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DIAGNOSTIC MOLECULAIRE PAR PCR EN TEMPS REEL DES MENINGITES
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RESUME

Introduction : Les méthodes standards de diagnostic de la méningite bactérienne (examen direct aprés
coloration de GRAM, culture) sont limitées en raison de 'usage anarchique des antibiotiques et d'un
long délai de rendu du résultat. L’objectif de ce travail était, d’étudier 'apport de la PCR dans le dia-
gnostic des méningites bactériennes chez I'enfant. Méthode : Il s’agissait d’'une étude prospective et
descriptive menée du 20 juin au 30 septembre 2020 dans trois hépitaux universitaires au sud du Bénin :
le CNHU Hubert Koutoukou Maga (CNHU-HKM), le CHU Mére Enfant Lagune (CHUMEL) et le CHU
Départemental Ouémé Plateau (CHUDOP). Elle concernait les enfants de un mois a 18 ans hospitalisés
pour méningite bactérienne (MB) Le diagnostic de la méningite bactérienne était confirmé par 'examen
cytologique, biochimique et 'examen direct du LCS (liquide cérébro-spinal) avec ou sans la culture du
LCS et 'hémoculture. La PCR du LCS avait été réalisée chez tous les enfants inclus. Résultats : Trente-
trois MB ont été recensées. La fréquence hospitaliere était de 0,24%, 0,89% et 02,30% respectivement
au CNHU-HKM, au CHUMEL et au CHUD-OP. La sex-ratio était égale a 1,2. La moyenne d’age était
de 16 mois. La majorité des enfants avait moins de cing ans (84,84%). L’'examen direct du LCS apres
coloration de Gram était négatif chez tous les enfants. La culture du LCS était positive dans 8,3% (1/12)
cas et la PCR positive dans 15,15% (5/33) cas. Conclusion : La rt-PCR était tres performante dans
l'isolement des germes dans le LCS. Une étude avec un échantillon plus important devrait étre réalisée
afin de confirmer son avantage et sa mise en ceuvre est souhaitable dans les laboratoires des CHU.
Mots clés : Méningite bactérienne, rt-PCR du LCS, diagnostic moléculaire

ABSTRACT

MOLECULAR DIAGNOSIS OF CHILDREN BACTERIAL MENINGITIS IN BENIN

Introduction: Conventional methods for meningitis diagnosis (Gram stain, culture) are limited due to
abusive use of antibiotics. The aim of this work was to study the contribution of PCR in the diagnosis of
bacterial meningitis in children. Method: This was a descriptive cross-sectional study carried out from
June to September 2020 in three hospitals in southern Benin: National University Hospital Hubert
Koutoukou Maga (CNHU-HKM), University Hospital Mother Child Lagune (CHUMEL) and Regional Uni-
versity Hospital Ouémé Plateau (CHUDOP). All children aged from one month to 18 years hospitalized
for bacterial meningitis (MB) were included. The diagnosis of bacterial meningitis was confirmed by
routine testing of CSF (cerebral spinal fluid) included leukocytes, glucose and protein count or gram
staining or culture. rt-PCR was performed in all children included. Results: Thirty-three MB were col-
lected. The hospital frequency of MB was 0.24%, 0.89% and 02.30% respectively at CNHU-HKM,
CHUMEL and CHUD-OP. The sex ratio was 1.2. The average age was 16 months. The majority of
children were under five (84.84%). Direct examination after Gram staining was negative in all children.
CSF culture was positive in 8.3% (1/12) and PCR positive in 15.15% (5/33). Conclusion: PCR showed
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a better performance in diagnosis of germs in CSF. A study with a larger sample should be carried out

in order to confirm the advantage of PCR and it is necessary to set it up in the laboratories of the CHUs.

Keywords: Bacterial meningitis, molecular diagnosis, CSF real-time PCR

INTRODUCTION

Les méningites bactériennes constituent une
véritable urgence diagnostic et thérapeutique a
cause de leur létalité et des séquelles neurolo-
giques qu’elles engendrent surtout en cas de
retard de prise en charge. On estime qu’environ
1,2 millions de cas de méningites bactériennes
surviennent dans le monde chaque année avec
environ 135 000 cas de décés [1]. Les mé-
thodes de diagnostic de la méningite utilisées
dans la quasi-totalité des hdpitaux au Bénin
sont les méthodes classiques (examen micros-
copique des frottis de LCS aprés coloration au
Gram, culture du LCS). Ces méthodes présen-
tent de nombreuses insuffisances en termes de
rapidité et de sensibilité par rapport a l'identifi-
cation des germes [2]. Il existe d’autres mé-
thodes de diagnostic notamment la réaction de
polymérisation en chaine en temps réel (rt-
PCR) qui permet une identification rapide du
germe et précise ses sérogroupes et sérotypes.
L’objectif de ce travail était, d’étudier 'apport de
la PCR dans le diagnostic des méningites bac-
tériennes chez I'enfant.

METHODE

L’étude a été menée dans les services de pé-
diatrie du Centre Hospitalier Universitaire Dé-
partemental de 'Ouémé Plateau (CHUD/OP),
du Centre Hospitalier Universitaire de la Mére
et de 'Enfant Lagune (CHU-MEL) et du Centre
National Hospitalier Universitaire Hubert Kou-
toukou Maga (CNHU-HKM). Ces services dis-
posaient de laboratoires de bactériologie et de
biochimie qui travaillent en collaboration avec le
Laboratoire National de Santé Publique. Il
s’agissait d’'une étude prospective a visée des-
criptive conduite du 20 juin au 30 septembre
2020 portant sur les enfants 4gés d’'un mois a
18 ans hospitalisés pour méningite dans les

services de I'étude pendant la période. Ont été
systématiquement inclus les enfants dont I'exa-
men du LCS a donné les résultats suivants: cel-
lulorachie > 10 /mm? avec prédominance de po-
lynucléaire neutrophile, protéinorachie élevée
(> 0,49/1) et glycorachie < moitié de la glycémie
dosée simultanément ; avec présence ou non
de germes dans le LCS (a la coloration de
Gram, a la culture ou encore a la PCR) ou dans
le sang. Ont été exclus les enfants suspects de
meéningite bactérienne mais chez qui la culture
et/ou la PCR aisolé plus d’'un germe al'analyse
du LCS et ceux chez qui la PCR n’a pas été ré-
alisée. L’examen direct aprés coloration de
Gram a été réalisé sur tous les LCS. La culture
était systématique dans deux hépitaux de
I'étude. Dans le troisieme hépital la culture du
LCS était réalisée seulement en cas de pré-
sence de germe a I'examen direct. La PCR en
temps réel (rt-PCR) était faite au Laboratoire.
C’est une technique moléculaire qui combine
I'amplification de ’ADN bactérien et la détection
simultanée des produits amplifiés [3].

Le recueil des données a été effectué a l'aide
d’une fiche d’enquéte, a partir des dossiers mé-
dicaux des patients, des registres des labora-
toires des trois services de pédiatrie et de la
base de données de I'Unité de Biologie Molécu-
laire du Laboratoire National de Santé Publique.
Une interview des parents apres recueil de leur
consentement a permis de compléter les infor-
mations manquantes. Les données collectées
dans I'étude étaient : les caractéristiques socio-
démographiques des patients (age, sexe) cli-
niques (statut vaccinal motif et délai d’admis-
sion, signes clinigues dominants, antibiotique
utilisé avant admission, traitement actuel), don-
nées bactériologiques et biochimiques,
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RESULTATS

Pendant la période d’étude, 2870 enfants ont
été hospitalisés dans les trois hopitaux. Parmi
eux, 33 enfants avaient fait une MB. La fré-
guence hospitaliere était respectivement égale
a 2,30 % (21/916); 0,89 % (10/1128) et 0,24 %
(2/826) au CHUD OP, au CHU MEL et au
CNHU HKM.

L’age moyen des patients était égal a 30 mois
avec IC a 95%. La sex ratio était de 1,2. La ma-
jorité des enfants (25 cas) étaient a jour de leur
vaccination selon le PEV. Quatorze enfants
avaient recu au moins un antibiotique par voie
parentérale avant admission.

L’examen direct du LCS aprés coloration de
Gram était négatif chez tous les 33 patients.
Seul un échantillon de LCS prélevé dans I'un
des trois hopitaux était positif & la culture. Le
germe identifié était Escherichia coli. La PCR a
permis d’isoler un germe dans cinq LCS (5 cas
sur 33) prélevés tous dans I'un des hépitaux. Il
s’agissait de Streptococcus pneumoniae dans
trois cas, Haemophilus influenzae de sérotype
non b dans un cas et de Neisseria méningitidis
de sérogroupe C dans un cas. Les sérotypes
de Streptococcus pneumoniae en cause n’ont
pas été identifiés

L’hémoculture a été réalisée chez 19 enfants at-
teints de MB. Elle était positive chez deux de
ces enfants. Les germes identifiés étaient : Sta-
phylococcus aureus et Staphylococcus coagu-
lase négative.

DISCUSSION

La fréquence hospitaliére des MB au CNHU-
HKM dans cette étude était de 0,24%. Elle était
respectivement égale & 2% et 0,31% en 2006
[4] et en 2019 [5]. Cette baisse de fréquence
des MB peut s’expliquer par I'introduction des
vaccins contre les principaux germes respon-
sables de MB dans le Programme Elargi de
Vaccination (PEV) au Bénin (2005 pour Hib et

2011 pour PCV13). A I'’échelle mondiale, les dif-
férents vaccins conjugués mis sur pied ont
presque complétement éliminé les méningites
causées par les germes correspondants [6] .

Dans cette étude aucun germe n’avait été iden-
tifié par 'examen direct. La prise d’antibiotiques
par les patients avant 'admission (14 cas) ne
pourrait 'expliquer qu’en partie car, d’autres au-
teurs au Maroc et au Gabon malgré une antibio-
thérapie préalable dans 45% des cas en
moyenne avaient trouvé une coloration de
Gram positive dans respectivement 50% et
66,3% [7,8] des cas de MB.

Le taux de positivité de la culture LCS était bas
(1/12 cas). Wu et Sanou [9,10] avaient trouvé
respectivement 17,7% (80/4511 cas) et 60%
(56/93 cas) de positivité de la culture du LCS.
Le taux de positivité de la culture du LCS était
sous-estimé dans cette étude car 21 LCS sur
les 33 provenaient d’un hépital ou la culture n’a
pas été réalisée parce que la coloration de
Gram était négative. L’identification du germe
par la PCR était obtenue dans 5 cas sur 33
contre zéro cas a I'examen direct apres colora-
tion de Gram. Au Burkina Faso, un taux global
de confirmation par la PCR de 36% contre 25%
par le Gram avait été observé [11]. D’autres au-
teurs Burkinabé dans une étude ont rapporté,
un taux global de confirmation de 63,2%
(108/171) par la PCR et de 60% (56/93) par la
culture [10]. L’identification des germes par
PCR est basée sur I'amplification directe par
PCR de I'ADN bactérien, méme s'il est en faible
quantité dans le LCS. Ceci explique I'avantage
de la PCR par rapport aux méthodes standards
qui bien que sensibles présentent certaines li-
mites comme : l'antibiothérapie avant le dia-
gnostic biologique au laboratoire, la perte de
viabilité des bactéries pendant 'acheminement
des échantillons au laboratoire, la difficulté a dif-
férencier une méningite bactérienne d’'une mé-
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ningite virale, I'existence de bactéries a crois-
sance lente et/ou difficile et la durée de I'identi-
fication.

CONCLUSION

La PCR en temps réel a une meilleure perfor-
mance par rapport aux méthodes classiques
dans lidentification des germes. Une étude
avec un échantillon plus important et prenant en
compte le colt de la PCR est nécessaire pour
confirmer I'avantage de la mise en place de la
PCR dans les laboratoires des CHU.
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