Article Original dwation de la qualité des examens..

Evaluation de la qualité des examens bactériologigs dans la surveillance des méningites au Mali d&@6

a 2010

Assessment of bacteriological exams quality in theurveillance of the meningitis in Mali from 2006 t02010

S. Coulibaly, I. Guindd, A. Mahamadot) A. Kéitd', K. Dad, S. Diarrad, B. Traoré, K. Touré, Y.S. Koné,

Y. Ndjakanr, F. Bougoudogb® L. Sangaré B. Koumaré.

!Institut National de Recherche en Santé Publigh®@P)-Bamako-Mali’Cellule Sectorielle de Lutte contre le
Sida (CSLS)-Mal? Direction Nationale de la Santé au Mali (DNQ)aboratoire Central Vétérinaire au Mali
(LCV).® Centers for Disease Control and Prevention (AtlanBxogramme Francophone de Formation en
Epidémiologie d’Intervention et Laboratoire (WA-FER)® Université des Sciences des Techniques et de
Technologie de Bamako (USTTB)-MalUniversité de Ouagadougou, Burkina Faso.

Auteur Correspondant : Mr Souleymane COULIBALY , Biologiste Epidémiologiste, chargé de I'analyse
bactériologique de LCR et la gestion des donnéesideillance au service bactériologie —virologidNMRSP —
Mali - BP : 1771- Cell : (+223) 62416632 / 7626699Email :sbcoulibalyl @yahoo.fr

Résumé

Objectif: L'évaluation de la qualité du diagnostic bacté@gitjue de la méningite était une nécessité tal@an
passer de la « surveillance renforcée » a la «egllance cas par cas » aprées l'introduction du waconjugué A
MenAfrivac® au Mali.

Matériels et méthode :L'étude était transversale et s’est déroulée fitut National de Recherche en Santé
Publiqgue a Bamako (Mali) de 2006 a 2010. L'écHiamnage a été exhaustif et la collecte des donaéé®
faite & partir des registres de laboratoire et fidbes de notification individuelle. Elle a posér la qualité des
liguides céphalorachidiens, la date de préléevemkntiransport, les examens bactériologiques classiq
(coloration de Gram, recherche des antigénes leslutulture) et la PCR. L'évaluation du laboragaarété faite
selon un systeme de score et les controles det@eaternes.

Résultats: Au total 2567 échantillons de LCR dont 1972telmes et 595 inoculés dans le milieu trans-isolate
(T-1) ont été analysés. Le délai moyen de transpaté d'un jour, les échantillons ont été adéqazg,70%.
Les principaux germes identifiés ont &téisseria meningitidi§67,88%),Streptococcus pneumoniéed,50%)

et Haemophilus influenzab (9,56%)Des centres collaborateurs de I'OMS ont confirm®08% les résultats
des cultures positives. La note totale de quatitéhaée selon le systéme de score établi a é#LAAR) (qualité
moyenne) soit 67,05% de bonne réalisation des exame

Conclusion: Ces résultats montrent que des efforts sont renéoconsentir pour la qualité des examens
bactériologiques.

Mot clés: examen bactériologique, Mali, méningite, qualsidrveillance.

Summary

Objective: Assessment of bacteriological diagnosis quaditythe of meningitis was a need to pass from
"enhanced surveillance" to the "surveillance cagedse" after the introduction of vaccine MenAfre/@ in
Mali.

Materials and methods The study was cross-sectional and took plackeafNational Institute of Research in
Public Health, Bamako (Mali) from 2006 to 2010. Téempling was complete and data collection has been
made from laboratory registry and individual natfiion sheet. It focused on the quality of cerghire fluids,
date of collection, transport, conventional baciegical tests (Gram stain, research of the solallégens,
culture) and PCR. The laboratory assessment wédsrperd using a scoring system and external queditytrol.
Results A total of 2567 CSF samples with 1972 tubes a®8 ioculated into the trans -isolate (TI) medium
were analyzed. The average transport time was apesamples were adequate to 92.70 %. The maieract
identified were Neisseria meningitidig67.88 %), Streptococcus pneumonig@9.50%) and Haemophilus
influenzaeb (9.56 %). WHO Collaborating Centers confirme®%0our positives cases of cultures results. The
total quality score assigned according to the sagosiystem established was 13.41 / 20 (averagetyjuali67.05

% of successful completion of exams.

Conclusion These results show that further efforts are t&emi@r the quality of ours bacteriological exams.
Keywords: bacteriological exams, Mali, meningitis, qualisyrveillance.

INTRODUCTION pneumoniaetHaemophilus influenzad1,2]. Le

Les méningites bactériennes sont des infections des
membranes (méninges) et du liquide
céphalorachidien (LCR); elles sont une cause
majeure de déces et d'incapacité dans le monde.
Passée la période périnatale, trois bactéries, ldont
transmission se fait d'homme a homme par les
sécrétions respiratoires, sont responsables de la
plupart des méningites bactériennesleisseria
meningitidis Streptococcus

Mali a passé de la « surveillance renforcée » a la
« surveillance cas par cas » de la méningite apres
l'introduction du nouveau vaccin conjugué anti
méningocoque A, le MenAfriV&cen 2010. Dans la

« surveillance cas par cas », chaque cas suspect
fera I'objet de ponction lombaire et de confirmatio

au laboratoire, nécessitant ainsi des résultats de
bonne qualité[3]. De 2006 a 2010, IInstitut
National de Recherche en Santé Publique (INRSP),
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qui est le laboratoire national de référence des
méningites, n'a pas fait une évaluation de ses
activités de confirmation et d'identification des
agents bactériens responsables de la méningite. |l
est alors nécessaire de faire I'évaluation de la
qualité de la surveillance bactériologique de la
méningite avant de passer a la «surveillance cas
par cas » mise en ceuvree but de notre étude était
d’évaluer la qualité du diagnostic des méningites
bactériennes de 2006 a 2010 au Mali en vue
d’améliorer la surveillance épidémiologique de ces
pathologies.

MATERIELS ET METHODE

Matériels

Echantillon biologique : il s'agit des liquides
céphalorachidiens (LCR)onctionnés chez les cas
suspects de méningite.

Matériels essentiels Les matériels essentiels
utilisés sont les suivants: poste de sécurité
microbiologique de type II; incubateur ;
réfrigérateur 2 a 8°C; congélateur -80°C;
centrifugeuse ; microscope optique ; appareil a PCR
en temps réel (Stratagéhblx 3005P™): tube sec ;
triple emballage, caisse isotherme.

Réactifs et milieux de culture: PASTOREXM
MENINGITIS ; kit de coloration de Gram;
amorces de la PCR conventionnelle et de la PCR

en temps réel des méningocoques, du
pneumocoque, des Haemophilus influenzae
antisérums  méningocoques sérogroupes A, Y,

W135; générateur de GOmilieux de culture
(gélose au sang, gélose chocolat + PolyVitegt
trans-isolate (T-I)

Design

Type et période d’étude :Il s'agissait d'une étude
transversale d’évaluation réalisée au laboratoire
national de référence de la méningite a I'INRSP au
Mali sur les données de 2006 a 2010.
Echantillonnage : L'étude a
concerné l'ensemble des échantillons
de LCR regus a I'INRSP dans le cadre de la
surveillance épidémiologique ; I'échantillonnage
était exhaustif. Les échantillons provenaient desto
les districts sanitaires du Mali. Les données o@t é
collectées a partir des registres de laboratdides
fiches individuelles de notification.

Variables étudiées :Elles ont porté sur la qualité
du LCR, la date de ponction lombaire, la date de
réception du LCR a I'INRSP, les conditions et le
délai de transport, la coloration de Gram,
'agglutination au Latex, la culture, la PCR, et le
test de sensibilité aux antibiotiques.

Technique de laboratoire

Prélevement et transport: Les prélevements de
LCR ont été faits avant tout traitement antibio&iqu
chez les patients suspects de méningite, dans les
centres de santé communautaires (CSComs), les
centres de santé de références (CSRéES,
hopitaux et les structures privéeselon les

recommandations de I'OM&. Ces LCR étaient
acheminés suivant la pyramide sanitaire vers le
laboratoire national de référence de la méningite e
transportés, soit dans un tube sec stérile daits le
milieu de transport Trans-Isolate (T-l). Les LCR
collectés dans les tubes secs étaient transportés a
I'abri de la lumiére et acheminés a I'INRSP dans un
délai de 24 heures ; pour les LCR inoculé dans le
Trans-Isolate, le délai d’acheminement a I'INRSP
était de sept jours.

Bactériologie classique Elle a consisté a la mise
en évidence des pathogénes et leur l'identificati
par un algorithme incluant I'aspect
macroscopique ; I'aspect microscopique
(numération des leucocytes, formule leucocytaire,
Gram) ; la recherche des antigénes solubles; la
culture, les tests biochimiques ; I'antibiogramme
selon les recommandations de la Société Frangaise
de Microbiologie (CA-SFM).

PCR: Les PCR ont été faites, pour un premier
passage, en multiplex-espéces c'est-a-dire la
recherche concomitante de génes spécifiques de
Neisseria  meningitidis (sodC ou crgA),
Haemophilus influenzadhpd) et Streptococcus
pneumoniae(lytA). Une autre PCR, pouvant étre
simplex, duplex ou multiplex, consistait soit a
déterminer le type delaemophilus influenzaet le
groupe deNeisseria meningitidjssoit a confirmer
I'espéce Streptococcus pneumoniae/ec d’autres
amorces spécifique§[6, 7,8.

Contréle de qualité

Contréle interne de qualité : Le contréle de
qualité interne était réalisé de fagon différeretios

le type d’analyse effectué :

- Test dagglutination au Latex: Le Kit
PASTOREX" MENINGITIS contient un
contréle négatif et un contréle positif qui
étaient testés selon les recommandations
du fabriquant. Des contrdles « maison »
étaient aussi testés a I'ouverture de chaque
nouveau kit et au besoin.

- Culture et antibiogramme: Des tests de
stérilité et des essais a blanc étaient
effectués quotidiennement sur les milieux
de culture. Les souches de référence
(ATCC) étaient utilisées pour le contrble
de la qualité interne par semaine. Il s’agit
de ATCC49247 pour Haemophilus
influenzae ATCC76423 pourNeisseria
meningitidis ATCC19615 pour
Streptococcus pneumoniae ATCC12386
pour Streptococcus agalactiae

- PCR: Les amorces de référence étaient
utilisées pour le contréle de la qualité
interne de Neisseria meningitidis A
(amorce M7060)Neisseria meningitidi8
(amorce M5178)Neisseria meningitidi€
(amorce M3045),Neisseria meningitidis
W135 (amorce M7034), Neisseria
meningitidisX (amorce M8210)Neisseria
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meningitidis Y  (amorce  M2578),
Streptococcus ~ pneumoniae (amorce
M16978), Haemophilus influenzaea
(amorce M4741)Haemophilus influenzae
b (amorce M5216), Haemophilus
influenzae ¢ (amorce M6542),
Haemophilus influenzae d (amorce
M6548), Haemophilus influenzae e
(amorce M9418)Haemophilus influenzae
f (amorce 6297).
Evaluation externe de la qualité : Les 10%
souches de méningocoque étaient envoyées
au Multi-Disease Surveillance Center (MDSC) de
Ouagadougou pour confirmation et contréle des
sérotypes et sous-types, puis au Centre de
Référence et de Recherche sur la méningite de
I'Institut de Santé Publique d’Oslo en Norvége pour
la caractérisation moléculaire (séquences types et
des Complexes clonaux). Une évaluation externe de
la qualité était réalisée tous les quatre mois dans
contexte du réseau de controle OMS/AFRO par le
laboratoire régional et sous régional de
Johannesburfg].
E. Méthode d’analyse
Etablissement des scores Des attributs ont été
utilisés a I'établissement de score pour I'évaluation
des activitts de diagnostic des méningites
bactériennes. Il s’agit de la qualité des LCR, du
délai de transport, de I'aspect macroscopiqueade |
numeération des leucocytes, de la formule
leucocytaire, de la coloratiomle Gram, de la
recherche des antigenes solubles, de la cultere, d
la PCR et du compte rendu des résultats. Des points
étaient attribués a chaque paramétre selon I'éat d
réalisation (voir Tableau 3).
Grille d'appréciation du score noté sur 20:
- Activités de trés bonne qualité : 18 a 20 ;
- Activités de bonne qualit¢é :15a17;
- Activités de qualité moyenne : 12 a 14 ;
- Activités de qualité passable : 10 a 11 ;
- Activités de qualité non acceptable: 0 a
10.
Analyse des donnéed.es données ont été saisies
et traitées sur le logicidEpi Info™ 3.5.1 & partir
duquel des analyses univariées ont été réalisées.
RESULTATS
Description et caractéristiques des LCR recus
Nous avons enregistré 4382 cas suspects notifiés de
la surveillance épidémiologique a la direction
nationale de la santé parmi lesquels 2567 cas ont
fait I'objet de ponction lombaire et acheminés a
'INRSP. Sur les 2567 LCR recus, 1972 étaient
conditionné dans le tube sec et 595 dans le trans-
isolate avec un délai moyen de transport d’'un jour.
Les échantillons étaient adéquats a 92,70% et une
positivité de 20,37% a été observée a au moins 'un
des trois tests (Latex, culture et PCRys germes
identifiés Neisseria meningitidis (67,88%),
Streptococcupneumoniag19,50%),Haemophilus
influenzaeb (9,56%), Streptocoque B (0,96%) et

autres (2,10%)(voir Tableau 1). Les tests de
sensibilité réalisés ont montré :

- 78/96souches dé&leisseriameningitidissensibles
au chloramphénicol et 59/&uches déeisseria
meningitidissensibles a I'Oxacilline ;

- 22/28 souches dé&treptococcuspneumoniae
sensiblesau chloramphénicol et 16/23ouches de
Streptococcupneumoniaeensibles & I'Oxacilline ;

-13/18 souches d1aemophilus influenzaeb
sensiblesu chloramphénicol.
Compte rendu des résultats Un résultat

préliminaire, constitué de l'aspect macroscopique,
de la numération leucocytaire, de la formule
leucocytaire, de la coloration de Gram, de la
recherche des antigénes soluble, était envoyé en
urgence pour la prise en charge immédiate ; un
résultat complet était rendu au moins 4 jours apres
et comportait en plus du résultat préliminaire, la
culture et I'antibiogramme.

Caractérisation moléculaire (voir Tableau 2): elle

a permis de typer sur les souches envoyées :

- 66/75Neisseria meningitidide
sérogroupe A dont 10 séquences type 7 et
56 séquences type 2859 mais tous
appartenant au complexe clonal ST-5 ;

- 5 Neisseria meningitidide sérogroupe Y,
tous typés dont 4 séquences types 767 et
de complexe clonal ST-167, et 1 séquence
type 192 non assimilé a un complexe
clonal ;

- 6 Neisseria meningitidide sérogroupe
W135, de séquence type 11 et de
complexe clonal ST-11.

Score: La note totale de qualité attribuée selon le
systeme de score établi a été 13,41/20
correspondant a une qualité moyenne des activités
soit 67,05% de bonne réalisatiguoir détail au
tableau 3)

Controle de qualité: Pour ensemble des souches
ATCC utilisées, des pousses de colonies ont été
observées, les identifications et les antibiograsime
étaient conformes pour les germes correspondant.
L'amplification a réussi pour chacune des amorces
de référence. Dans I'évaluation externe de la tguali
du réseau de contréle 'OMS/AFRO, I'INRSP a
obtenu 54,31% de score 4 (voir Figure 1).
DISCUSSION

Le nombre des cas suspects notifiés a été supérieur
au nombre des LCR avec respectivement 4382 et
2567 soit un taux derélevement de 58,58% de
2006 a 2010. Ceci s’explique par le fait que dans
la « surveillance renforcée » de la méningitestou
les cas suspects ne faisaient pas I'objet de monct
lombaire [10] comme demandé dans Ia

« surveillance cas par cas ». La proportion des LCR
acheminés dans les tubes secs plus élevée que cell
des T-I soit respectivement 76,80% et 23,20%, est
due sans doute a la non disponibilité des T-I dans
la plupart des centres périphériques comme évoqué
en 2008 avec 66% de tubes et 34% de TI

Revue Malienne d’Infectiologie et de Microbiolog#014, Tome 1

Page 20



Article Original

dwation de la qualité des examens..

(Cissouma N. Mise en place d'une technique PCR
pour le diagnostic de la méningite cérébro-spidale
I'Institut National de Recherche en Santé Publique
a Bamako [mémoire de DEA]. Université de
Bamako, Mali, 2008). La qualit¢é des LCR non
adéquate dans 7,30% des aast, due a la mobilité

du personnel formés et l'insertion des nouveaux
agents non recycler en milieux décentralisés. Ce
taux est élevé car la limite supérieure acceptpbite
'OMS est de 3% d’échantillons non adéquats. Les
prélevements ont été acheminés dans 56,44% en
moins de 24 heures. Le délai de transport supérieu
a sept jours a été observé pour 8,70% des LCR. Le
Mali est un vaste territoire ; les distances élégm
entre les sites et la capitale qui abrite le LNiRsia
qgue les infrastructures et les ressources finaggiér
limitées  expliquerait I'écart des  délais
d’acheminement. Les germes identifiés par I'un des
trois tests (latex, culture, PCR) ont étdeisseria
meningitidis (67,88%), Streptococcus pneumoniae
(19,50%),Haemophilus influenzak (9,56%). Une
fréquence plus élevée ddeisseria méningitidia

été trouvé en 2008 avec 91,11%, des fréquences
plus faibles deStreptococcus pneumoniéé,44%)

et d'Haemophilus influenzae b (4,44%)
(Cissouma N. Mise en place d'une technique
«Polymerase chain reaction» (PCR) pour le
diagnostic de la méningite cérébro-spinale a
I'Institut National de Recherche en Santé Publique
(INRSP) a Bamako [mémoire de DEA]. Université
de Bamako, Mali, 2008La recherche de I'antigene
soluble est un test rapide qui permet un diagoosti
présomptif du germe en cause et oriente la prise en
charge avec les résultats préliminaires. Le latex
peut détecter I'antigéne soluble méme si le germe
est mort mais ne peut pas différencier le sérogroup
Y du W135, d'ou l'intérét de la culture qui permet
en plus la réalisation de test de sensibilité aux
antibiotiques. La PCR est une technique
biomoléculaire permettant un diagnostic quasi-
certain, que la bactérie soit vivante ou morte ;
cependant elle colte chére par rapport a la culture
Introduite en 2008, la PCR était appliquée
seulement sur les LCR négatifs a la culture pendant
la «surveillance renforcée ». Elle est devenue
systématique avec la « surveillance cas par cas ».
A Bobo-Dioulasso, Burkina Faso en 2004, une
étude avait déja montré que seulement 68,67% des
PCR positives étaient positives a la cult(itd].
Dans lesconditions ac¢uell es nous obsevons qe la

PCR ed peformane ¢ pernet didentifier
davantage dagents pathogénes responsables
méningites bactériennes aigud®4BA) par rapport

a laculture[12].

Les complexes clonaux ST-5, ST-167, ST-11 des
méningocoques ont été retrouvés comme déja
évoquée dans le pays réecemment en 2011 et méme
plus antérieurement en 20(B3,14] Selon le score
établi, une note de 13,41/20 a été obtenue ; cette
gualité moyenne est due a la non réalisation de la

formule leucocytaire dans la quasi-totalité des LCR
troubles, au non respect du délai de transport pour
certains LCR (Tubes, TI), a la faible réalisatian d
I'antibiogramme sur les souches isolées et taux
élevé de la contamination & la culture.
CONCLUSION

Ces résultats montrent que la qualité des examens
de bactériologie dans le diagnostic des méningites
au Mali est de qualité moyenne selon la grille
adoptée Cependant certaines activités doivent étre
renforcées notamment la réalisation de la formule
leucocytaire au niveau périphérique et central ; le
transport des LCR ; la réalisation de
'antibiogramme sur les souches isolées; la
formation continue du personnel ; 'amélioration du
plateau technique et le renforcement du contrble de
qualité interne.
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Tableau | : Description et caractéristiques des liquideshafgrachidiens dans activités du diagnostic
bactériologique de la méningite de 2006 a 2010 ali M

Variables Effectif Pourcentage (%)
Notification/LCR
Cas notifiés 4382 -
Ponction lombaire 2567 58,58
Délai de transport
Tube sec
=<24 Heures 1608 81,54
> 24 Heures 364 18,46
Trans-Isolate
=<7 jours 488 82,02
>7 jours 107 17,98
Qualité des LCR
Adéquate 2380 92,70
Non adéquate 187 7,30
Résultat
Positif 523 20,37
Négatif 2044 79,63
Germes identifiés
Haemophilus influenzae 50 9,56
Neisseria meningitidis 355 67,88
Streptococcus pneumoniae 102 19,50
Streptocoque groupe B 5 0,96
Autres* 11 2,10

*Autres : Enterobacter spp (2 cas), Escherichia coli (2 c&slmonellag?2 cas),
Staphylococcus aureus (5cas).
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Tableau II: Formule antigénique et caractérisation moléceldes souches déeisseria meningitidisolées au
Mali de 2006 a 2010 et envoyées aux centres cabddars de 'OMS.

7 (n=10) ST-5 (n=10)
P1.20,9 (n=73) 2859 (n=55) ST-5 (n=55)
Nm A (n=75) 21 (n=75) NT* (n=8) NT* (n=8)
2859 (n=1) ST-5 (n=1)
NT* (n=2) NT* (n=1) NT* (n=1)
767 (n=4) ST-167 (n=4)
Nm Y (n=5) NT*(n=5)  PL1.5 (n=5) 193 (=1} "
2a (n=2) P152 (n=2) 11 (n=2) ST-11 (n=2)
NMW135(=6)  “Nv(n=a)  P1.52 (n=4) 11 (n=4) ST-11 (n=4)

Nm : Neisseria meningitidis
*NT : non typer
**Nas : non assimilable a un complexe clonal
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Tableau Il : Attributs et scores de I'évaluation de la giéatiu diagnostic bactériologique de la méningite au
Mali de 2006 a 2010.

Caractéristiques Attributs Scores
Qualité des LCR
Adéquate 1 0,93
Non adéquate 0 0
Délai de transport
Délai Tube 2 1,48
Délai Trans-Isolate 2 1,26
Retard 0 0
Aspect macroscopique
Réalisé 1 0,99
Non réalisé 0 0
Numération cellulaire
Réalisée 1 0,96
Non réalisée 0 0
Formule leucocytaire
Réalisée 1 0,08
Non réalisée 0 0
Coloration de Gram
Réalisée 1 0,99
Non réalisée 0 0
Recherche d'Ag soluble
Réalisée 1 1
Non réalisée
Culture
Réalisée non contaminée 2 1,9
Réalisée contaminée 1 0,05
Non réalisée 0 0

Antibiogramme

Réalisé 1 0,56

Non réalisé 0 0
PCR

Réalisée non contaminée 2 1,02

Réalisée contaminée 1 0

Non réalisée 0 0

Compte rendu des résultats

Immédiat 1 0,65

Complet 2 1,54

Retard 0 0
Total 20/20 13,41/20
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Légende :
Score 4: note parfaite ;

Score 3: globalement
correct ou acceptable ;

M Scored
mScore Score 2: séparateur, non
utilisé pour la notation ;
W Score 1
Score 1: incorrect ou
mScore 0 inacceptable ;

Score O: trés incorrect ou
treés inacceptable.

Figure 1: Scores de 'INRSP dans I'évaluation externealqualitédesactivités deaboratoire de 2006 a 2010
au Mali, réalisée trimestriellement dans le corgedti réseau de contrdle OMS/AFRO par le labomatoir
régional de Johannesburg.
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