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Etude des Neisseria meningitidis isoles
en Republique du Mali en 1970
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Au cours duprogramme de surveillance des infections a' meningocoques, realise en Afrique
sous les auspices de l'OMS en Republique du Mali, on a effectue' des sondages bacteriolo-
giques. Au cours des mois de janvier a' mai 1970, on a examine 2581 sujets pour savoir s'ils
etaient porteurs de Neisseria meningitidis.

Parmi les souches isoMes chez lesporteurs, le se'rotype A a ete identifie dans 27% des cas,
le serotype B dons 8,8 % et le se'rotype C dans 1,3 %. Pour la premiJre fois en Afrique, on a
isoM le se'rotype X et le se'rotype Y. Le se'rotype X repre'sentait 8,2 % et le se'rotype Y 3,9 %
de toutes les souches isoleies. Sur des malades atteints de me'ningite cerebro-spinale, on n'a
isoM que le serotype A. Parmi les souches isolees, il y avait une re'sistance se'rieuse aux
sulfamides.

Au cours des mois de janvier a mai 1970, qui est la
periode epid6mique en R6publique du Mali, on a fait
des sondages bact6riologiques. Le but de cette etude
etait de d6finir quels types serologiques du meningo-
coque circulaient parmi la population et surtout de se
rendre compte de l'6tat de r6sistance aux sulfamides et
aux antibiotiques.

MATERIEL ET METHODES

Les populations a' sonder
a) Les enfants des ecoles situ6es dans des quartiers

diff6rents 'a Bamako et dans la ville de Koulikoro;
b) les enfants vus dans les dispensaires preventifs;
c) les membres des familles des malades et les

ecoliers en contact direct avec des malades souffrant
de meningite c6rebro-spinale.

Les collectivites visees 6tant averties par avance,
les maitres d'6cole pr6paraient les fiches collectives et
prenaient une part active au cours des prelevements.
Grace a cette organisation, il a ete possible de faire
jusqu'a 150 pr6l6vements par heure. La collaboration
avec les services de sante scolaire et avec les &coles
memes a et6 excellente.

1 Chef, Laboratoire de recherche sur les m6ningo-
coques, Centre d'Epid6miologie et de Microbiologie, Institut
d'Hygiene et d'Epid6miologie, Prague, Tchecoslovaquie.

2 Directeur, Laboratoire de Biologie, Bamako, Mali.
a Chef de la Division de medecine socio-preventive,

Ministere de la Sant6 publique et des Affaires sociales,
Bamako, Mali.

L'equipe de prelvements rhino-pharynges

L'equipe de prelevements sur le terrain se compo-
sait de travailleurs du Service des Grandes Endemies.
Tous les prelevements etaient executes par le meme
travailleur pour maintenir l'uniformite de l'execution
des pre1evements. Parce qu'aucun fil de chromomo-
lybdene n'6tait disponible pour fabriquer des ecou-
villons, on s'est servi de rayons de roues de bicy-
clette, systeme qui a fait ses preuves.

Technique de prelvement rhino-pharynge'

Le prelevement s'effectue assez rapidement sur le
voile du palais en arriere de la luette. On procede
sous controle visuel en immobilisant la langue 'a
l'aide d'un abaisse-langue, sans toucher la muqueuse
orale. Les prelevements etaient effectues le matin 'a
jeun.
On a pratique les prelevements directement dans

les classes ou dans les locaux mis a notre disposition
par l'administration des 6coles.

Les ecouvillons preleves etaient mis en r6cipient
isotherme et transport6s rapidement par automobile
au laboratoire, ou ils 6taient ensemenc6s sans dMlai
sur milieu de Thairy-Martin. Le dMlai maximal entre
le prelevement et l'ensemencement dans les boites de
Petri ne depassait pas 30 minutes.
On a effectue aussi une s6rie de prelevements dans

la ville de Koulikoro, a 60 km environ de Bamako.
Cette ville a ete visitee par une equipe de preleve-
ment, accompagnee par un assistant de laboratoire,
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Les ecouvillons etaient ensemences immediatement
ou dans les 30 minutes suivant le prelevement sur
milieu de Thairy-Martin et transportes au labora-
toire dans un isotherme. Pendant le transport, les
boites de Petri etaient placees avec le couvercle en
haut.
Une methode analogue a ete suivie au cours des

examens realises dans les familles des malades et au
cours des depistages epidemiologiques.

Liquide cephalo-rachidien
Les liquides c6phalo-rachidiens provenant de

l'h6pital a Lazarette des Roches # de Bamako etaient
transportes au laboratoire a motocyclette dans un
isotherme et colores des l'arrivee selon la methode de
Pick-Jacobson et celle de Gram.
On ensemen9ait le liquide cephalo-rachidien sur le

milieu de Mueller-Hinton et la lecture etait faite
apres 24 a 48 heures.

Methodes microbiologiques
Culture et identification de Neisseria meningitidis.

Les procedes de travail etaient en fait les methodes
du Centre international OMS de reference pour les
meningocoques a Marseille, modifiees compte tenu
des conditions climatiques, tres difficiles a Bamako.
Pour la culture, on a utilise le milieu de Mueller-
Hinton (Difco) coule dans des boites de Petri et dans
des eprouvettes inclinees. Pour faciliter l'isolement
des meningocoques a partir des prelevements rhino-
pharynges, on a utilise le melange inhibiteur VCN
Merieux (vancomycine, colimycine, nystatine) et le
milieu de Thairy-Martin. De cette fagon, l'isolement
du germe sur le milieu de Thairy-Martin se trouve
considerablement facilite.

Les colonies suspectes etaient isolees et soumises
aux operations suivantes: on preparait des frottis
microscopiques, on realisait une reaction a l'oxydase
et on pratiquait les epreuves biochimiques.

Etude de l'acidification des milieux sucre's. Nous
l'avons faite en boite de Petri renfermant le milieu de
Mueller-Hinton, colore par le bleu de bromothymol
et additionne de 1% de glucose, maltose, levulose et
mannitol. Une colonie etait mise en suspension dans
1 ml d'eau distillee sterile. Une goutte de cette
suspension etait etalee sur environ 1 cm2 d'une boite
bien seche.

Identification antigenique. Nous avons effectue
l'agglutination sur lame selon la technique habi-
tuelle.
Les serums meningococciques anti-A et anti-B

provenaient du Centre international OMS de refe-

rence pour les meningocoques a Marseille. Les
serums anti-X et anti-Y ont ete fournis par le
Dr Slaterus, de l'Universite d'Amsterdam.

Les serums etaient dilues d'une fa9on convenable
pour permettre l'agglutination sur la lame.
Tous les examens de laboratoire etaient realises

sans exception par deux travailleurs, c'est-a-dire sous
le controle de quatre yeux.

Sensibilit aux sulfamides et aux antibiotiques. La
sensibilite aux sulfamides a ete etudiee par la me-
thode de dilution et la sensibilite aux antibiotiques
par la methode du disque et par la methode de
dilution. Les sensibilit6s aux sulfamides etaient mesu-
rees quantitativement a Marseille avec la sulfadia-
zine, la sulfamethoxypyridazine, la sulfadoxine et a
Prague avec le sulfisoxazol.
La sensibilite aux antibiotiques etait mesuree a

Marseille par la methode du disque avec les antibio-
tiques suivants: streptomycine, novobiocine et rifam-
pine et avec la penicilline, l'ampicilline, le chloram-
phenicol, la tetracycline, 1'erythromycine, qui etaient
etudies a Prague par la methode de dilution, et avec
l'oxacilline.

RESULTATS ET DISCUSSION

A) Les enquetes dans les ecoles et dans les institu-
tions pour enfants ont ete effectuees dans differents
quartiers de Bamako et aussi dans la ville de Kouli-
koro, a 60 km environ de Bamako.

Les groupes les plus souvent touches etaient ceux
des enfants de 5-9 ans et ceux de 10-14 ans, parmi
lesquels on a isole le plus grand nombre de souches
m6ningococciques du serotype A, mais aussi celles
des serotypes B, C, X et Y et au surplus le plus grand
nombre de souches non typ6es.

B) On a effectue trois series d'examens dans des
dispensaires a Bamako et une s6rie a Koulikoro.
A partir de 229 examens, on a isole le plus souvent

le s6rotype X a savoir six fois (32%), le type A deux
fois et le type B une fois.

C) En liaison epidemiologique avec des cas de
m6ningite cerebro-spinale, on a effectue des examens
bacteriologiques dans 12 familles de malades et dans
cinq groupes 6coliers, qui avaient ete frequentes par
des malades.

Les depistages epidemiologiques chez 420 sujets
demontrent que le type A etait isole le plus souvent, a
savoir au total 17 fois (43,5 %), les types B et X
trois fois et le type Y quatre fois.
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Tableau 1. S6rotypes de m6ningocoques isol6s chez des porteurs, par groupe d'age

Groupe Nombre S6rotypes de m6ningocoques
d'age Sexe de sujets Total
(ann6es) examin6s A B C X Y Rl R2 R3 R4 Total

H 29 1 1
0-1 60 4

F 31 1 1 1 3

H 90 1 3 2 1 4 11
1-4 173 20

F 83 1 2 1 1 4 9

H 644 19 3 1 5 3 1 8 40
5-9 1 191 67

F 547 5 2 4 6 3 1 6 27

H 443 10 3 1 1 2 8 3 2 30
10-14 881 52

F 438 5 3 1 1 2 5 5 22

H 81 1 2 2 1 6
15-19 136 8

F 55 1 1 2

H 34 1 1 1 3
20-29 68 4

F 34 1 1

H 21 1 1
30-39 38 2

F 17 1 1

H 5
40-49 15

F 10

H 3
50+ 7 1

F 4 1 1

H 8
Non sp6cifi6 12 1

F 4 1 1

H 1 358 31 7 1 5 5 10 12 7 14 92

Total 2581 43 14 2 13 6 22 22 8 29 159

F 1 223 12 7 1 8 1 12 10 1 15 67

L'incidence la plus forte a ete observee dans les
groupes d'age 5-9 ans et 10-14 ans.
Le tableau 1 montre les resultats de tous nos

examens, par groupes d'age. Au total, on a examine
2581 sujets et on a isol6 159 souches de Neisseria
meningitidis. La frequence des serotypes 6tait:

Serotype A
Serotype B
Serotype X
Serotype Y
Serotype C

: 43 souches
: 14 souches
: 13 souches
: 6 souches
: 2 souches

(27%)
(8,8%)
(8,2%)
(3,9%)
(1,3%)

Parce que nous n'avions pas eu a Bamako assez de
serums anti-A, B, X, Y a notre disposition et pas du
tout de serums anti-C, anti-D et anti-Z, nous avons

introduit pour les diplocoques Gram-n6gatifs et
oxydase-positifs, qui fermentaient le glucose et le
maltose, les groupes suivants:
R 1 = les agglutinations avec les s6rums meningo-
cocciques anti-A, anti-B, anti-X et anti-Y 6taient
negatives;
R 2 = les agglutinations avec les serums m6ningo-
cocciques anti-A et anti-B 6taient negatives, celles
avec les s6rums anti-X et anti-Y n'6tant pas faites;
R 3 = les agglutinations avec les s6rums anti-A et
anti-B etaient positives, mais les souches n'agglu-
tinaient pas spontan6ment;
R 4 = les agglutinations n'6taient pas faites parce
qu'il n'y avait plus de s6rums disponibles.
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pourcentage de cultures

Groupe d'Age Nombre de Cultures positives
(ann6es) sujets examin6s Nombre 9

0-1 60 4 6,6

1-4 173 20 11,5

5-9 1 191 67 5,6

10-14 881 52 5,9

15-19 136 8 5,8

20-29 68 4 5,8

30-39 38 2 5,2

40-49 15 -

50+ 7 1 (14,0)

Non sp6cifi4 12 1 (8,0)

Total 2 581 159 6,1

Dans les ecoles etudiees, il y avait 9% de souches
isolees dans le groupe d'age de 1-4 ans et au total
5,2%.
Dans les dispensaires, il y avait 12,6% de souches

isolees dans le groupe d'age de 1-4 ans et au total
8,3%.
Lors des depistages epidemiologiques, le pourcen-

tage des souches isolees etait le plus eleve dans le
groupe d'age de 5-9 ans (19,6%) et au total de 9,3 %.

Le tableau 2 montre les resultats de tous nos

examens et le pourcentage des souches isolees par

groupes d'age, qui variait de 5,2% 'a 6,6 %, sauf dans
le groupe d'age de 1-4 ans, o'u il etait de l'ordre de
11,5%. Le pourcentage le plus eleve se trouve dans
les examens de depistage (9,3% de souches isolees) et
le plus bas dans les ecoles etudiees (5,2%).

Parallelement avec les sondages, on a effectue des
examens bacteriologiques de liquide cephalo-rachi-
dien (LCR) pour l'h6pital des maladies infectieuses
<(Lazarette des Roches * 'a Bamako.
Le tableau 3 presente les resultats microscopiques

et bacteriologiques obtenus sur 370 6chantillons de
LCR selon l'aspect du materiel etudie. Parmi 68
echantillons de LCR purulent, on a demontre micro-
scopiquement la presence du diplocoque Gram-nega-
tif dans 34 cas (50,0%), le meningocoque etant
cultive 17 fois.
L'examen microscopique du LCR trouble obtenu

sur 233 cas examines a montre la presence du
diplocoque Gram-negatif dans 80 cas (34,2%), la
culture etant positive dans 55 cas (68,7 %).
Au contraire, dans 50 cas de LCR clair, on a

trouve cinq fois le diplocoque Gram-negatif et la
culture etait positive deux fois.
Dans 18 cas de LCR hematique, on a trouve

microscopiquement trois fois le diplocoque Gram-
negatif et la culture etait positive deux fois.
Parmi le total de 122 echantillons de LCR, oiu l'on

a constate microscopiquement la presence du diplo-
coque Gram-negatif, la culture a ete couronnee de

Tableau 3. R6sultats des examens de LCR pr6lev6s A IMH6pital (( Lazarette des Roches ),
Bamako, 1970

Examen direct du LCR aprbs coloration Cultures du LCR
de Gram positives

A B C A B
Pr6sence de

Aspect Nombre Pr6sence de diplocoques
du LCR de cas diplocoques sence e Gram-positifs

Gram-n6gatifs germes en flamme de
bougie

Nombre % Nombre % Nombre % Nombre % Nombre %

Clair 50 5 10,0 44 88,0 1 2,0 2 40,0 0 0

Purulent 68 34 50,0 27 39,8 7 10,2 17 50,0 0 0

Trouble 233 80 34,2 128 54,8 25 11,0 55 68,7 11 8,5

H6ma-
tique 18 3 16,7 14 77,7 1 5,6 2 0

Jaune 1 1

Total 370 122 33,0 213 57,5 35 9,5 76 62,0 11 5,2

Tableau 2. Nombre et
positives
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Tableau 4. Sensibilit6 aux sulfamides des diff6rents s6rotypes

Sensibilit6 aux sulfamides
NO de la souche S6rotype ufm

Sulfadiazine thoS amine Sulfadoxine Sulfisoxazol

Malades

279 A Sa S S NPb

342 A S S S S16 ug/ml

265 A 50 /Ag/ml 50 t&g/ml 50 jAg/ml 64 ,ug/ml

464 A 50 ug/ml 50 ,ug/ml 50 Ag/ml 32 ,ug/ml

Porteurs de germes

1 653 A 50 jig/ml 100 Mg/ml 50 ;ig/ml 32 jig/ml

3104 C S S S S

3187 X S S S S

3 231 X S S S S

3 529 X S S S 64 jg/ml
3544 X 50 .g/ml 50jig/ml 50 jig/ml 128 ug/ml
1 972 X 200 jAg/ml 200 jog/mI 200 jAg/ml S

3 917 X 100 ;zg/ml 50,ug/ml 10 jig/ml 16 jug/ml

1 839 X S S S S

3 962 X S S S S

3 718 X NP NP NP 32 jig/mI
4 043 Y 50 ,ug/ml 100 gg/ml 200 jig/mi 64 Mg/mi
4092 y 50ug/ml 50 jog/mI 200 jig/ml 64Mg/ml
1 835 Y 10 ig/ml 10jg/ml 10jg/ml 8 g/mi

a S = sensible (concentration inhibitrice minimale
b NP = 6preuve non pratiqu6e.

succes dans 76 cas (62,0%). Par contre, sur 213
echantillons de LCR microscopiquement n6gatifs, la
culture du LCR n'a et6 positive que dans 11 cas
(5,2 %).
Dans 35 cas seulement (9,5 %), on a trouve

microscopiquement les diplocoques Gram-positifs
en flamme de bougie. Le LCR etait trouble 25 fois
(71,4%), sept fois purulent et clair, une fois hema-
tique et jaune.
N'ayant pas de possibilite de conserver des

souches isolees de meningocoques, nous avons acquis
de Prague les milieux de transport d'apres Vande-
kerkove 'a la fin du mois d'avril.
Une partie des souches isol6es a ete envoyee sur ce

milieu 'a Prague et on a verifie la qualite des milieux,
qui ont fait leurs preuves.
En cas de reculture positive, on a pratiqu6 la

= 0,1 25-8 jg/ml).

lyophilisation et 18 souches (5 du serotype A, 1 du
s6rotype C, 9 du serotype X et 3 du serotype Y) ont
et6 envoy6es 'a Marseille au Centre international
OMS de ref6rence pour les m6ningocoques et en
meme temps au Dr Slaterus, a l'Universit6 d'Amster-
dam, pour confirmer le serotypage. On a confirm6 les
determinations antigeniques que nous avons faites.

Sauf quatre souches du s6rotype A provenant de
malades, toutes les autres souches provenaient de
porteurs de germes.

Les resultats des 6preuves de sensibilite aux sulfa-
mides sont presentes dans le tableau 4.
On voit que deux souches du serotype A provenant

de malades etaient r6sistantes a tous les sulfamides
utilises. Deux souches etaient sensibles.
Chez les porteurs de germes, une souche du

serotype A etait resistante aux sulfamides. Sur neuf
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souches du serotype X, trois ont ete trouvees resis-
tantes a Marseille et quatre a Prague.

Les trois souches du serotype Y etaient r6sistantes
a tous les sulfamides.

Sensibilite aux antibiotiques: toutes les souches se
sont montr6es sensibles, sauf trois souches X et une
souche Y resistant a la streptomycine, et une
souche X et une souche Y resistant 'a la novobiocine.
Avec l'oxacilline, une souche A et une souche X se
sont montrees resistantes.

CONCLUSIONS

Les sondages bacteriologiques faits au cours des
mois de janvier a mai 1970, c'est-a-dire dans une
periode non epidemique, en Republique du Mali, ont
montre la diversite des se'rotypes de Neisseria menin-
gitidis circulant parmi les porteurs de germes.
On a isole les s6rotypes A, B , C, et, pour la

premiere fois en Afrique, les serotypes X et Y. Des
souches des serotypes X et Y ont ete aussi isol&es du
LCR de malades en Europe et en Amerique (1, 2).

Toutes les souches isolees sur des malades atteints
de meningite cer6bro-spinale appartenaient au sero-
type A.

Deux souches sur quatre du serotype A isolees sur
des malades etaient r6sistantes a la sulfadiazine, 'a la
sulfamethoxypyridazine, a la sulfadoxine et au sulfi-
soxazol, mais toutes les souches etaient sensibles aux
antibiotiques.
Chez les porteurs de germes, on a trouve des

souches des serotypes A, X et Y r6sistantes aux
sulfamides, et resistantes egalement a la strepto-
mycine, a la novobiocine et 'a l'oxacilline.

Les futures etudes, au cours du programme de
surveillance des infections a meningocoques en
Afrique, doivent avoir pour objet 1'etude de la
circulation des s6rotypes de Neisseria meningitidis,
surtout dans la periode non epid6mique. Les resul-
tats obtenus seront la base du travail ult6rieur des
equipes.

L'etude de la resistance aux sulfamides et aux
antibiotiques des serotypes isoles et eventuellement
l'etude de l'evolution de cette resistance donneront
des indications pour l'application des vaccins anti-
meningococciques.

Les vaccins mono- ou polyvalents se revelent
l'unique mesure preventive contre cette infection
dans l'avenir immediat.
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SUMMARY

STUDY OF NEISSERIA MENINGITIDIS ISOLATED IN THE REPUBLIC OF MALI IN 1970

During the surveillance programme for meningococcal
infections, carried out in the Republic of Mali under
the auspices of WHO, bacteriological surveys were con-
ducted. Between January and May 1970, 2 581 persons
were examined to find out whether they were carriers
of N. meningitidis, to identify the serological types of
meningococcus circulating in the population, and to
discover the degree of resistance to sulfonamides and

antibiotics. Among the strains isolated in carriers, sero-
type A was identified in 27% of cases, serotype B in 8.8 %,
and serotype C in 1.3%. For the first time in Africa,
serotypes X and Y were isolated-the former accounting
for 8.2% and the latter for 3.9% of all strains isolated.
In patients suffering from cerebrospinal meningitis, only
serotype A was isolated. There was considerable resis-
tance to sulfonamides in the strains isolated.
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