguide céphalorachidien :

3.1. Aspect macroscopique :

Le liquide céphalorachidien était trouble chez 21 de nos patients, Clair chez 12, Hématique
chez deux, et franchement purulent chez deux de nos patients, soit respectivement 57%, 33%,

5% et 5%.
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Les différents aspects du LCR recueilli lors de la ponction lombaire figurent sur le schéma

suivant :

Clair

33%

H Hématique
Trouble

- = Purulent
. 57%

Figure 26: Répartition des cas selon I'aspect du LCR

3.2. Etude chimique :

a. Glycorachie :

La glycorachie était mesurée chez 30 de nos patients (94%).

Sa valeur moyenne était de 0.46 g/I, avec des extrémes de 0.03 et 1.31g/I.

Une hypoglycorachie était présente chez 19 patients soit 63% des cas, dont 8 présentait
une hypoglycorachie profonde inférieure a 0.2 g/l soit 27% des cas.

Une normoglycorachie était présente chez seulement 11 de nos patients, soit 37% des cas.

La glycémie concomitante était calculée chez 12 patients ; dont 7 avaient un rapport

glycorachie/glycémie inférieur a 0.5.

- 36 -



Caractéres épidémiologiques et diagnostiques des infections invasives a méningocoque chez I’enfant au Maroc

Le tableau ci-dessous représente la répartition des cas selon les valeurs de la glycorachie.

Tableau VI. Répartition selon les valeurs de la glycorachie

Nombre de cas Pourcentage/ 30 patients
Hypoglycorachie 19 63%
Hypoglycorachie <0.2 g/I 8 27%
Normoglycorachie 11 37%

b. Albuminorachie :

Elle a été mesurée chez 31 de nos patients.

Sa valeur moyenne était de 1.44 g/I, avec des extrémes entre 0.15 et 4 g/I.

Une hyperalbuminorachie était retrouvée chez 19 patients soit 61% des cas, parmi lesquels
11 avaient une albuminorachie supérieure a 1g/l soit 35%.

Le tableau ci-dessous représente la répartition des cas selon les valeurs de
I’albuminorachie.

Tableau VII. Répartition des cas selon les valeurs de I’albuminorachie

Normo- : : Hyperalbuminorachie
Hyperalbuminorachie
albuminorachie >1g/l
Nombre de cas 12 19 11
Pourcentage/ 31
_ 38% 61% 35%
patients
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3.3. Etude cytologique :

a. Nombre des éléments dans le LCR :

Il a été relevé chez tous les patients soit 100%.
Sa valeur moyenne était de 2845/mm3, avec des extrémes entre 23/mm3 et 15480/mm3.

Parmi les 37 cas positifs a Nm, 28 patients avaient plus de cing éléments, soit 76% des cas.

b. Les polynucléaires neutrophiles dans le LCR :

Le pourcentage des PNN a été relevé chez tous nos patients soit 100%.
Sa valeur moyenne était de 68%, avec des extrémes de 20% et 90%.

Vingt-trois sur 37 patients avaient une prédominance des PNN soit 62% des cas.

3.4. Etude bactériologique du liquide céphalorachidien :

a. Examen direct :

L’examen direct du LCR a été réalisé chez tous les patients.
Il était positif chez 4 patients soit 11% des cas, isolant des diplocoques a Gram négatif.

b. Culture :

Elle a été réalisée chez tous les patients (100%)
Elle revenait positive chez 7 patients soit 19% des cas.

c. PCR:

Elle a été effectuée chez tous nos patients (100%).
Les résultats étaient positifs a Neisseria meningitidis avec identification des sérogroupes chez

37 patients soit 100%.
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Les sérogroupes retrouvés sont illustrées sur le tableau suivant :

Tableau VIIl. Répartition des cas de Nm selon le sérogroupe

Non
A B BetY C w Y X , L, Total
déterminé
N 1 21 2 1 1 1 0 10 37
% 3% 57% 6% 3% 3% 3% 0 27% 100%

d. Confrontation des résultats microbiologique :

Trente- sept patients étaient trouvés positifs au Neisseria meningitidis par PCR et/ou
culture.

Parmi ces enfants, 37/37 (100%) étaient positifs par PCR, et 7/37 (19%) étaient positifs par
culture et par PCR.

Ce résultat est statistiquement significatif (p <0.0001).

Les résultats microbiologiques sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau IX. Confrontation des résultats de I'examen direct, la culture et la PCR.

Examen direct Culture
PCR P-Value
Positif Négatif Positif Négatif
N
ombre de 4 33 7 29 37
prélevement
Pourcentage /37 <0.0001
ag 10% 90% 19% 81% 100%
patients
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l. Rappel :

1. Neisseria meningitidis :

Le Neisseria meningitidis a été découvert en 1887 par Weichselbaum dans le liquide
céphalorachidien (LCR) des sujets atteints de méningite aigue.
C’est un germe strictement humain [10].

Il appartient a la famille des Neisseriaceae et au genre Neisseria [10].

1.1. Etude bactériologique :

a. Caractéres morphologigues :

Le méningocoque a la forme d’un cocci mesurant 0,8 a 1 uym de diamétre et ne prenant
pas la coloration de Gram (Gram négative) qui se présente en diplocoques adjacents (en grain

de café) ou en tétrades [11].

La culture sur milieu solide approprié permet d'observer des colonies a bords réguliers de
1 a 2 mm en 18 a 24 heures. Ces colonies sont petites, rondes, bombées, lisses, et

transparentes, pouvant s'agrandir dans les jours suivants [11].
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Figure 27. Coloration de Gram montrant des diplocogues du Neisseria meningitidis [12]

b. Caracteres culturaux :

Le méningocoque est un germe trés fragile, sensible a la chaleur et au froid. Il est cultivé
aisément sur milieux enrichis (Mueller- Hinton, gélose au sang...) en 24 heures, a une

température de 35-37 °C [13].

Pour faciliter l'isolement du méningocoque dans les mélanges polymicrobiens, on utilise
des milieux sélectifs (additionnée d’antibiotiques auquel le germe est naturellement

résistant)[13].
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Figure 28. Aspect macroscopique de colonies en faveur du Neisseria meningitidis “pearl-like

colonies” [14]

c. Caractéres métaboliques :

Le méningocoque est aérobie strict, il posséde une oxydase et une catalase [15].

1.2. Structure chimique et antigénigue :

La surface du Neisseria meningitidis présente une structure complexe formée de multiples
cibles antigéniques [16].

La caractérisation des différents éléments constitutifs de la bactérie permet de mieux
comprendre la physiopathologie, les aspects épidémiologiques, la résistance aux antibiotiques

et les problémes posés par la vaccination [16].
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d. La capsule :

Elle est formée par des polysaccharides qui protégent la bactérie contre la phagocytose et
la bactéricidie sérique [17, 18].
Les souches virulentes sont toujours capsulées [17, 18].
La structure biochimique et antigénique permet de définir 13 sérogroupes désignés par les
lettres majuscules A,B, C, D, E29, W135,X,Y, Z, H, |, K, L [17, 18].

Les cing sérogroupes A, B, C, et dans une moindre mesure, Y et W135, sont responsables
de la quasi-totalité des méningococcies dans le monde [3, 17, 18].

e. Les pili :

Ce sont des éléments filamenteux entourant la bactérie, constitués de I’assemblage
d’unités de piline ou PilE [17, 19].
IIs permettent I’ancrage aux cellules épithéliales de la muqueuse du pharynx et aux cellules
endothéliales [17, 19].

IIs sont responsables de I'initiation du dialogue bactérie-cellule [17, 19].

f. Les lipo-oligosaccharides :

Les méningocoques ont une paroi formée de lipo-oligosaccharides (LOS), apparentés aux
lipopolysaccharides (LPS) des bacilles a Gram négatif. L’expression des différents antigénes du
LOS a permis de classer les méningocoques en 12 immuno-types (L1 a L12) [20].

C’est un facteur de virulence important associé avec la morbidité et la mortalité [20].

g. Protéines de membrane externe :

Les protéines de membrane externe (OMP) sont séparées par électrophorése en cing
classes numérotées de 1 a 5 en fonction de leur poids moléculaire.
Elles forment la base de la classification sérologique des méningocoques en types et sous-

types [21, 22].
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1.3. Les facteurs de virulence :

La virulence de N. meningitidis est définie par sa capacité a coloniser I’hote puis a provoquer
la bactériémie, et c’est grace a des facteurs [17, 23, 24]:

> La Capsule : Protége la bactérie contre la phagocytose et facilite sa dissémination san-
guine.

> Pili : Role d’attachement aux cellules épithéliales et endothéliales, et transfert du matériel
génétique.

> Protéines de la membrane externe : Favorise la survie intracellulaire, en plus d’un réle
dans la résistance a la médiation du complément sérique et I’adhérence a la cellule hoéte.

> Les lipo-oligosaccharides : Le lipide A a une activité endotoxinique au cours de la crois-
sance cellulaire rapide de la membrane externe des bactéries.

> IgA protéase : Contrarie la défense de I’hote.

> Transferrine binding proteins : Agit comme médiateur d’acquisition de fer pour le méta-

bolisme bactérien.
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Figure 29. Structure de la paroi du Neisseria meningitidis [25]

2. Les infections invasives a méningocoque :

2.1. Définition :

Une infection bactérienne invasive est définie par I’isolement d’un organisme bactérien au
niveau d’un liquide biologique normalement stérile, tel que le sang, le LCR, le liquide pleural,
péricardique et articulaire, les aspirations osseuse ou les abces profonds [26].

Le méningocoque fait partie des trois principales bactéries a I’origine d’infections invasives

qui vont de la simple bactériémie au purpura fulminans[27] :

e Le Neisseria meningitidis (méningocoque)

e Le Streptococcus pneumoniae (pneumocoque)

e Le Haemophilus influenzae
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Entre ces deux extrémes, différents degrés de gravité peuvent étre observés [28].

Schématiquement, on distingue 2 grandes catégories [28] :

e Les méningococcies invasives, définies par I'isolement du méningocoque dans

le sang et/ou le LCR.

e Les autres manifestations qui regroupent les localisations extra méningées et
les manifestations de nature immunologique parfois observées au décours des

infections systémiques.

2.2. Physiopathologie :

2.2.1. Etapes d’invasion :

Lorsqu’on est exposé a une souche pathogene, le développement d’une IIM nécessite trois
conditions : la colonisation du nasopharynx, la translocation du germe, puis sa survie et sa

prolifération dans la circulation sanguine [29 - 31].

a. Colonisation du nasopharynx :

Le méningocoque adhére aux cellules de I’épithélium du nasopharynx grace aux adhésines
de ses pili, I'infection s’arréte a ce stade et le sujet devient un porteur asymptomatique [32,

33l

b. Translocation bactérienne

Apres la phase initiale d’adhésion, la traversée de I'épithélium s’effectue ensuite
probablement par transcytose [34].

Cette transcytose semble étre facilitée par I'inflammation de la muqueuse rhinopharyngée,
que celle-ci soit d’origine toxique (tabagisme notamment, passif chez le jeune enfant),
climatique (sécheresse, expliquant en partie le caractére saisonnier des épidémies en Afrique

subsaharienne) ou encore infectieuse (une co-infection virale ou bactérienne) [34].
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Le germe se retrouve ensuite dans la sous-muqueuse au contact des cellules du systéme

immunitaire et des vaisseaux [35].

c. Prolifération bactérienne dans la circulation sanguine :

La survie et la prolifération du méningocoque dans la circulation sanguine impliquent un
déséquilibre entre les facteurs d’agression bactériens et les facteurs de défense de I’hote [36].
IIs sont principalement liées aux facteurs de virulence de la bactérie et sont favorisées

dans certains cas par un déficit inné ou acquis du systeme immunitaire [29].

2.2.2. Physiopathologie de la méningite a méningocoque :

La survenue d’une méningite a méningocoque suppose un envahissement obligatoire de
I’espace sous-arachnoidien et une induction d’une réaction inflammatoire [37, 38].

Les manifestations cliniques traduisent I'effet local des neutrophiles et I'altération de la
BHE. Ainsi, I’cedéme cérébral est a la fois vasogénique (par augmentation de la perméabilité de
la BHE), et interstitiel (par diminution de la résorption du LCR) [33, 39].

L’hypertension intracranienne (HTIC) qui en découle, la vascularite induite par
I'inflammation méningée, ainsi que les thromboses vasculaires sont a I'origine de profondes
perturbations du débit sanguin cérébral [33, 39].

Les phénomenes inflammatoires vasculaires peuvent étre accompagnés de thromboses
vasculaires. Ces derniéers, associés a I'HTIC, concourent a la création des lésions cérébrales [33,
39].

Les cas mortels de MM sont principalement liés a I’HTIC provoquant I’engagement cérébral

[39].
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Figure 30. Physiopathologie de la méningite bactérienne
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2.2.3. Physiopathologie du purpura fulminans :

La méningococcémie fulminante (FM) se caractérise par la survenue brutale et
simultanée d’un état de choc et d’une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) déclenché

par les endotoxines bactériennes [40].

L’expression clinique et I’évolution de la maladie sont quant a elles dus a la réponse
inflammatoire de I’h6te. L’agression endotoxinique et la réponse a cette agression

endotoxinique sont donc les deux étapes provoquant les signes cliniques [41].

3. Les formes cliniques :

La classification générale des méningococcies invasives proposée en 1983, qui est
d’ailleurs toujours d’actualité, repose sur le site d’isolement du N. meningitidis. Ainsi, on peut

se retrouver en face de trois cas [28] :

e La méningite cérébrospinale (MCS) lorsque la bactérie est isolée uniquement dans le
LCR.

e La bactériémie exclusive quand le germe est isolé uniquement dans le sang.

e La méningite associée a la bactériémie lorsque la bactérie est isolée dans le LCR et dans

le sang.

Cette classification a une valeur clinique et pronostique [28].

3.1. La méningite cérébrospinale :

La MCS représente 50 a 70% des cas des IMM [42].

Le tableau classique est celui d’une méningite bactérienne, quoique le diagnostic
reste moins évident aux ages extrémes comme on peut le constater chez le nourrisson et le

sujet agé [42].
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3.2. La méningococcémie fulminante (purpura fulminans) :

La MF constitue non seulement la forme la plus grave des méningococcies invasives, mais
également la plus grande urgence infectieuse. La MF associe un état infectieux sévére, une
défaillance circulatoire aigué et un purpura extensif [43].

Il faut souligner que la MF n’est pas une complication évolutive de la MCS, mais constitue une
entité distincte qui survient d’emblée [43].

Elle est plus fréquente chez la population pédiatrique, mais n’épargne pas les adultes [43].

3.3. Les autres formes de méningococcémie isolée : Sont la méningococcémie isolée, ménin-

gite avec état de choc, infections invasives chronique, infection invasive récidi-

vantes, qui sont plus rares [43].

3.4. Autres manifestations des infections invasives a méningocoque :

Rarement, le méningocoque peut étre isolé d’autres sites stériles [44].

> Manifestations articulaires : Sous forme d’arthralgies simples, d’arthrites aigués

septiques, d’arthrites primitives ou d’arthrites post-méningococciques [43].
> Cutanées : Elles sont dominées par un purpura de mécanisme mixte, thrombopé-
hique et vasculaire. On y retrouvera un purpura pétéchial ou une éruption mor-

billiforme ou papuleuse non prurigineuse [43].

> Cardiaques : Elles sont assez rares et dominées par les péricardites [45, 46].
> Broncho-pulmonaire : Peu fréquente, Le tableau clinique n’est pas spécifique et

réalise une bronchopneumopathie localisée ou diffuse, plus rarement une pneu-

monie aigué [43].

A\

Oculaire : Elles sont représentées essentiellement par les conjonctivites et les en-

dophtalmies [43].
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> Urogénitales : Peuvent se traduire par une urétrite aigué ou une orchi-
epididymite chez ’homme, et par une vaginite aigué ou une inflammation pel-
vienne aigué chez la femme [47].

> Autres : Exceptionnelles, représentées par des péritonites aigués primitives , des
hépatites cytolytiques aigués , des tétraplégies, des infarctus médullaire, des po-

lyneuropathies périphériques et des infarctus osseux [43].

4. La vaccination :

Le Neisseria meningitidis est une bactérie extracellulaire sensible a I'activité lytique du
complément aprés sensibilisation aux IgG. La démonstration de ce mécanisme
d’immunoprotection naturel a conduit au développement d'un vaccin acellulaire qui induit des

IgG bactéricides [48].

Les vaccins actuellement disponibles contre les sérogroupes du méningocoques A, C, Y et
W qui sont produits a l'aide des antigenes capsulaires. En revanche, il n'existe pas de vaccin
poly-osidique contre les méningocoques du groupe B, vu que ce polysaccharide n'est pas
immunogéne. En effet, il ressemble aux auto-antigénes présents sur les cellules nerveuses

[49].

Actuellement, trois vaccins sont disponibles pour lutter contre les infections

méningococciques [49]:

e Les vaccins polysaccharidiques non conjugués : les polysaccharides capsulaires indui-
sent une réponse immunitaire humorale. lls sont utilisés depuis plusieurs années, et
leur tolérance est trés bonne. lIs sont dénués de risque et conférent une immunité chez

le grand enfant (> 2 ans) et chez I’adulte [47 - 49].
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e Les vaccins polysaccharidiques conjugués : La conjugaison consiste a lier un polysac-
charide capsulaire a une protéine vectrice. Cette conjugaison permet d’induire, dés le
plus jeune age, la mise en action de I'immunité humorale et cellulaire (T et B).
L’'efficacité vaccinale est ainsi améliorée de facon considérable [50].

e Les vaccins protéiques multicomposants anti-méningocoque B : c’est un vaccin qui cible
les protéines exprimées a la surface de la bactérie. Il est efficace avant | ‘dge de deux
ans, assure une protection plus rapide, plus intense et plus prolongée (10 ans et plus)
avec acquisition d’'une mémoire immunitaire et réduction du portage rhino-pharyngé

(immunité collective de groupe et diminution de la transmission) [53].

Le BEXSERO® est le premier vaccin anti-méningococcique recombinant concernant des
multiples souches pathogénes du sérogroupe B, a obtenir une AMM en Europe (2013). Il est

composé de trois antigénes protéiques recombinants non spécifiques d’une souche [54]:

e Le « factor H binding protein » ou fHbp,
e La « Neisseria adhesion A » ou NadA,
e Le « Neisserial heparin binding antigen » ou NHBA, associés a des vésicules de mem-

brane externe.
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Figure 31. Les composants du vaccin protéique BEXSERO® [55]

En France, la vaccination par le BEXSERO® est recommandée a partir de I’dge de 2 mois

uniquement chez Les personnes a risque (personnels de laboratoire de recherche travaillant

spécifiqguement sur le méningocoque, déficit du complément, greffe de cellules souches

hématopoiétiques...) et dans le cadre d’une épidémie [54].

Ce vaccin n’est pas encore disponible dans notre pays [53].
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Tableau X. Vaccins disponibles contre le méningocoque/56]

Vaccin Sérogroupes couvert

Vaccin polysaccaridiques

Divers Un ou plusieurs des sérogroupes A, C, W et/ou Y

Vaccins polysaccharidiques conjugués a une protéine

Méningitec® C
Menjugate® C
NeisVac-C® C
MenAfriVac® A
Menactra® A CWY
Menveo® A CWY
Nimenrix® A CWY

Vaccins cohjugués combinés

Menitorix® C + Haemophilus influenzae de type b

MenHibrix® C, Y + Haemophilus influenzae de type b

Vaccin contre le méningocoque utilisant des antigénes sous capsulaires

Trumenba® B

Bexsero® B
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Il. Discussion de nos résultats :

1. Profil général des infections invasives au Maroc :

Le profil bactériologique de notre série était dominé par les trois germes classiquement
rapportés dans la littérature : Neisseria meningitidis (Nm), Streptococcus pneumoniae (Sp) et

Haemophilus influenzae (Hi).

Depuis la généralisation du vaccin contre I’Hib, le Sp et le Nm constituent les deux

principaux germes responsables des Infections invasives chez I’enfant au Maroc [7].

Ainsi dans notre série, le pneumocoque représentait 55% des cas suivi du méningocoque

dans 26% des cas puis par I’Haemophilus dans 14% des cas.

Ces résultats rejoignent ceux des études de M. Sami et de Y. Meghraoui ou une
prédominance du pneumocoque avec des taux respectivement de 47% et 58% des cas, suivi du

méningocoque dans 26% et 24% des cas [57, 58].

Sur le plan international, des taux similaires ont été enregistrés dans la série Tunisienne

de Haddad-Boubaker et al avec 70% pour le Sp et 29% pour le Nm [59].

En revanche, le Nm était majoritaire dans plusieurs études :

A I’échelle nationale: La série de Merabet et al a Tanger a trouvé 71% de Nm ; et la série
de M. Malki a Fés a trouvé 18%; le Sp venait en deuxiéme place avec respectivement 17% et 4%

[60, 61].

A I’échelle internationale: La série Turque de Ceyhan et al a objectivé 26% pour le Sp et

71% pour le Nm [62].

Le groupe des entérovirus est la premiere cause virale de méningite aigue [63].
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Dans notre série, il était retrouvé chez 3.44% des patients ce qui rejoint les données de la

littérature [64 - 66].

Le tableau suivant résume les constatations citées ci-dessus.

Tableau XI. Répartition des cas selon le germe

Région / Date Cas positifs Nm Sp Hi
N (%) N (%) N (%) N (%)
M. Sami [57] Tanger / 9 (-) 3 (26%) 5 (47%) 1 (9%)
' 2019-2020 > > >
Y. Meghraoui [58] Marrakech / 38 (-) 9 (24%) 22 (58%) 4 (10%)
- veg 2009-2016 ° ° °
Tanger-Tétouan-Al
Merabet et al [60] Hoceima / 196 (-) 140 (71%) 33 (17%) 18 (9%)
2006-2015
M. Malki [61] Fés / 49(-) 9 (18%) 20 (4%) 30 (6%)
' 2006-2007 > > >
Haddad-Boubaker Tunisie /
63 (34% 18 (29% 44 (70% 1%
et al [59] 2014- 2017 ( ) ( ) ( ) (2%)
Ceyhan et al [62] Turquie / 125 (12%) 89 (71%) 33(26%) 3 (2%)
Y 2015-2018 ° ° ° °
Marrakech et
Notre série Tanger / 145 (15%) 37 (26%) 79(55%) 21 (14%)
2020-2022
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2. Profils épidémiologiques :

2.1. Fréguence selon les années :

Dans notre série, nous avons recu 959 prélevements, dont 385 ont été recu en 2020, 318

en 2021 et 256 en 2022.

Trente-sept cas était positifs a méningocoque soit une prévalence de 4%.

Parmi les 37 cas positifs a méningocoque : 18 ont été prélevés en 2020, neuf en 2021 et

dix en 2022 soit une prévalence annuelle de 5%, 3% et 4% respectivement.

Nous avons observé une diminution du nombre des cas positifs a méningocoque entre
2020, 2021 et 2022. La prévalence annuelle, quant a elle, n'a pas diminué de facon

significative.

Selon la littérature, deux études ont rapporté une baisse des cas de méningite, et
spécifiquement celles a méningocoque ; I'étude de IRIS menée dans 26 pays portant sur les
années 2018, 2019 et 2020 ainsi que I'étude francaise publiée par I'agence nationale de santé

publique en 2020 [67, 68].

Nos résultats rejoignent ceux retrouvés dans la littérature.

Ceci est probablement dii a la pandémie COVID-19 : d’une part a cause de la diminution
de l'activité hospitaliére, et d’autre part a cause des mesures d’hygiéne et de distanciation

sociales (en raison du mode de transmission aérien du méningocoque) [67, 69].
2.2. L’age:

Les méningites au Neisseria meningitidis surviennent plus fréquemment chez les enfants
agés de moins d’un an, résultat qu’on a trouvé et qui rejoint les constatations Francaises,

Américaines, Taiwanaise et Turque [62, 70-72].
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Ces observations viennent confirmer les constatations faites sur le nombre diminué d’anticorps

protecteurs chez ces jeunes enfants [73].

Tableau XIl. Répartition des patients dgés de moins de 1 an selon différentes études

Etude Date Nombre de cas Pourcentage
Weil-Olivier et al (France) [70] 2012 - 2017 470/1279 37%
Bilan national Américain (USA) [71] 2019 31/77 41%
Chiou et al (Taiwan) [72] 2003 - 2020 90/371 24%
Ceyhan et al (Turquie) [62] 2015 - 2018 _ 35%
Notre série 2020 - 2022 22/37 60%
2.3. Lesexe:

Dans notre étude, nous constatons une prédominance féminine non significative, avec un

sexe-ratio M/F de 0.8.
Ce résultat rejoint celui de la série Francaise [68].

Alors que les séries Américaines et Taiwanaise ont noté une prédominance masculine [72,

74].

Selon ces constatations, nous ne pouvons pas établir un lien de causalité entre le sexe et

les infections méningococciques invasives.
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Tableau XIlIl. Répartition des cas selon le sexe

Etude Date Sexe masculin | Sexe féminin |Sexe - ratio
Bilan national Francais [68] 2020 48% 52% 0.9
MacNeil et al (USA)[74] 1996-2015 59% 41% 1.43
Chiou et al (Taiwan) [72] 2003 - 2020 55% 45% 1.19
Notre Etude 2020 - 2022 46% 54% 0.8

3. Profil vaccinal anti-méningocoque :

Aucun de nos patients n’a été vacciné contre le méningocoque.

Ceci est expliqué par deux raisons : d’une part ce vaccin n’est pas inclus dans notre
actuel programme d’immunisation (PNI); et d’autre part le vaccin anti-méningocoque B
(sérogroupe le plus fréquent dans notre contexte) n’est pas encore disponible au Maroc [53,

75].
En contrepartie, d’autres pays utilisent les schémas suivants :

En France, la vaccination contre le méningocoque de sérogroupe C est devenue
obligatoire a partir du Ter Janvier 2018, avec un schéma de deux doses a I'dge de 5 mois puis
12 mois et possibilité d'un rattrapage jusqu'a 24 ans pour les sujets non vaccinés

ultérieurement [76].

Les Etats unis adoptent le vaccin anti méningocoque de sérogroupe A, C, W et Y dans leur
PNI avec un schéma de 2 doses a I’dge de 11-12 ans puis a I’dge de 16 ans, avec vaccination

des groupes a risque pour le sérogroupe B (asplénie, déficit du systéme du complément...) [77].
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Concernant le sérogroupe B, des pays européens ont déja inclus le vaccin 4CMenB dans

leurs programmes nationaux d’Immunisation :

En Angleterre, l'introduction du vaccin 4CMenB (Bexsero) dans leur PNI était en
septembre 2015 avec un schéma de 3 doses a 2 mois, 4 mois et 12 mois. L'impact était la
réduction des cas d’infection invasive a méningocoque de sérogroupe B (IIM-B) de I'ordre de

75% [78].

L’Italie a introduit ce méme vaccin en 2014 avec un schéma de 4 doses a partir de I’age
de deux mois (2, 4, 6 et 12 mois). Azzari et al a mené une étude rétrospective sur 4 ans (2014
- 2018) qui a démontré une diminution significative des cas d’lIM-B avec une efficacité estimée

entre 91- 93% [79].

Au Québec, une campagne de vaccination de masse, visant les personnes agées de moins
de 20 ans était lancée entre Mai et Décembre 2014. Aprés cette campagne, l'incidence des IIM-

B a fortement diminué avec une différence de 96 % [80].

Au Portugal, la vaccination contre le MenB est incluse dans le PNI avec un schéma de 3
doses a 2, 4 et 12 mois. I'efficacité vaccinale était estimée a 79% par Rodrigues et al, a travers
une étude menée entre 2014 et 2019 qui compare la survenue d’lIM-B chez les enfants

vaccinés et non vaccinés[81, 82].
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- - ® & i“
zif ,
Angleterre? Italie? Queébec?
Nourrissons NIP Nourrissons NIP Campagne épidémique

Impact vaccin 75 % Efficacité vaccinale > 90 % Réduction d’incidence 96 %

/o

Réduction 75% des cas (IC 64-85%)

EV en Toscane 93,6 %

Chez enfants éligibles & la vaccination (IC 55,4-99,1%)

aprés 3 ans indépendamment du statut EV en Vénetie 91%
vaccinal ((IC 59,9-97%)
i i“
*" Portugal
Age 22.4 mois et <18 ans

Efficacité vaccinale 79 %

EV 79 % (IC 8-55 %)
>2 doses
0 séquelle chez vaccings

impact global de 86% de réduction de
risque d'lIM B & 4 ans (p=0,05)
2 mois-20 ans
49000 sujets
>1 dose

Australies “e

Etude nationale Ac

Impact vaccin 71%

Impact 71 % (IC 15-90 %)
15-19 ans

28000 sujets /2 doses
Pas de cas chez ado vaccinés

Figure 32. Récapitulatif sur I'efficacité et le recul d’utilisation du vaccin 4CMenB en vraie vie
publié en 2022 au cours du 10eme congres de la SOMIPEV [83]

4. Profil clinique :

Dans notre série, la fievre était le symptome le plus fréquent, présente chez 97% de nos

patients.

Les troubles de consciences venaient en deuxiéme ligne présentés par 65% des patients,
puis les convulsions par 40% des cas et le syndrome méningé par 40% de nos patients.

L’hypotonie était présente chez six patients soit 16% des cas.
Cinq patients présentaient un refus de tété a leur admission, soit 13% des cas.

Trois patients avaient une fontanelle bombante a I'admission, soit 8% des cas.

Le purpura était présent chez trois patients soit 8%.
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Ces résultats rejoignent plusieurs études nationales et internationales concernant les

méningites bactériennes, et sont regroupés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XIV. Répartition des cas selon les signes cliniques

Bomb t
= Raideur de | Trouble de . ombemen
Fievre . Convulsions Purpura de la
la nuque conscience

fontanelle
Tanger 2020 [57] 97% 30% 36% 15% 2% 20%
Marrakech 2018 [58] 93% 69% 35% 13% 13% 5%
Tanger 2006-2016 [60] 86% 51 26 18% 25% 37%
Rabat 2009-2013 [84] 91% 39% 16% 19% 39% 42%
Islande 1975-2010 [85] 92% 30% 10% - _ -
Mexique 1993-2003 [86] 92% 66% 36% 54% _ 27%
Grece1975-2005 [87] 93% 60% 28% 19% _ 45%
Notre série 97% 40% 65% 40% 8% 8%

Aux Royaume-Uni, la National Institute for Health and Care Excellence (NICE) a établi un

guide pour la reconnaissance, le diagnostic et la prise en charge des infections invasives a

méningocoque chez I’enfant.

Dans ce guide détaillé, il y a 31

symptomes et signes potentiels d'infection a

méningocoque qui sont divisés en signes communs et non spécifiques, signes moins

communs et non spécifiques et signes plus spécifiques [88].
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Tableau XV. Signes clinigues de I'infection invasive a méningocoque selon la NICE [88]

Signes non spécifiques

Signes spécifiques (sepsis)

Signes spécifiques (Méningite)

Douleurs abdominales

Purpura

Céphalées

Nausée et vomissement

Score de Glasgow réduit

Score de Glasgow réduit

Diarrhée Myalgie Raideur de la nuque
Léthargie Froideurs des extrémités Photophobie
Irritabilité Tachycardie Convulsions
Fievre Apparence toxique Déficit neurologique
Polypnée Paleur
Mal de gorge Etat de choc

Refus d’alimentation

Douleurs de jambe

Une partie du défi clinique dans le diagnostic de la méningococcie réside dans les

tableaux variés et souvent non spécifiques qu'elle peut présenter. Ceci est illustré par des

études suggérant que la moitié des maladies méningococciques ne sont pas reconnues lors de

la présentation initiale [89].

Les symptomes décrits dans les directives du NICE, tels que la léthargie, l'irritabilité et le

refus d’alimentation, sont susceptibles de se manifester chez tout enfant malade, tandis que

d'autres tels que les nausées, les vomissements et les douleurs abdominales pourraient

amener un clinicien a envisager d'autres infections virales ou bactériennes potentielles plutot

que la méningococcie. La nature vague de ces symptdomes signifie que tout clinicien doit

envisager la possibilité d'une méningococcie lors de I'évaluation d'un enfant malade [89].
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5. Profil biologique :

5.1 Numération de la formule sanguine :

La numération de la formule sanguine fait partie du bilan recommandé en cas de
suspicion de méningite. Cette derniere ne confirme pas le diagnostic mais garde sa valeur dans

[71:

e L’orientation vers une origine bactérienne en cas d’hyperleucocytose a prédominance
neutrophile.

e L’établissement du diagnostic de gravité en cas de leucopénie.

Dans notre étude I’hyperleucocytose était retrouvée dans 70% des cas, ce qui est
concordant avec les données Y. Meghraoui (Marrakech 2018) , et de M. Malki (Fes 2008) [56,
59].

5.2 Protéine C réactive :

Le dosage de la protéine C réactive fait partie du bilan initiale demandé en cas de
suspicion d’'une méningite. Elle permet, si augmentée, d’orienter le diagnostic, ainsi que la

surveillance biologique du patient apres la confirmation [7].

La CRP était mesurée chez 92% de nos patients et sa valeur moyenne était de 189.34

mg/I.

Ce résultat est en concordance avec ceux de plusieurs études notamment celui constaté

par Mintegi et al (Angleterre 2020) [90].

En effet une CRP élevée oriente vers une infection bactérienne mais n’est pas spécifique a

la méningite ni aux infections méningococciques.
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5.3 Analyse du liquide céphalorachidien :

A. Aspect macroscopigue :

Le LCR normal est clair, classiquement « eau de roche ». Diverses étiologies entrainent
des modifications de son aspect, il peut apparaitre hémorragique, xanthochromique, trouble
ou encore franchement purulent. L’aspect trouble du LCR est directement lié a
I’hyperleucocytose, ce trouble apparaissant des la présence de 200 globules blancs par

millimétre cube [91].

Il est assez rare de retrouver dans les données de la littérature des précisions concernant

I’aspect du LCR.

Dans notre série, I’aspect trouble était le plus représenté avec un pourcentage de 57%
rejoignant ainsi les résultats trouvés dans plusieurs séries, a savoir celle de Kenitra, et de Fiji

ou ce méme aspect était le prédominant [92, 93].
En deuxieme lieu venait I'aspect clair dans 33% des cas.

En effet, il est possible de trouver un LCR clair en cas de méningite bactérienne décapitée
ou débutante. Par ailleurs, E. Carbonelle signale qu’environ 10% des méningites bactériennes a

méningocoque peuvent se présenter avec un LCR normal [94].

L’aspect trouble du LCR est donc en faveur de I'origine bactérienne des méningites mais

n’est pas spécifique au méningocoque.

En contrepartie, I'aspect clair ne permet pas d’écarter ce diagnostic.
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B. Etude chimique :

a. Glycorachie :

Etant donné que la glycorachie ne dépend pas d’un seui | de normalité , elle doit étre
comparée a la glycémie concomitante . Elle doit correspondre aux deux tiers de la glycémie

[95].

L’hypoglycorachie n’est pas spécifique aux infections bactériennes puisqu’elle peut étre
observée dans les méningites virales dues au virus Ourlien, I'herpes simplex et I'herpés
zostérienne. Toutefois, tout abaissement de la glycorachie doit faire évoquer une méningite

d’origine bactérienne [96].
Dans notre étude la valeur moyenne de la glycorachie était de 0.46 g/I.

Une hypoglycorachie était présente chez 19 patients soit 63% des cas ; dont 8 présentait

une hypoglycorachie profonde inférieure a 0.2 g/l soit 27% des cas.

Une normoglycorachie était présente chez seulement 11 de nos patients, soit 37% des

cas.

Ces résultats rejoignent celui de multiples études concernant les méningites bactériennes

et sont résumés sur le tableau ci-dessous :

Tableau XVI. Répartition des cas selon la glycorachie

Etude Région Date Moyenne g/l | Hypoglycorachie
Lotfi et al [92] Kenitra 2014 - 2018 0.47 _
M. Malki [61] Fés 2007 - 2008 0.46 77%
Migliani et al [97] Madagascar 1998 - 2000 0.56 -
Vasilopoulou et al [87] Grece 1974 - 2005 0.42 -
Notre série Maroc 2020 - 2022 0.46 63%
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On peut alors conclure qu’une hypoglycorachie est fortement évocatrice d’'une méningite

bactérienne, mais ne permet en aucun cas de prédire son origine méningococcique.

b. Albuminorachie :

L’albuminorachie ou la protéinorachie est I'un des indicateurs les plus importants
d’atteinte du systéme nerveux central. Elle dépend des concentrations de protéines sériques et
de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique. L'immaturité de cette barriere
entrainerait donc des concentrations de protéines dans le LCR plus élevées chez les nouveau-
nés et les jeunes enfants que chez les enfants plus agés et les adultes ; L'utilisation standard
des valeurs de référence des adultes chez la population pédiatrique semble dés lors inadaptée

[98].

Ainsi, sur la base des données de la littérature, une protéinorachie supérieure a 1g /I
chez les nouveau-nés, devraient soulever des inquiétudes concernant un processus

pathologique [98].

Dans notre étude, la moyenne de la protéinorachie était de 1.44 g/I.

Une hyperalbuminorachie était retrouvée chez 19 patients soit 61% des cas, parmi

lesquels 11 avaient une albuminorachie supérieur a 1g/l soit 35%.
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Ces résultats sont en concordance avec celui de multiples études concernant les

méningites bactérienne, et sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XVII. Répartition des cas selon I'albuminorachie

Etude Région Date Moyenne g/l | Hyperalbuminorachie
Marrakech -
K. Majidi [99] 2021 0.95 50%
Tanger
M. Sami [57] Tanger 2019 0.95 32%
i . 2014 -
Loutfi et al [92] Kenitra 1.33 _
2018
) R 2007 -
M. Malki [61] Fes 1.54 87%
2008
e 1998 -
Migliani et al [97] Madagascar 1.68 _
2000
Vasilopoulou et al . 1974 -
Grece 0.9 _
[87] 2005
Notre série Maroc 2020 - 1.44 61%
2022 ' i

La teneur en protéines du LCR est tres élevée dans la méningite bactérienne. Une

hyperprotéinorachie permet de distinguer la méningite bactérienne de la méningite aseptique

avec une sensibilité de 82%, mais n’est pas spécifique au méningocoque [100].
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C. Etude cytologique :

L'examen cytologique doit étre effectué dans les 30 minutes suivant la collecte du LCR

sous peine d’occasionner une lyse des cellules [101].

Le LCR normal est dépourvu d’éléments figurés et peut contenir des globules blancs
inférieur a 5-20 cellules /mm3. Les globules blancs trouvés dans le LCR sont constitués de 70%

de lymphocytes et de 30% de monocytes [98].
La présence de PNN dans le LCR est alors toujours pathologique [98].

Dans notre série, La valeur moyenne des éléments dans le LCR était de 2845/mm3, avec

des extrémes entre 23/mm3 et 15480/ mm3.

Le nombre de globules blancs était supérieur a 5/mm3 pour 76% des patients, dont 62%
avaient une prédominance des PNN, rejoignant ainsi le résultat de la cohorte Espagnole menée

sur les méningites bactériennes entre 2011 et 2018 [90].

En effet, la prédominance des neutrophiles dans le LCR est en faveur d’une méningite

bactérienne, mais ne permet pas la prédiction du germe.

D. Etude bactériologique :

a. L’examen direct :

L’examen direct est une technique peu couteuse et rapide. Il peut permettre a lui seul

I'identification du germe, mais son efficacité est tres sensible a la charge bactérienne [102].

Dans notre série, I’examen direct était positif dans 11% des cas.

Cela peut étre expliqué par la diminution de la charge bactérienne chez nos patients

induite par une automédication.
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b. Laculture:

La mise en culture du LCR reste I’examen biologique de référence pour le diagnostic de
méningites a Nm. Elle permet d’affirmer le diagnostic, d’identifier la souche, et d’étudier sa
sensibilité aux antibiotiques ; ce qui permet d’adapter secondairement le traitement en

fonction de I'antibiogramme [9].

Les résultats de cet examen ne sont pas immédiats nécessitant 24 a 48 heures parfois

plus [102].

Par ailleurs, Il est difficile d’appréhender la sensibilité de ce test. En effet, la prise
d’antibiotique avant la réalisation de la ponction lombaire, les délais d’acheminement du
prélevement au laboratoire incompatible avec la survie de germes particulierement fragiles,
I'inoculum bactérien tres faible ; sont autant de raisons pouvant expliquer une culture négative

[94].

Dans notre étude, la culture était positive chez 19% des patients, ce qui est proche des

résultats trouvés dans I’étude faite en Turquie ou le taux était de 18% [62].

c. LaPCR:

L'amplification en chaine par polymérisation (PCR) est une méthode de biologie
moléculaire d’amplification génique in vitro, qui permet de dupliquer en grand nombre (facteur
de multiplication de I'ordre du milliard) une séquence d’acides nucléiques connue a partir

d’une faible quantité d’acide nucléique servant de matrice [103].

Non affectée par 'administration d’une antibiothérapie préalable a la ponction lombaire,
la PCR permet de détecter de faibles quantités d’ADN bactérien, viral ou mycosique et sa

sensibilité n’est pas dépendante de la présence de bactéries vivantes [104].
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C’est une technique automatisée avec une spécificité et une sensibilité maximale (91%),

qui a un intérét diagnostic et pronostic [104]:

e Diagnostic : permet une distinction entre infection virale ou bactérienne et une
identification du pathogéne.

e Pronostic : permet 'optimisation de la prise en charge médicale (Antibiothérapie
efficace et adapté) et la maitrise du risque infectieux grace a une prise en charge

plus rapide des patients.

Dans notre étude, La PCR a été réalisée chez tous nos patients objectivant un Neisseria
meningitid/s et était positive dans 100% des cas ce qui rejoint les constatations de I'étude

Turque qui a objectivé le méme taux de positivité (100%) [62].

d. Confrontation des résultats microbiologiques :

Dans notre série, 37 prélevements étaient positifs au Neisseria meningitidis par PCR et/ou

culture.

Parmi ces enfants, 37/37 (100%) étaient positif par PCR, et 7/37 (19%) étaient positif par

culture et par PCR (le résultat est statistiquement significatif (p <0.0001).

Ceci concorde avec plusieurs études notamment celles de Guiducci et al, Olsson et al et
Wang et al, qui ont objectivé une sensibilité significative de la PCR par rapport a la culture [105

-107].
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Les résultats microbiologiques sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau XVIll. Confrontation des résultats de /a culture et de la PCR.

Cas positif par culture | Cas positif par PCR
Etude -Value
N %9 ) :
Guiducci et al [105] 45/144 31%) 138/144 (96%) <0.0001
Olsson et al [106] 32/74 (43%) 44/74 (59%) <0.05
Wang et al [107] 5/56 (9%) 41/56 (74%) <0.05
Notre série 7/37 (19%) 37/37 (100%) <0.0001

La PCR augmente le rendement diagnostique de la méningite a Nm et doit étre utilisé

pour le diagnostic positif des méningite a méningocoque particulierement dans les cas de

méningite a culture négative [108].

e. Sérogroupage :

Dans notre série le sérogroupe B était le prédominant, retrouvé chez 85% des patients (10

ayant un sérogroupe non déterminé).

Les sérogroupe A, C, W et Y étaient plus rarement représentés.

Ce résultat concorde avec les constatations de I’observatoire nationale des méningites au

Maroc entre 2012 et 2018; qui a objectivé la répartition suivante [109]:
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2,25%
5,43%

B Méningocoque B

m Méningocoque C

Méningocoque Y

88,57%

m Méningocoque
W135

Figure 33. Répartition des méningites a Nm selon les sérogroupes [109]

Par ailleurs une métanalyse conduite sur des publications nord-Africaines a partir de
1998, a observé le méme résultat. En effet, le sérogroupe B était prédominant au Maroc,

I’Algérie, la Tunisie, la Lybie et I’Egypte [110].

En revanche, Peterson et al a mené une métanalyse sur 59 pays, il a constaté une

distribution variable des sérogroupes méningococciques a travers le globe [111]:

e Prédominance des sérogroupes C et W en Afrique subsaharienne et I’Amérique latine.
e Prédominance du sérogroupe Y dans les pays scandinaves.
e Prédominance du sérogroupe B en Europe, Amérique et la région du Pacifique Ouest.

Ceci est d( a la généralisation du vaccin conjuguée MenACWY dans ces pays.
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Countries Included in Review
by WHO Region
Africa (AFRO)
The Americas (AMRO)
Europe (EURO)
Eastern Mediterranean (EMRO)
South-East Asia (SEARD)
Western Pacific (WPRO,

Figure 34. Répartition géographigue des sérogroupes de Nm selon Peterson et al [111]
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Les infections invasives a méningocoque représentent un probléme majeur de santé
publique. Une meilleure connaissance de cette affection permet une meilleure approche

diagnostique et thérapeutique par la suite.
Au terme de cette étude nous proposons :

1) Recommandation générale :

e Renforcer le réseau national de surveillance bactériologique des infections méningococ-
ciques.

e Elargir les indications de la biologie moléculaire pour un diagnostic microbiologique
précoce.

e Promouvoir la prévention des infections invasives a méningocoque notamment par
I'introduction du vaccin visant le sérogroupe prédominant dans notre contexte.

2) Recommandations pour le personnel de santé :

e Respect de la phase pré-analytique :
o Maitriser les regles de la ponction lombaire.
o Respecter les conditions d’acheminement du prélevement.
o Renseigner le microbiologiste par rapport a I’état clinique du patient
e Assurer la déclaration obligatoire des cas positifs.
e Collaboration étroite entre les différents intervenants : généraliste, pédiatre et micro-
biologiste.
e Participer aux campagnes d’information et d’éducation.

3) Recommandations pour le grand public :

e Lavage régulier des mains.
e Respect des regles d’hygiénes en cas de toux en se couvrant la bouche par le pli du

coude.
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e Eloignement des foules et des rassemblements de masse.
e Assurer une bonne aération des espaces.

e Mobilisation sociale en matiére d’information et d’éducation a propos des IIM.
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Les infections invasives a méningocoque sont un groupe hétérogéne de pathologies

graves, causé par une bactérie a Gram négatif : le Neisseria meningitidis.

La forme la plus fréquente est la méningite. Les autres formes, telles que le purpura

fulminans et la septicémie, ne sont pas rares.

La tranche d’age la plus touchée est la population pédiatrique agées de moins d’un an

en raison de la déplétion en nombre d’anticorps protecteurs.

Le tableau clinique est variable, fait de signes spécifiques de I'atteinte méningée et/ou
méningococcique et de signes peu spécifiques. Cette constatation rend difficile d’évoquer le
diagnostic chez I’enfant et peut entrainer un retard de prise en charge et ainsi des séquelles

grave.

Le diagnostic positif repose sur la microbiologie et notamment la PCR. Celle-ci a montré
une sensibilité et spécificité imbattable. Quoiqu’elle puisse étre couteuse et parfois inaccessible

dans notre contexte, elle garde sa place pour les cas a culture négative.

Au Maroc, comme partout au monde, les IIM constituent un véritable probléme de santé
publique. Il est donc impératif d’établir un plan national de lutte contre ces maladies a travers
I’éducation du public, I’établissement d’un meilleur systeme de surveillance, et I’élaboration

d’un plan vaccinal efficace contre ce germe.
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Résumé :

Les infections invasives a méningocoque sont un groupe de maladies graves engageant
le pronostic vital et fonctionnel. lls constituent un véritable probléme de santé publique a
I’échelle mondiale ainsi que nationale. L’agent pathogéne est une bactérie a Gram négatif, le

Neisseria meningitidis.

L'objectif de cette étude est de mettre en évidence les aspects épidémiologiques des
infections invasives a méningocoque chez I’enfant au Maroc, de préciser I'intérét de la biologie
moléculaire dans leur diagnostic et d’établir une meilleure approche préventive contre ces

maladies.

Nous avons mené une étude prospective descriptive et analytique, au sein du
laboratoire de microbiologie-virologie et biologie moléculaire de I’h6pital militaire Avicenne de
Marrakech. Les préléevements ont émané du CHU Mohammed VI de Marrakech et du CHU
Mohammed VI de Tanger sur une période de plus de trois ans entre Juin 2019 et Octobre 2022.
L'étude a concerné 959 enfants se présentant pour une symptomatologie évoquant une
infection invasive, particulierement une méningite. Nos patients ont tous bénéficié d’une
ponction lombaire et d’une étude biochimique et bactériologique du LCR par examen direct,

culture et PCR en temps réel.

Parmi les 959 échantillons de LCR, 145 revenaient positifs isolant en premier le
Streptococcus pneumoniae (pneumocoque) dans 79 cas, le Neisseria meningitidis (méningocoque)
dans 37 cas, I’Haemophilus influenzae dans 21 cas, I'Entérovirus dans 5 cas et le Streptococcus
agalactiae (groupe B) dans les 3 cas restants. Notre étude est centrée sur les 37 cas positifs a
méningocoque. Parmi ces patients, 60% étaient agés de moins d’un an. Nous avons noté une

prédominance féminine non significative et une légére diminution des cas de méningite a
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méningocoque entre 2020 et 2022. Le tableau clinique de nos patients était prédominé par la
fievre (97%), les troubles de consciences (65%), les convulsions (40%) et la raideur méningé
(40%). Le diagnostic est réalisé par technique de biologie moléculaire : la PCR en temps réel,
sur I'analyse biochimique et microbiologique du LCR (culture bactérienne). La PCR ayant permis
d’identifier toutes les souches (145) est la technique de référence pour les méningites, la
culture bactérienne n’a pu mettre évidence que 19% des cas. Le sérogroupe le plus
fréquemment retrouvé dans les méningites a méningocoque chez les enfants au Maroc est le
méningocoque de sérogroupe B dans 85% des cas (10 ont un sérogroupe non déterminé).
L’évolution était favorable dans 84% des situations. 8% des enfants ont décédé et 8% ont

présenté des séquelles neurologiques.

Les Infections invasives a méningocoque restent fréquentes dans notre contexte. Il est
donc impératif d’établir un meilleur systéme de surveillance épidémiologique en utilisant la PCR
comme technique de référence pour le diagnostic des méningites de I’enfant afin de concevoir

un plan vaccinal adapté.
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Abstract :

Invasive meningococcal diseases (IMD) are a group of serious infections threatening
one’s life and function. They constitute a real public health problem on a global as well as on

national scale. The pathogen is a Gram-negative bacterium, the Neisseria meningitidis.

The objective of this study is to highlight the epidemiological aspects of invasive
meningococcal disease in children in Morocco, to clarify the interest of molecular biology in

their diagnosis and to establish a better preventive approach against these infections.

We conducted a descriptive and analytical prospective study, within the microbiology-
virology and molecular biology laboratory of the Avicenna military hospital in Marrakech. The
samples came from the University Hospital center Mohammed VI of Marrakech and the
University Hospital center Mohammed VI of Tangier, over a period of more than three years
between June 2019 and October 2022. The study concerned 959 children presenting with
symptoms suggesting of an invasive infection, particularly a meningitis. Our patients all
benefited from a lumbar puncture and a biochemical and bacteriological study of the CSF by

direct examination, culture, and real-time PCR.

Of the 959 CSF samples, 145 came back positive isolating the Streptococcus pneumoniae
(pneumococcus) in 79 cases, the Neisseria meningitidis (meningococcus) in 37 cases, the
Haemophilus influenzae in 21 cases, the Enterovirus in 5 cases and the Streptococcus agalactiae (B
group) in the 3 remaining cases. Our study is centred on the 37 positive meningococcal cases.
Among these patients, 60% were less than one year old. We noted a non-significant female
predominance and a slight decrease in cases of meningococcal meningitis between 2020 and
2022. The symptoms of our patients were predominated by fever (97%), consciousness

disorders (65%), seizures (40%) and neck stiffness (40%). Diagnosis is made by molecular
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biology technique: real-time PCR, by the biochemical and microbiological analysis of CSF
(bacterial culture). The PCR have identified all the strains (n=145). It is the reference technique
for meningitis diagnosis, the bacterial culture was able to highlight only 19% of the cases. The
serogroup most frequently found in meningococcal meningitis in children in Morocco is
serogroup B meningococcus, found in 85% of cases (10 have an undetermined serogroup). The
evolution was favourable in 84% of the situations. 8% of the patients has died and 8% presented

neurological sequelae.

Invasive meningococcal disease remains frequent in our country. It is therefore
imperative to establish a better epidemiological surveillance system using PCR as a reference

technique for the diagnosis of meningitis in children to design an appropriate vaccination plan.
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ICHE de recueil de données :

l. Jour du prélévement et identification du patient :

-Date du prélevement - [_|[_[ / [_[|_| / [_II-I|-I-] Gi/mm/aaaa)
-Code patient : M|_| = |_||_l|_] = |_||_] (N° Centre - N° Inclusion - Initiales patient)
-Consentement du parent ou représentant légal : Oui D Non D

Il. Donnée socio-démographique :

1. Sexe: Masculin D Féminin D

3. Lieu derésidence : ...............
Voyage récent (moins de 1 mois) : Oui D Non D
si oui préciser la zone géographique : ...............

l1l.Critére d’inclusion /non-inclusion :

Les criteres d’inclusion/non-inclusion ont-ils été revus a partir de I'annexe A

IV. Information sur I’échantillon :

LCR [] Sang ] Liquide articulaire []

Autres liquides/ sites (a préciser) :

V. Données clinique et biologique i I'inclusion :

1. Signes clinigues :

Fiévre D Pneumonie D

Méningite (syndrome méningé) D Epiglottite D
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Purpura Otite

Purpura fulminans Pharyngite

Bactériémie Douleurs abdominales

L1 O O O

Péricardite Conjonctivite

OO0 0O O

Arthrite
Autres (a préciser) :

2. Antibiothérapie précoce :
Oui D Non D

Si oui, quel antibiotique :

3. Corticothérapie :
Oui D Non D

Si oui, type :

4. Evolution :
Guérison D Séquelle D Déces

5. Données biologiques :

Sang :
(€] I
CRP: ...
Glycémie : ...............
LCR:

N° d’éléments : ...............
Pourcentage de PNN : ...............

Glycorachie : ...............

[]
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Protéinorachie : ...............

Déficit Immunitaire : ...............

VI. Etat vaccinal :
1.Vaccin anti-pneumocoque : Oui D Non D
Date de la derniere dose :
2.Vaccin anti- H. Influenzae b : Oui D Non D
Date de la derniere dose :
3.Vaccin anti-méningocoque : Oui L] Non L]

Date de la derniére dose :
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Annexes A

Critéres d’inclusion

Age > 1 mois et < 15 ans

- Apparition soudaine de la fievre (rectum >38.5°C ou axillaire >38.0°C) et I'un
des signes suivants :
Raideur du cou et photophobie
Fontanelle bombée (chez les enfants dgés <2ans)
Une conscience altérée sans autre diagnostic alternatif

1 lg
[]

Purpura caractéristique qui ne s’efface pas a la vitropression
Convulsions chez le nourrisson agé de 1 a 6 mois
Une combinaison d’au moins 3 des signes suivants :

Douleur de la jambe,

Douleur abdominale,

Myalgie,

Léthargie,

Irritabilité,

Apparence toxique,

Extrémités froides,

Retard du temps de recolorisation cutanée (TRC)

Signature du consentement [] [l

Si I'un des items est coché « Non », le sujet ne peut pas étre inclus dans I’étude

Critere de non-inclusion Oui | Non
Patient en dehors des limites d’age définies D D
Patient qui est dans un état critique et dont le prélévement est contre D D

indiqué et/ou non réalisable

Consentement non obtenu D D

Si I’'un des items est coché « Oui », le sujet ne peut pas étre inclus dans I’étude

Au regard de ces critéres, le sujet est-il éligible?  Oui [ ] Non D
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