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RESUME

OBJECTIF : Evaluer la diversité génétique des souches de Mycobacterium tuberculosis a Cotonou, Bénin, et les fac-
teurs de risque associés au regroupement des souches en grappes.

METHODES : Nous avons analysé les échantillons d’expectoration provenant de 194 nouveaux cas de tuberculose
pulmonaire a microscopie positive admis de facon consécutive. Un échantillon par patient a été analysé avec au
moyen de deux tests génotypiques : le spoligotypage et le « mycobacterial interspersed repetitive unit-variable num-
ber of tandem repeats » (MIRU-VNTR) utilisant 12 loci. Les profils des souches obtenus ont ensuite été comparés a
ceux de la base de données internationale SpolDB4.0.

RESULTATS : Nous avons observé que le spoligotype le plus fréquent a Cotonou est le spoligotype 61 suivi du type
« Beijing », qui représente 10,3% des souches et qui est, par ailleurs, associé a la résistance a la streptomycine. Nous
avons par ailleurs confirmé que la combinaison du spoligotypage et du MIRU-VNTR est plus discriminante que chacun

des tests pris isolément.

CONCLUSION : Le spoligotype 61 et le type « Beijing » sont les génotypes les plus fréquents a Cotonou.
MOTS-CLES : épidémiologie moléculaire ; Mycobacterium tuberculosis ; Cotonou

LA PLUPART des 8,8 millions de nouveaux cas esti-
més de tuberculose (TB) et des 1,6 millions de déces
annuels attribués a la TB partout dans le monde!
surviennent dans les pays a faibles ressources, parti-
culierement en Afrique ou la situation de la TB est
aggravée par les conditions sociales, I’épidémie du
virus de 'immunodéficience humaine (VIH) et ’émer-
gence de souches multirésistantes (MDR ; définies
comme résistantes au moins a I’isoniazide [INH] et a
la rifampicine [RMP]).

Le Bénin est un pays d’Afrique de ’Ouest dont la
population est estimée a 8,5 millions d’habitants. Co-
tonou est la plus grande ville du Bénin et compte en-
viron un tiers des cas de TB détectés dans le pays. La
stratégie DOTS a été mise en ceuvre au Bénin depuis
plusieurs années et couvre I’entiéreté du pays. Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le taux
estimé de P’incidence de la TB a augmenté de 80 pour
100.000 habitants en 1990 a 88/100.000 en 2005
alors que le taux de cas détectés est resté presque le
méme (40/100.000 en 1990 comparé a 39/100.000
en 2005).1 En 2006, la séroprévalence du VIH était
de 1,8% dans la population générale? alors que parmi
les patients TB, le taux était de 11% (rapport du Pro-
gramme National TB [PNT], données non publiées).

Comme dans la plupart des pays a faibles res-
sources, I’épidémiologie de la TB au Bénin a consisté
jusqu’ici A enregistrer le nombre de cas ainsi que leurs
données démographiques. Dans ce pays, les connais-
sances sont rares au sujet de I’épidémiologie molécu-
laire de la TB ; par exemple, la base de données du
spoligotypage Spol DB4,0 n’a publié que quatre
souches sur les 39.609 entrées en provenance du Bé-
nin.3 Dépidémiologie moléculaire pourrait pourtant
nous aider & mieux comprendre la dynamique de la
transmission de la TB en vue de la maitrise de la ma-
ladie au Bénin.

De nombreuses méthodes ont été élaborées pour
le génotypage de Mycobacterium tuberculosis ; la
méthode de référence est le polymorphisme de lon-
gueur du fragment de restriction de la séquence d’in-
sertion 6110 (IS6110-RPLP).45 Toutefois cette mé-
thode est trés laborieuse, son pouvoir discriminatoire
est médiocre pour les souches qui comportent un
faible nombre de copies de 1S6110 et elle exige de
grandes quantités d’ADN. Le spoligotypage est une
méthode plus simple basée sur une réaction par poly-
mérase en chaine (PCR), mais elle est moins discrimi-
natoire que IS6110-RPLP.¢ Une autre méthode (MIRU-
VNTR)7 basée sur la PCR a été largement utilisée. Il
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s’agit de la détermination du nombre variable de ré-
pétitions en tandem d’unités mycobactériennes répé-
titives dispersées en se basant sur 12 loci indépen-
dants. Le pouvoir discriminatoire de cette méthode
est comparable a celui de IS6110-RPLP si on la com-
bine avec le spoligotypage.8-1° Bien que la résolution
du MIRU-VNTR ait été récemment augmentée par
’emploi de 15 loci,'! cette nouvelle combinaison de
loci doit étre évaluée davantage.

Cet article présente les résultats de la premiére
étude d’épidémiologie moléculaire menée sur des
isolats TB en provenance de patients du Bénin pour
évaluer la diversité des souches de M. tuberculosis a
Cotonou en utilisant deux méthodes de génotypage,
le spoligotypage et le MIRU-VNTR sur 12 loci.

MATERIEL ET METHODES

Patients

Entre juillet 2005 et octobre 2006, les échantillons
provenant de 201 nouveaux cas de TB a bacilloscopie
positive ont été inclus dans I’étude. Tous les patients
résidaient a Cotonou ou dans ses banlieues. On a re-
cueilli et analysé deux échantillons de crachats par
patient, mais on n’a utilisé qu’une seule culture posi-
tive par patient pour les tests de sensibilité aux médi-
caments (DST) et pour les empreintes digitales de
’ADN. On a recueilli chez chaque patient les données
démographiques et un échantillon de sang pour le test
VIH qui a été réalisé par un test immunoenzymatique
(ELISA). Les échantillons séropositifs ont été con-
firmés par un test discriminatoire HIV1/2 (Genie II
HIV1/ HIV2®, Biorad, France).

Culture et DST

Pour chaque patient, deux échantillons de crachats
ont été décontaminés en utilisant la méthode de Pe-
troff modifiée!? et mis en culture dans un Mycobac-
teria Growth Indicator Tube (MGIT) manuel (Becton
Dickinson, Sparks, MD, USA)13 et sur le milieu de
Lowenstein-Jensen (L]). On a déterminé la sensibilité
des isolats de M. tuberculosis (un isolat par patient) a
I’égard de la RMP, de 'INH, de la streptomycine
(SM) et de I’éthambutol (EMB) par la méthode des
proportions sur le milieu de L] en utilisant les concen-
trations suivantes : 40 wg/ml pour la RMP, 0,2 ng/ml
pour 'INH, 4 pg/ml pour la SM et 2 pg/ml pour
EMB.14 Llnstitut de Médecine Tropicale a Anvers,
Belgique a réalisé chaque année le contrdle de qualité
pour le DST.

Empreintes digitales de 'ADN

On a extrait PADN en transférant deux gouttes de
culture positive prélevée a partir du tube MGIT dans
300 pl de 10 mM tris-HCl et 1 mM EDTA (1 X TE) et
on a tué les bacilles en faisant bouillir la suspension
pendant 5 minutes. Le spoligotypage a été réalisé selon
la technique décrite précédemment,b et les données

obtenues ont été comparées a la base de données
SpolDB4,0. Le MIRU-VNTR a été réalisé en ampli-
fiant individuellement chacun des 12 loci selon la
technique décrite précédemment et les résultats ont
été combinés dans des profils d’alléles numériques.”

M. tuberculosis H37 Rv a été utilisé comme con-
trole positif, Peau et le controle du réactif comme
contrdles négatifs.

Analyse statistique

Toutes les données ont été analysées en utilisant la
version 9.05 de SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) et
Epi Info 6.02 (Centers for Disease Control and Pre-
vention, Atlanta, GA, USA). Les risques relatifs bruts
(RR) et leurs intervalles de confiance 2 95% (IC 95%)
ont été calculés pour évaluer I’association entre la
disposition en grappe ou les souches Beijing et les
différents facteurs. Les tableaux de contingence ont
été analysés au moyen du test x2 de Pearson et les dif-
férences ont été considérées comme significatives
lorsque P était < 0,05.

On a fait appel a procédure d’élimination rétro-
grade basée sur le ratio de probabilité pour sélection-
ner les variables a inclure dans les modéles de régres-
sion logistique. Les odds ratios (OR) ajustés et leurs
IC 95% ont été dérivés des modeles logistiques fi-
naux. Pour ces modéles, on a évalué la bonne qualité
de I’ajustement en employant le test de Hosmer et
Lemeshow.

Une grappe a est définie en présence de deux
souches ou davantage dont les profils étaient iden-
tiques au spoligotypage et au MIRU-VNTR.

Considération éthique
Tous les patients ont donné un consentement éclairé.

Détude a été approuvée par IInstitutional Review
Board du PNT du Bénin.

RESULTATS

Population de I'étude

Parmi les 201 nouveaux cas de TB pulmonaire re-
crutés, sept échantillons ont été exclus de I’analyse :
la culture s’est avérée négative ou contaminée pour
cinqg échantillons et dans les deux autres on a mis en
évidence une combinaison de doubles alléles dans
plusieurs loci au MIRU-VNTR, suggérant une infec-
tion mixte. Le ratio femmes-hommes était de 3,4 ;
’age des patients s’étalait de 17 a 69 ans avec un age
médian de 30 ans. Les test sérologiques du VIH ont
été disponibles pour 190 patients, dont 27 (14,2%)
étaient positifs au VIH-1, répartis en 10 femmes
(37%) et 17 hommes (63%). Les 163 patients re-
stants (85,8 %) étaient séronégatifs pour le VIH.

Test de sensibilité aux médicaments

Les résultats du DST ont été disponibles pour 143
souches, parmi lesquelles deux (1,4%) étaient multi-
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Tableau 1 Profil de résistance des souches

Type de résistance n (%)
Monorésistant
INH 3(2,1)
SM 28(19,6)
Polyrésistant
INH + RMP 1(0,7)
INH + EMB 1(0,7)
INH + RMP + SM + EMB 1(0,7)
Autres profils 0
Résistance totale INH + RMP (MDR) 2(1,4)
Résistance totale 34 (23,8)
Sensibilité a tous les médicaments 109 (76,2)
Total 143

INH = isoniazide ; SM = streptomycine ; RMP = rifampicine ; EMB = étham-
butol ; MDR = multirésistant.

résistantes (MDR), six (4,2%) étaient résistantes a
’INH, deux (1,4%) a 'EMB et 29 (20,3%) a la SM.
Au total, 34 souches (23,8%) étaient résistantes a au
moins un médicament et 109 souches (76,2%) étaient
sensibles a I’ensemble des médicaments testés (Ta-
bleau 1). Des deux patients infectés par des souches
MDR, le premier avait vécu a ’étranger et était re-
venu au Bénin peu de mois avant son diagnostic de
TB ; le second avait toujours vécu au Bénin et était
séronégatif pour le VIH.

Spoligotypage

On a identifié au total 95 spoligotypes distincts ; 126
souches (64,9%) ont été regroupées en 27 grappes,
dont les tailles comportaient de 2 a 40 souches. Si
PPon compare les spoligotypes obtenus avec ceux
consignés dans la base de données internationale
SpolDB4,0, les trois grappes les plus fréquentes ont
été ST 61, ST 1 et ST 438, contenant respectivement
40, 17 et 8 souches (Tableau 2).

Parmi les 194 souches étudiées, on a identifié
62 nouveaux spoligotypes non encore décrits dans
la base de données ; ils ont été répartis en 51 types
isolés et 11 grappes regroupant au total 30 souches
(une grappe de sept souches, une de quatre souches,
une de trois souches et huit de deux souches ; Ta-

bleau 2).

Tableau 2 Spoligotypes

Spoligotypes Profils n (%)
Spoligotypes déja décrits 33 113 (58,2)
En grappes 16 96 (49,5)
Isolés 17 17 (8,8)
Spoligotypes nouvellement décrits 62 81(41,8)
En grappes 11 30(15,5)
Isolés 51 51 (26,3)
Total des isolés 68 68 (35,1)
Total des grappes 27 126 (64,9)
Total 95 194

MIRU-VNTR

Parmi les 194 souches, on a identifié 74 types distincts
de MIRU-VNTR et regroupé 150 souches (77,3%)
en 30 grappes dont les tailles comportaient de 2 a
20 souches.

Spoligotypage plus MIRU-VNTR
En combinant le spoligotypage et le MIRU-VNTR,
66 souches (34,0%) ont été regroupées en 14 grappes.
Parmi les 40 souches avec ST 61, la combinaison du
spoligotypage et du MIRU-VNTR a identifié 12 types
isolés et 28 souches regroupées en quatre grappes
comportant 15, 7, 4 et 2 souches. Toutes les souches
avec ST 1 (famille Beijing) ont partagé le méme type
lors du MIRU-VNTR. Aucune des deux souches
MDR n’a été regroupée dans une grappe (Figure).
Nous avons comparé également les caractéristiques
comme P’age, le sexe, le statut VIH et la résistance
aux médicaments entre les souches isolées et celles re-
groupées en grappe. Lors de I’analyse univariée, on
n’a pas trouvé d’association entre I’age, le sexe ou le
statut VIH et la disposition en grappes ; toutefois, les
souches résistantes aux médicaments ont été plus sus-
ceptibles que les souches sensibles d’appartenir a des
grappes (Tableau 3). En effet 42,6% des souches dis-
posées en grappes se sont avérés résistants a au moins
un médicament testé alors que seulement 12,4% des
souches non-disposées en grappes se sont avérés ré-
sistants (P < 0,001 ; RR = 2,38 ;1C95% 1,63-3,47
Tableau 3). Lors de I’analyse multivariée, seule la ré-
sistance a au moins un médicament a été en asso-
ciation significative avec la disposition en grappes
(OR ajusté = 4,71, IC 95% 2,06-10,77). De plus les
souches Beijing ont été plus susceptibles d’étre en as-
sociation avec la résistance a au moins un médicament
testé (P < 0,001 ; RR = 7,34 ; IC 95% 4,59-11,74).
Les test de sensibilité ont mis en évidence la mono-
résistance a la SM (le type le plus courant de résis-
tance) dans toutes les souches 17 ST, dans une des
deux souches ST 2535, dans cinq des souches 38 ST 61,
dans la souche STI 540 et dans sept des 70 souches
n’appartenant pas a des grappes.

Tableau 3 Risque relatif brut et IC 95% de grappes chez
les patients

Patients infectés par :

Souches
Souches  non-en
Caractéristiques en grappes grappes RR brut

n (%) n (%) IC 95%) Valeur P

(

51(77,3) 99(77,3) 1,00(0,62-1,59) NS
12(19,0) 15(11,8) 1,42(0,88-2,29) NS
33(50,0) 58(45,3) 1,13(0,77-1,67) NS

épidémiologiques

Sexe masculin

VIH positif

Age <30 ans

Résistance aux
médicaments

'

23(42,6) 11(12,4) 2,38(1,63-3,47) <0.001

RR = risque relatif ; IC = intervalle de confiance ; NS = non significatif ; VIH =
virus de I'immunodéficience humaine.
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DISCUSSION

Cette étude a été menée afin d’obtenir un premier
aper¢u en matiére d’épidémiologie moléculaire de la
TB a Cotonou, Bénin, ainsi que les facteurs de risque
en association avec I’existence de grappes dans cette
ville.

Comme dans d’autres études,”!'S ces résultats
montrent que la combinaison du spoligotypage et du
MIRU-VNTR a un pouvoir discriminatoire plus im-
portant que chacune des deux techniques individuelles.
Pour cette raison, nous avons choisi la combinaison
de ces deux techniques pour P’analyse de la biodiver-
sité des souches de M. tuberculosis a Cotonou.

En utilisant cette combinaison, nous avons trouvé
un niveau relativement bas de souches appartenant a
des grappes (34%), ce qui suggere un faible taux de
transmission récente de la TB. Une étude réalisée en
Tanzanie en utilisant IS6110-RFLP a trouvé un pour-
centage similaire (33%), alors que d’autres études
africaines ont trouvé un pourcentage plus élevé de
grappes, comme I’étude récente dans un pays voisin,
le Burkina Faso, utilisant les mémes techniques molé-
culaires, ou 53,3% des souches étaient disposées en
grappes.%!5-22 Bien que la proportion de souches re-
groupées en grappes dans une population est sup-
posée refléter le taux de transmission récente de la
TB, cette hypothése est parfois discutable. Dans notre
contexte, le faible niveau des souches disposées en
grappes, comparable a celui signalé dans les pays in-
dustrialisés,23-25 pourrait étre attribué non seulement
a la prépondérance des réactivations d’infections an-
ciennes mais aussi aux efforts de détection précoce
des cas de TB par le PNT.

La comparaison des spoligotypes trouvés dans
cette étude avec la base de données internationale de
spoligotypage a montré la plus grande prévalence du
spoligotype ST 61 appartenant a la famille latino-
américaine et méditerranéenne (LAM).3 On a décrit
précédemment ce génotype comme prévalent dans les
pays cotiers de ’Afrique de ’Ouest et en fonction de
ces résultats, on a suggéré que des souches porteuses
de ce génotype se seraient récemment répandues en
Afrique de I’Ouest.?26-28

Nous n’avons trouvé aucune association entre la
disposition en grappes et les données épidémiologiques
comme P’4ge, le sexe et le statut VIH. De nombreuses
études, particulierement dans les pays industrialisés,
ont identifié des facteurs tels que le jeune age, le sexe
masculin et le statut VIH comme étant associés aux
grappes, en contraste avec les pays en développe-
ment,2-31 ou différentes études n’ont pas trouvé
d’association entre ces facteurs et la disposition en
grappes.”!5 Bien que les deux seules souches MDR
décrites ici ne faisaient pas partie d’une grappe, la ré-
sistance au médicaments s’est avérée en association
significative avec la disposition en grappe, particu-
lierement au sein de la famille W-Beijing.

Les souches de la famille W-Beijing n’avaient été que
trés rarement isolées dans les pays cotiers de ’Afrique
de ’Ouest.?26:28 Dans cette étude, la proportion a été
de 10,3% et presque toutes les souches étaient résis-
tantes a la SM. Selon I’information donnée par les
patients, la plupart de ceux chez qui des isolats abri-
taient les souches Beijing de M. tuberculosis vivaient
dans la méme zone a Cotonou. Comme cette zone n’a
pas été convenablement délimitée sur les cartes, il a
été difficile de confirmer un lien épidémiologique
entre ces patients. Toutefois, des investigations sont en
cours pour caractériser davantage les souches et pour
situer le lieu de résidence des patients grace au Sys-
teme d’Information Géographique (GIS). Les souches
de la famille W-Beijing ont déja été en association
avec la résistance aux médicaments ;32 de plus, leur
propagation rapide dans certains contextes suggere
que cette famille est intrinséquement virulente.

Dans cette étude, comme nous Pavions déja dé-
montré récemment, la prévalence de la MDR parmi
les nouveaux cas a été faible a Cotonou, particuliére-
ment chez les patients qui y vivent habituellement.33
Ceci est probablement dii a I’application stricte de
la stratégie DOTS au Bénin au cours de plusieurs
années. Les taux de résistance aux médicaments
trouvés dans cette étude sont similaires a ceux en-
registrés a Cotonou en 2004 : résistance globale 25%,
MDR 1,6% et résistance a la SM 20,1%.33 Le niveau
relativement élevé de résistance a la SM trouvé a
Cotonou, ainsi que plusieurs autres pays africains, est
probablement en relation avec I’utilisation fréquente
des aminoglycosides peu colteux pour le traitement
des infections respiratoires autres que la TB.28

Seuls les échantillons a bacilloscopie positive ont
été inclus dans cette étude ; toutefois, il est possible
que les résultats auraient pu étre légérement différents
si nous y avions également inclus les échantillons a
bacilloscopie négative et a culture positive.

En conclusion, ST 61, qui est fortement prédomi-
nant dans les souches de M. tuberculosis en Afrique
de I’Ouest, est le génotype le plus prévalent a Coto-
nou, suivi par la famille Beijing qui dans cette popu-
lation est en association avec la résistance aux médi-
caments et représente 10,3% de toutes les souches
identifiées.
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