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Résumé 11 s’agit du premier état des lieux concernant la cir-
culation d’isolats de Mycobacterium tuberculosis résistants
et multirésistants aux antituberculeux dans les départe-
ments francais d’Amérique (DFA — Guadeloupe, Marti-
nique Guyane francaise) sur une période de 17 ans (janvier
1995—décembre 2011). Un total de 1 239 cas de tuberculose
a été étudié : 1 199 nouveaux cas (résistances et multirésis-
tances primaires de 11,8 et 1,6 %) et 40 persistants (définis
comme des cas avec antécédent de culture positive a plus de
six mois d’intervalle et dont les spoligotypes restent identi-
ques) pour lesquels des proportions significativement plus
importantes de résistance a au moins 1’isoniazide (22,5 % ;
p =0,002), a la rifampicine (20,0 % ; p <0,001) et de multi-
résistances (17,5 % ; p < 0,001) ont été observées par
comparaison aux nouveaux cas. Les 281 profils de spoligo-
typage obtenus montrent la présence de cinq lignées princi-
pales, T (29,9 %), LAM (23,9 %), Haarlem (22,1 %), EAI
(7,1 %) et X (6,7 %). Deux de ces lignées, lignée X et
LAM, prédominent parmi les isolats résistants et multirésis-
tants respectivement (X : 10,5 % des isolats résistants,
p = 004 ; LAM : 42,3 % des isolats multirésistants,
p = 0,02). Quatre des 19 profils de spoligotypage majoritai-
res, correspondant aux SIT 20, 64, 45 et 46, étaient signifi-
cativement associés a la résistance aux antituberculeux.
Parmi eux, le génotype SIT 20, associé a une monorésistance
a I’isoniazide et a une multirésistance aux antituberculeux,
serait en circulation active et persistante depuis 1999, en
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Guyane francaise, département dans lequel il a par ailleurs
été observé la présence de souches de M. tuberculosis phy-
logéographiquement associées au Guyana et au Suriname
(SIT 131 et SIT 1340).

Mots clés Mycobacterium tuberculosis - Résistance -
Multirésistance - Spoligotypage - Antilles-Guyane -
Guadeloupe - Martinique - Guyane frangaise

Abstract This is the first overview on resistant and multi-
drug resistant isolates of Mycobacterium tuberculosis circu-
lating in the French Department of the Americas (Guade-
loupe, Martinique, and French Guiana) over 17 years
(January 1995-December 2011). A total of 1,239 cases were
studied: 1,199 new cases (primary and multidrug resistance
of 11.8 and 1.6% respectively), and 40 persistent (defined as
cases with a previous history of positive culture over
6 months interval and whose spoligotypes remain unchan-
ged), in which significantly higher proportions of resistance
to at least isoniazid (22.5%, P = 0.002), rifampicin (20.0%,
P < 0.001), and multidrug resistance (17.5%, P < 0.001)
were observed as compared to new cases. The 281 spoligo-
types obtained showed the presence of five major lineages, T
(29.9%), LAM (23.9%), Haarlem (22.1%), EAI (7.1%), and
X (6.7%). Two of these lineages, X and LAM, predominate
among resistant and multidrug resistant isolates respectively
(X: 10.5% of resistant isolates, P = 0.04; LAM: 42.3% of
multidrug resistant isolates, P = 0.02). Four of the 19 major
spoligo-profiles, corresponding to SIT 20, 64, 45, and 46,
were significantly associated with drug resistance. Among
them, genotype SIT 20, associated with monoresistance to
isoniazid and multidrug resistance, would be actively and
persistently in circulation, since 1999, in French Guiana,
department in which one may also observe the presence of
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strains of M. tuberculosis phylogeographically associated to
Guiana and Suriname (SIT 131 and SIT 1340).

Keywords Mycobacterium tuberculosis - Drug resistance -
Multidrug resistance - Antilles-French Guiana -
Spoligotyping - Guadeloupe - Martinique - French Guiana

Introduction

Le développement de résistances du bacille tuberculeux
aux traitements conventionnels a un impact majeur sur
I’issue du traitement des patients. Alors que le traitement stan-
dardisé, dit de premicre ligne, permet de soigner correctement
la plupart des patients porteurs de souches de Mycobacte-
rium tuberculosis sensibles, I’infection tuberculeuse causée
par des bacilles multirésistants (MDR — un bacille multiré-
sistant se définissant comme présentant une résistance cumu-
lée a I’isoniazide [INH] et a la rifampicine [RIF]) nécessite
I"utilisation d’antibiotiques dits de seconde ligne, nettement
plus coiteux et aux effets secondaires non négligeables
[24,26]. Les stratégies mises en place pour controler 1’épidé-
mie de tuberculose due aux bacilles résistants et multirésis-
tants impliquent la réalisation systématisée de tests de sensi-
bilité aux antituberculeux et le suivi de traitement des patients.

En 2010, la situation épidémique pour la tuberculose dans
les départements francais d’Amérique (DFA) est trés dispa-
rate avec les taux d’incidence les plus élevés observés en
Guyane frangaise et en Guadeloupe (15,6 et 9,7 cas/10°
habitants [hab] respectivement) et une incidence particulie-
rement faible observée en Martinique avec seulement 3,8
cas/10° hab [4]. Les DFA sont par ailleurs constitués d’un
peuplement humain hétérogene, d’environ un million d’hab,
résultant de flux migratoires continus avec la France métro-
politaine, les pays limitrophes ou proches (Suriname, Brésil
pour la Guyane francaise, Haiti, Sainte-Lucie, Dominique
pour Guadeloupe et Martinique) ainsi que d’autres pays plus
¢loignés (Chine pour la Guyane frangaise). Depuis 1994, les
trois DFA disposent des activités de référence pour la tuber-
culose et les mycobactéries atypiques du laboratoire des
mycobactéries de I’institut Pasteur de Guadeloupe (IPG).
En effet, depuis cette date, le laboratoire réalise le diagnostic
bactériologique des cas de tuberculose des trois DFA, et dis-
pose par ailleurs d’une activité d’expertise, de surveillance et
d’étude des filiéres de transmission au bénéfice de ces trois
départements. Le travail de surveillance intégre un axe de
recherche puisque toutes les souches de M. tuberculosis sont
systématiquement génotypées et les profils obtenus intégrés
dans la base de données mondiale de génotypes du bacille
tuberculeux, SITVIT2.

Dans ce contexte, il nous est apparu important de dresser
le premier état des lieux concernant les cas de tuberculose a

bacilles résistants et multirésistants dans les DFA sur une
période de 17 ans (janvier 1995—décembre 2011). Les don-
nées épidémiologiques concernant les patients, les profils de
résistances observés, ainsi que les profils génotypiques des
isolats de M. tuberculosis en circulation ont été étudiés afin
de caractériser au mieux les cas de tuberculose résistants
dans les DFA.

Patients et méthodes

Depuis 1994, I'IPG recoit I’ensemble des échantillons pour
le diagnostic de la tuberculose en provenance de la Guade-
loupe, ainsi que les échantillons et cultures positives, lorsque
celles-ci sont disponibles, en provenance de Martinique et
Guyane francaise. La présente étude consiste en une étude
descriptive rétrospective portant sur I’ensemble des patients
pour lesquels une culture positive a M. tuberculosis a été
obtenue a I'IPG entre 1995 et 2011.

Les informations démographiques et épidémiologiques
concernant les patients ont été collectées par I’intermédiaire
de la fiche de renseignements accompagnant la demande
d’examen. Les données bactériologiques ont été obtenues a
I'IPG, de méme que les profils phénotypiques de résistance
aux antituberculeux.

Les antibiotiques testés en premiére intention, par la
méthode des proportions, sont I’'INH, la RIF, 1’éthambutol
(EMB), la streptomycine (SM) et la pyrazinamide (PZA).
Un isolat est classé comme résistant s’il présente une résis-
tance & I'un ou plusieurs des cinq antibiotiques testés.
L’ensemble des données obtenues ont été analysées par le
logiciel Stata version 12 (Stata Corporation, College Station,
TX), en utilisant le test du Chi” et le test exact de Fisher pour
la comparaison de groupes avec des variables binaires et le
test ¢ de Student pour la comparaison de moyennes. L’odds
ratio (OR) [ou rapport des cotes] a été calculé pour estimer
I’association existant entre les principaux génotypes circu-
lant dans les DFA et la résistance aux antituberculeux.

L’étude porte sur 1 239 cas de tuberculose survenus en
Guadeloupe (346/1 239), en Martinique (177/1 239) et en
Guyane francaise (716/1 239). L’ensemble des souches de
M. tuberculosis obtenues a I’IPG a été génotypé en se basant
sur I’étude du polymorphisme du locus DR (spoligotypage)
selon un protocole décrit précédemment [27]. Ce locus est
constitué de courtes séquences d’ADN répétées et identiques
appelées DR, séparées les unes des autres par des séquences
d’ADN non répétitives et uniques, appelées inter-DR ou
espaceurs. L’empreinte génétique par spoligotypage repose
sur I’étude de la présence ou de I’absence d’une sélection
de 43 espaceurs. Le locus DR est, dans un premier temps,
amplifié par PCR, et les produits de PCR obtenus vont
ensuite étre hybridés sur une membrane ou sont fixés les
43 inter-DR. Ainsi, tout inter-DR présent dans le locus
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précédemment amplifi¢é par PCR va venir se fixer a sa
copie située sur la membrane. La fixation ou non-fixation
des inter-DR a leur copie est révélée par chemolumines-
cence sur film photographique. Le spoligotype obtenu tra-
duit ainsi la présence ou I’absence de chacun des 43 inter-
DR étudiés.

Une seconde méthode de typage, basée sur 1’étude des
séquences répétées minisatellites MIRU-VNTR [35], a été
mise en place dés 2007, en association avec le spoligotypage,
pour le génotypage prospectif des souches de M. tuberculosis
isolées au laboratoire (profils MIRU-VNTR disponibles pour
n = 334 souches entre 2007 et 2011). De plus, un total de
327 souches isolées antérieurement a 2007 ont été typées
par la méthode des MIRU-VNTR lors d’études ponctuelles
et disposent donc également d’un profil MIRU-VNTR. La
méthode des MIRU-VNTR est basée sur I’amplification par
PCR de 12 des 41 locus minisatellites identifiés dans le
génome de M. tuberculosis [36], en utilisant des amorces spé-
cifiques de chaque locus et sur la détermination du nombre de
répétitions au niveau des locus respectifs. Aprés amplifica-
tion, les produits de PCR sont séparés par électrophorese sur
gel d’agarose a 2 % (poids/volume). La correspondance éta-
blie entre la taille des amplicons et le nombre de copies des
séquences répétées permet ainsi de connaitre le nombre de
séquences répétées pour chaque locus étudié.

Les profils de spoligotypage et MIRU-VNTR ont ensuite
été intégrés a la base de données internationale de profils
génétiques de bacilles tuberculeux de I'IPG, SITVIT2
[9,22], pour comparaison. Dans SITVIT2, des numéros de
SIT (Spoligotype International Type) vs MIT (MIRU Inter-
national Type) sont attribués lorsqu’au moins deux isolats
présentent le méme spoligotype vs profil MIRU-VNTR tan-
dis que tout profil unique est désigné comme « orphelin ».
Les lignées génétiques d’appartenance des isolats de
M. tuberculosis de I’étude ont été désignées en se basant
sur les profils de spoligotypage conformément aux régles
décrites dans SpolDB4 et nouvellement réactualisées dans
SITVIT-WEB [9,22]. Ces régles permettent de définir, pour
M. tuberculosis, les neuf lignées suivantes : Beijing, Central-
Asian (CAS), East-African-Indian (EAI), Haarlem (H),
Latin-American-Mediterranean (LAM), « Manu », X, S et
la lignée T définie par défaut.

Un cas définit un patient pour lequel une souche de
M. tuberculosis a été isolée au laboratoire et pour laquelle :

® les résultats d’antibiogramme étaient disponibles pour les
cing ATB testés en premicre intention au laboratoire
(INH, RIF, SM, EMB, PZA) ;

e un profil de spoligotypage avait ét¢ obtenu. Les cas de
tuberculose, dont la souche M. tuberculosis a un profil
de résistance aux antituberculeux incomplet ou manquant
et/ou aucun profil de spoligotypage, ont été exclus de
I’étude (n = 28).
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Par ailleurs, les cas de tuberculose ont été catégorisés en :
« cas persistant(s) » vs « nouveaux cas » selon qu’une pré-
cédente culture positive & M. tuberculosis a été obtenue au
laboratoire ou non. Ainsi, un cas est classé comme persistant
si une ou plusieurs cultures positives ont été précédemment
obtenues pour ce méme patient a plus de six mois d’inter-
valle avec des profils génotypiques des isolats similaires
(n = 40). Les autres cas sont considérés comme nouveaux
(n=1199).

Résultats

Les données épidémiologiques et démographiques concer-
nant les 1 239 patients montrent que le sex-ratio homme/
femme des patients tuberculeux dans les DFA est de 1,8 (don-
nées disponibles pour 1 221/1 239 patients) et ’age moyen
des patients de 42,6 ans avec 82,9 % des patients appartenant
a la classe d’age 15-65 ans (< 15 ans : 3,9 % et > 65 ans :
13,2 % ; données disponibles pour 1 184/1 239 patients)
(Tableau 1).

De 1995 a 2011, de 17 a 39 cas de tuberculose a bacilles
résistants, dont un a sept cas a bacilles MDR, ont étés identi-
fiés par année, ce qui représente globalement de 7,8 a 18,4 %
du nombre total des cas de tuberculose (0,5 a 3,3 % pour les
cas a bacilles MDR). Aucune différence significative concer-
nant les données épidémiologiques des patients (age, sex-
ratio, origine géographique et sérologie VIH) n’est observée
entre les cas a bacilles résistants ou MDR et ceux correspon-
dant a des cas a M. tuberculosis sensibles aux antitubercu-
leux. Néanmoins, une proportion significativement plus
importante de cas persistants est observée parmi les cas a
M. tuberculosis résistants et MDR (n = 11/153 ou 7,2 % ;
p= 0,007 etn="71/26 ou 26,9 %; p <0,001 respectivement)
par rapport aux cas a M. tuberculosis sensibles (n =
29/1 057 ou 2,7 %). Enfin, la majorité des cas sont positifs
a I’examen direct que ceux-ci soient résistants/MDR ou
sensibles (53,5, 65,4, 56,2 % des cas a M. tuberculosis
résistants, MDR et sensibles respectivement).

Dans cette étude, 7 % des nouveaux cas et 22,5 % des cas
persistants sont des cas de tuberculose a bacilles résistants au
minimum a 'INH (p = 0,002). De méme, 2,3 % des nou-
veaux cas et 20 % des cas persistants sont résistants au mini-
mum a la RIF (p < 0,001) (Tableau 2). On observe par ail-
leurs une proportion significativement plus importante de
cas de tuberculose a bacilles résistants a deux antibiotiques
parmi les cas persistants puisqu’ils représentent 17,5 %
des cas persistants contre seulement 2,6 % des nouveaux
cas (p < 0,001), une tendance également observée pour les
cas de tuberculose a bacilles MDR qui représentent 17,5 %
des persistants et 1,6 % des nouveaux cas (p < 0,001). La
totalité des cas de résistance a deux antibiotiques parmi les
persistants correspond a des cas de tuberculose a bacilles
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Tableau 1 Caractérisation des 1 239 patients de 1’étude et des isolats de Mycobacterium tuberculosis correspondants en fonction
des profils de résistance (1995-2011) / Characteristics of the 1,239 patients and the corresponding M. tuberculosis isolates; data on
cases of resistant and multi-resistant TB are specified in the respective columns.

Variables Cas de TB résistants (n = 153) Cas de TB MDR (n = 26) Nrotal® (1 =1 239)
n (%) p n (%) p
Sexe
Homme 101 (66,5) 0,651 13 (50,0) 0,147 786
Femme 51 (33,5) 13 (50,0) 434
Inconnu® 1 0 19
Age
<15 ans 7 (4,8) 0,331 0 0,912 46
15-65 ans 126 (85,7) 23 (88,5) 982
> 65 ans 14 (9,5) 3(11,5) 156
Inconnu® 6 0 55
Moyenne d’age (ans) 41,2 0,724 40,9 0,715 42,6
Origine®
Guadeloupe 39 (25,5) 0,755 8 (30,8) 0,331 346
Martinique 23 (15,0) 1(3,9) 177
Guyane francaise 91 (59,5) 17 (65.4) 716
Inconnu® 0 0 0
Statut VIH
Positif 33 (51,6) 0,506 13 (65,0) 0,117 243
Négatif 31 (48,4) 7 (35,0) 269
Inconnu® 89 6 727
Bactériologic®
ExD+/culture+ 77 (53,5) 0,530 17 (65,4) 0,425 646
ExD—/culture+ 67 (46,5) 9 (34,6) 503
Inconnu® 9 0 90
Cas de TB
Persistant 11 (7,2) 0,007 7 (26,9) < 0,001 40
Nouveau cas 142 (92,8) 19 (73,1) 1199
Inconnu® 0 0 0
Génotypes
LAM 38 (24,8) 0,060 11 (42,3) 0,470 294
H 27 (17,7) 5(19,2) 275
T 39 (25,5) 7 (26,9) 373
EAI 10 (6,5) 1(3,9) 89
X 16 (10,5) 1(3,9) 81
Autres génotypes 23 (15,0) 13,9 127
Inconnu® 0 0

4 ExD : examen direct.

considérée (catégorie exclue des calculs de comparaisons de proportions).

LAM : Latin-American-Mediterranean ; H : Haarlem ; T : lignée T ; EAI : East-African-Indian ; X : lignée X ; autres génotypes : correspond
aux génotypes indéterminés (n’appartenant a aucune des lignées) et ceux représentant moins de 1,5 % de I’échantillon total (AFRI :
M. africanum ; Beijing ; BOV : M. bovis ; CAS : Central-Asian ; LAM10-CAM & LAM7-TUR ; S : lignée S).

# Nrotar correspond au nombre total de patients de 1’étude par variable.

® « Inconnu » indique le nombre de patients ou d’isolat de M. fuberculosis pour lesquels I’information n’était pas disponible pour la variable

¢ Origine : lieu de résidence du patient au moment de I’isolement de la souche de M. tberculosis..
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Tableau 2 Distribution des profils de résistance aux antituberculeux des 1 239 isolats de M. fuberculosis selon le cas de tuberculose
(nouveau cas vs persistant) / Observed resistance profiles as a function of the case characteristics (new vs. persistent).

Nouveau cas, n (%) Persistants, n (%) P Total, n (%)

Nt =1199 Nt =40
Résistance a INH? 84 (7,0) 9 (22,5) 0,002 93 (7,5)
Résistance a RIF* 27 (2,3) 8 (20,0) < 0,001 35 (2,8)
Résistance a EMB? 6 (0,5) 0 1,000 6 (0,5)
Résistance a SM?* 66 (5,5) 1(2,5) 0,720 67 (5,4)
Résistance a PZA? 13 (1,1) 0 1,000 13 (1,1)
Monorésistance a INH® 50 (4,2) 2 (5,0) 0,683 52 (4,2)
Monorésistance & RIF? 7 (0,6) 1(2,5) 0,231 8 (0,7)
Monorésistance 3 EMB® 0 0 0
Monorésistance 4 SM® 40 (3,3) 12,9 1,000 41 (3,3)
Monorésistance a PZA® 4 (0,3) 0 1,000 4 (0,3)
Résistance a 1 ATB® 101 (8,4) 4 (10) 0,770 105 (8,5)
Résistance a 2 ATB® 31 (2,6) 7 (17,5) < 0,001 38 (3,1)
Résistance a 3 ATB® 5(0,4) 0 1,000 5(0,4)
Résistance a 4 ATB® 4 (0,3) 0 1,000 4(0,3)

tol, la streptomycine, la pyrazinamide respectivement.

I’éthambutol, la streptomycine, la pyrazinamide respectivement.

? Résistance 4 INH, a RIF, a EMB, a SM, a PZA : concerne les isolats résistants au minimum a I’isoniazide, la rifampicine, 1’éthambu-
® Monorésistance & INH, a RIF, 3 EMB, a SM, a PZA : concerne les isolats résistants uniquement a I’isoniazide, la rifampicine,

¢ Résistance a un, deux, trois, quatre ATB : concerne les souches résistantes a un, deux, trois ou quatre des cinq antibiotiques testés.

MDR. Pour les nouveaux cas, les résistances a deux antibio-
tiques correspondent a des cas de résistances cumulées a la
SMeta I’'INH (13/31), a 'INH et a la RIF (MDR ; 10/31), a
laSMetalaPZA (6/31),al’INHeta ’EMB (1/31), a 'INH
et a la PZA (1/31). Enfin, les taux de résistance primaire
(nouveaux cas porteurs d’une souche résistante a au moins
un des cinq antituberculeux testés en premicre intention) et
de multirésistance primaire (nouveaux cas porteurs d’une
souche MDR) étaient de 11,8 % (n = 142/1 199) et de
1,6 % (n = 19/1 199) pour la période étudiée pour les trois
DFA (Tableau 2).

Un total de 281 profils de spoligotypage distincts a été
obtenu pour les 1 199 isolats de M. tuberculosis de 1’étude
correspondant a de nouveaux cas dont 46 étaient orphelins
par comparaison avec la base de données SITVIT2, et
120 étaient uniques dans cette étude. L’étude des profils de
spoligotypage obtenus montre un taux de souches en grappe
de 86,2 %, les 1 033 souches en grappes se répartissant en
115 grappes (2 a 135 souches par grappes). En considérant les
profils de résistance, le taux de souches en grappe est signifi-
cativement plus important pour les isolats sensibles que pour
ceux présentant une ou plusieurs résistances aux antitubercu-
leux (85,32 % ou 902/1 057 vs 76,8 % ou 109/142 pour les
souches sensibles et résistantes respectivement ; p < 0,01).

Les 281 profils de spoligotypage des isolats correspon-
dant a des nouveaux cas ont pu étre classés en familles géno-
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typiques ou lignées selon des critéres précédemment décrits
[9,22]. Ainsi, les souches de M. tuberculosis circulant dans
les DFA se répartissent en cinq lignées principales, a savoir :
famille T (358/1 199 ; 29,9 %), LAM (286/1 199 ; 23,9 %),
famille H (265/1 239 ; 22,1 %), EAT (85/1 199 ; 7,1 %) et X
(80/1 199 ; 6,7 %). Sont aussi retrouvées, en plus faibles
proportions, des souches des lignées Beijing (18/1 199 ;
1,5 %), S (15/1199 ; 1,3 %), M. africanum (8/1 199 ; 0,7 %),
M. bovis (4/1 199 ; 0,3 %), LAM10-CAM (4/1 199 ; 0,3 %),
CAS (2/1 199 ; 0,2 %), Manu (2/1 199 ; 0,2 %) et LAM7-
TUR (1/1 199 ; 0,1 %). Enfin, aucune lignée n’a pu étre
attribuée pour 71 souches correspondant a 35 spoligotypes
dont 12 orphelins.

La distribution des isolats au sein des différentes lignées
est significativement différente entre les isolats résistants/
MDR et sensibles. Ainsi, si la lignée LAM est surreprésentée
au sein du groupe de souches MDR par comparaison aux
souches présentant un autre profil de résistance et aux sou-
ches sensibles (42,3 vs 23,3 % ; p = 0,02), les proportions de
souches appartenant a la famille X et au groupe « autres
génotypes » sont significativement plus importantes au sein
du groupe de souches résistantes (souches présentant une
résistance autre que MDR) comparativement aux souches
sensibles (10,5 vs 6,0 % ; p = 0,04 pour la famille X et
15,0 vs 9,6 % ; p = 0,04 pour le groupe « autres génotypes »)
(Tableau 1).
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Parmi les profils de spoligotypage obtenus pour les sou-
ches correspondant aux nouveaux cas, nous avons identifié
19 spoligotypes principaux, rassemblant plus de 55 % de
I’échantillon total (n = 670/1 199) et estimé le lien existant
entre ces profils et la résistance des isolats aux antitubercu-
leux (Tableau 3). Il apparait que quatre profils principaux
correspondant aux SITs 20, 45, 46 et 64 seraient associés a
la résistance aux antituberculeux dans les DFA avec des pro-
portions d’isolats résistants et des OR correspondants signi-
ficativement plus élevés qu’avec les autres profils de spoli-
gotypage (OR [IC 95 %] de 7,9 [3,6-17,2] ; 2,8 [1,1-7,4] ;
8,4 [3,1-23,4]; et 3,8 [1,3—11,5] respectivement). Ces quatre
profils appartiennent aux familles LAM (SIT 20 et 64), H
(SIT 45) ainsi qu’au groupe de spoligotypes pour lesquels
aucune famille n’a pu étre attribuée (SIT 46). Nous pouvons
par ailleurs souligner 1’association négative mise en évi-
dence par le calcul d’OR entre le SIT 50 et la résistance
aux antituberculeux (famille H).

Les grappes de nouveaux cas, définies sur la base des
profils de spoligotypage, incluant au minimum deux cas por-
teurs d’isolats de M. tuberculosis résistants ont été étudiées
afin d’identifier des cas de transmission d’isolats résistants.
Parmi les 115 grappes regroupant 1 033 nouveaux cas, nous
avons identifié 38 grappes impliquant des cas porteurs d’iso-
lats résistants dont 21, identifiées de A a U, incluaient au
minimum deux cas porteurs d’isolats résistants (n = 109 ;
proportion de cas porteurs d’isolats résistants variant de
3,3 % [grappe C] a 100 % [grappes R et U]) (Tableau 4).

La combinaison des profils de spoligotypage et des profils
MIRU disponibles pour les 109 isolats résistants des 21 grap-
pes nous a permis d’identifier 12 sous-grappes regroupant
34 isolats résistants correspondant aux sous-grappes Al
(n =2 ; SITS3-MIT382), B1 (n = 32 ; SIT50-MIT42), D1
(n =2 ; SIT42-MIT810), G1 (n = 6 ; SIT20-MIT307), G2
(n =3 ; SIT20-MIT1048), H1 (n = 3 ; SIT93-MIT25), L1
(n = 2 ; SIT45-MIT23), L2 (n = 2 ; SIT45-MIT34), N1
(n =5 ; SIT92-MIT3), O1 (n = 4; SIT129-MIT1089) et P1
(n=2; SIT5-MIT15).

Parmi les 12 sous-grappes identifiées, trois d’entre elles
(n = 8 isolats — sous-grappes G2, H1 et P1) impliquent des
isolats MDR, a I’exception d’un isolat de la grappe G2
monorésistant & ’INH et d’un isolat de la sous-grappe H1
monorésistant a la RIF, isolés en Guyane francaise (n = 4) et
en Guadeloupe (n = 4) entre 1999 et 2006. Parmi ces huit
isolats MDR en grappe, ceux de la sous-grappe P1 sont, de
plus, résistants a quatre des cinq antibiotiques testés en pre-
miére intention, et ceux de la sous-grappe G2 présentent un
profil de spoligotypage (SIT 20) associé a la résistance dans
les DFA (OR =7,9 ; p < 0,001, Tableau 3).

Un total de 13 isolats monorésistants a I’'INH en grappe
(trois sous-grappes : Al, G1 et N1) ont été identifiés princi-
palement en Guyane (n = 12/13) entre 1998 et 2009 pouvant
refléter des cas de transmission active de ces isolats dans ce

département. La principale sous-grappe, G1, implique, de
méme que la sous-grappe d’isolats MDR, G2, des souches
dont le spoligotype, SIT 20, est associé a une résistance dans
les DFA (Tableau 3). Par ailleurs, les isolats de la sous-
grappe N1 ont un profil génotypique (SIT 92) potentielle-
ment associ¢ a une monorésistance a ’INH, puisque 75 %
des isolats de 1’étude avec ce SIT présentent ce profil de
résistance. Enfin, au sein de la grappe A (SIT 53), la sous-
grappe d’isolats monorésistants Al (n = 2) pourrait en réalité
étre plus importante et inclure neuf autres souches monoré-
sistantes isolées entre 1999 et 2003 de patients originaires de
Guyane (a I’exception d’un cas originaire de Guadeloupe) et
pour lesquels aucun profil MIRU-VNTR n’était disponible.

Les quatre autres sous-grappes identifiées impliquent des
isolats présentant une résistance a la SM. Les sous-grappes
L1 et L2 impliquant chacune des isolats de deux patients de
Martinique (dge moyen : 34,5 ans) et de Guadeloupe (age
moyen : 51 ans). Pour les sous-grappes B1 et O1, une hétéro-
généité des profils de résistance est observée.

L’évolution, entre 1995 et 2011, de la proportion de tuber-
culose a bacilles résistants et MDR chez les nouveaux cas
montre une baisse continue des proportions de cas résistants
et multirésistants entre les périodes 1998-2000 et 2004—2006
(Fig. 1). Ces proportions sont cependant en légere augmenta-
tion entre les périodes 20072009 et 2010-2011. Pour les cas
persistants, aucune tendance concernant les proportions de
cas a bacilles résistants et MDR ne peut étre mise en évidence.
La proportion de souches résistantes est en effet stable entre
les périodes 2007-2009 et 20102011 et égale a 27,7 % des
cas persistants pour ces deux périodes (5/18 souches résistan-
tes parmi les cas persistants de rechute entre 2007 et 2011).
Par ailleurs, alors que pour les nouveaux cas la proportion de
souches MDR moins élevée que celle de souches résistantes
pour toute la période étudiée (153 isolats résistants pour 26
MDR entre 1995 et 2011), nous observons que, parmi les
cas persistants, ces rapports s’inversent, avec une proportion
de souches MDR avoisinant celle des souches résistantes
(11 souches résistantes pour sept MDR entre 1995 et 2011).

Discussion

Les données épidémiologiques montrent que la majorité des
cas de tuberculose dans les DFA surviennent en Guyane fran-
caise (716/1 239 cas ou 57,8 % des cas, Tableau 1). Bien que
cette observation ne repose que sur les cas de tuberculose a
culture positive, la surreprésentation des cas en provenance de
Guyane frangaise est en accord avec les données d’incidence,
portant sur les cas déclarés de tuberculose, reportées pour ces
trois départements. En effet, entre 1995 et 2011, les études
d’incidence montrent que la Guyane francaise est le DFA le
plus touché par la tuberculose, avec une incidence de la mala-
die comprise entre 10,2 et 44 cas déclarés/10° hab (valeur

@ Springer
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# Un total de 21 grappes sur les 115 identifiées sur la base du spoligotypage parmi les cas initiaux, comprend au minimum 2 isolats résistants (grappes labellisées de A a U).

® Un total de 595 isolats correspondant & des cas initiaux appartient aux 21 grappes définies en (a).

¢ Un total de 109 isolats résistants correspondant a des cas initiaux appartient aux 21 grappes définies en (a).
4 Résistance a : streptomycine (S), isoniazide (1), rifampicine (R), éthambutol (E), pyrazinamide (Z).

¢ Origine des patients porteurs des isolats : Guadeloupe (1), Martinique (2), Guyane frangaise (3).

 Grappes de souches résistantes définies sur la base des profils de génotypage (SIT et MIT). Les grappes figurant en italique et entre parenthéses sont définies uniquement

sur la base des profils de résistance des souches (profils MIRU partiels ou manquants).
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exceptionnelle de 3,7/10° hab reportée en 1998) [3,19,21].
Cependant, entre 2009 et 2011, un faible pic d’incidence de
la maladie semble étre observé en Guadeloupe et en Marti-
nique en 2010 (9,7 et 3,8 cas déclarés/ 10° hab en 2010 res-
pectivement) [5]. Cette observation pourrait s’expliquer par
I’arrivée en Guadeloupe et en Martinique de réfugiés suite
au tremblement de terre survenu le 12 janvier 2010 a Haiti
[11]. Pour la méme période, une baisse ponctuelle d’incidence
de tuberculose était observée en Guyane frangaise en 2010
(23,6 et 22,6 cas déclarés/ 10° hab en 2009 et 2011 respecti-
vement vs 15,9 cas déclarés/10° hab en 2010) [4,5]. Par ail-
leurs, un fort taux de coinfection TB/VIH est observé dans les
DFA (47,5 %), sans variation significative au sein des groupes
de patients porteurs de souches résistantes ou multirésistantes
vs sensibles (Tableau 1). L’infection par le VIH est néanmoins
plus fréquente chez les patients tuberculeux de Guyane fran-
caise et de Guadeloupe (n = 180/322 ou 55,9 % et n = 50/103
ou 48,5 % des cas en Guyane et Guadeloupe respectivement)
et moins fréquente chez ceux de Martinique (n = 13/87 ou
14,9 %) [p < 0,001], ce qui est en accord avec les taux de
sérologies VIH positives/1 000 sérologies observés dans les
DFA en 2010 (Guyane 8,7/1 000, Guadeloupe 5,0/1 000,
Martinique 2,0/1 000 sérologies) [13]. En Guadeloupe,
I’étude du profil des patients porteurs du VIH montre une plus
forte proportion de migrants, et de personnes en situations
précaires qu’en Martinique [33]. Le VIH exercant une
influence sur 1’épidémiologie de la tuberculose, il convien-
dra donc de considérer ces données lors de la prise en charge
et du suivi des patients tuberculeux dans les DFA.

Dans cette étude, les données cliniques relatives a la
prise en charge et au traitement des patients n’étant pas dis-
ponible, nous avons défini une catégorie de patients dits
« persistants » (telle que définie dans la section « Patients
et méthodes ») afin d’approximer la proportion de rechutes
parmi les cas de tuberculose dans les DFA sur la période
étudiée (1995-2011). Notre définition ne répondant pas
aux critéres internationaux de définition d’une rechute, repo-
sant sur des observations cliniques [2], nous ne pouvons
comparer strictement les données de cette étude avec celles
obtenues au niveau national répondant a la définition inter-
nationale de cas de rechute. Néanmoins, nous constatons que
le groupe de patients définis comme persistants présentait,
du point de vue de la résistance aux antituberculeux, des
caractéristiques similaires au groupe de rechutes au niveau
national. En effet, dans les DFA, les proportions de cas de
tuberculose a bacilles résistants et multirésistants sont de
10,9 et 1,5 % respectivement pour la population totale et
de 27,3 et 9,1 % respectivement pour les cas persistants.
Ces proportions sont comparables, bien que supérieures, a
celles observées au niveau national en 2010-2011 (2010—
2011:10,7 et 2,1 % de souches résistantes et multirésistantes
respectivement parmi la population totale ; 18,4 et 8,5 % de
souches résistantes et multirésistantes parmi les cas de
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Fig. 1 Evolution des proportions de souches résistantes et multirésistantes dans les DFA entre 1995 et 2011. A. Evolution des résistances
parmi les nouveaux cas de tuberculose (haut) et les cas persistants (bas). B. Evolution du nombre de cas total de tuberculose et de la propor-
tion de cas persistants (en rouge : nombre de cas de TB a bacilles résistants) / Trends in long-term distribution of drug resistance (total,
non-MDR and MDR) observed among new cases vs persistent cases (4) as well as in terms of total case load vs persistent cases (B). The
data is grouped in three year time periods (with the exception of the last 2 year-period for 2010-2011) to facilitate observation of trends

@ Springer



102

Bull. Soc. Pathol. Exot. (2014) 107:90-105

rechute) [4,16,17,37]. La proportion plus importante de sou-
ches résistantes et multirésistantes parmi les cas persistants
dans les DFA, par comparaison aux cas de rechutes au
niveau national, pourrait s’expliquer par une surestimation
des cas de résistance classés comme secondaires (souche de
M. tuberculosis résistante isolée de patient déja traité) dans
les DFA inhérente a notre définition des cas persistants.

Cependant, la proportion de cas persistants dans les DFA
est en accord avec le taux de rechute reporté au niveau natio-
nal. En effet, dans les DFA, les cas persistants représentent
3,2 % des cas de tuberculose pour la période 1995-2011,
mais 8,0 % de tuberculoses pour la période 2010-2011.
Par comparaison, en 2010-2011, la proportion de cas de
rechute était estimée a 8,3 % des cas en France [16,17]. La
survenue de rechute étant un facteur de risque de développer
une résistance et multirésistance secondaire [12], il convient
donc d’identifier au mieux la population de patients corres-
pondant a des cas de rechute dans les DFA et d’en suivre
I’évolution dans les années a venir afin d’identifier d’éven-
tuels facteurs pouvant favoriser cette augmentation. Il est
par ailleurs intéressant de noter que, dans les DFA, cette
augmentation ne semble pas s’accompagner d’une hausse
des cas de résistance secondaire.

L’étude des profils de résistance des bacilles tubercu-
leux dans les DFA montre que les résistances impliquant
au moins I’INH ou la SM sont les plus fréquemment retrou-
vées (7,5 et 5,4 % des cas résistants respectivement), la pré-
dominance des résistances a ces deux antibiotiques de pre-
miére ligne étant une observation reportée dans de nombreux
pays dont la France [18,39,42]. La proportion de nouveaux
cas de tuberculose impliquant une résistance a au moins la
SM est identique au niveau national (6,1 % période 2004—
2011) et dans les DFA (5,5 % période 1995-2011) [14-17].
Cependant, alors que cette proportion est significativement
plus élevée parmi les cas de rechutes en France (20,9 vs
9,7 % pour les rechutes et les nouveaux cas respectivement ;
p <0,001) [4], un seul cas de résistance a la SM a été identi-
fié chez les persistants dans les DFA, pouvant indiquer une
bonne prise en charge de ces patients lors de la détection de
la résistance primaire a la SM en Guadeloupe, en Martinique
et en Guyane francaise. De plus, la proportion de patients
porteurs d’isolats de M. tuberculosis résistants au moins a
la SM est significativement plus élevée en Martinique
(4,0, 9,6, 5,0 % des cas de tuberculose de la Guadeloupe,
Martinique, Guyane francaise respectivement ; p = 0,03),
ce qui vient corroborer les récentes hypothéses concer-
nant une dynamique de transmission basée principalement
sur la réactivation d’anciennes tuberculoses en Martinique
[30]. En effet, 'usage de la SM n’étant plus d’actualité en
premiere intention pour le traitement de la tuberculose en
France [20], la détection de souches résistantes a cet anti-
biotique permet d’estimer d’une part les cas de réactivation
dans une population donnée si les patients sont agés, et d’au-

@ Springer

tre part, une appréciation de la transmission active de ces
souches si les patients sont jeunes. En Martinique, la part
plus importante de souches résistantes a la SM couplée a
une moyenne d’age significativement plus élevée des
patients [30] indique donc la part des réactivations dans
I’épidémie de tuberculose dans ce département. Enfin, la
faible part des cas de résistances impliquant trois ou quatre
antibiotiques parmi les nouveaux cas, et leur absence parmi
les persistants, est un résultat positif qu’il convient de souli-
gner. En effet, puisqu’a ce jour aucune mutation conférant
une résistance simultanée a plusieurs antibiotiques n’a été
identifiée chez M. tuberculosis, la résistance a plusieurs anti-
biotiques résulte donc d’une accumulation de mutations qui
n’est rendue possible que si ces isolats sont activement trans-
mis [41]. L’observation d’une faible proportion de cas de
résistance cumulée est donc en faveur d’une transmission
limitée des souches résistantes dans les DFA traduisant une
bonne prise en charge des cas de tuberculose résistants dans
ces départements. Cette observation est d’autant plus impor-
tante a souligner que 65,4 % (n = 17/26) des cas de tuber-
culose multirésistants de 1’étude sont positifs a 1’examen
direct et donc potentiellement contagieux.

Les 281 spoligotypes obtenus pour les 1 199 isolats de
I’étude correspondant a des nouveaux cas montrent la pré-
sence de cinq lignées majoritaires dont deux d’entre elles,
lignée X et LAM, prédominent parmi les souches résistantes
et multirésistantes respectivement (10,5 vs 6,0 % des sou-
ches résistantes vs sensibles pour la famille X, p = 0,04 ;
42,3 vs 23,3 % des souches multirésistantes vs sensibles
pour la famille LAM, p = 0,02). De récentes études sugge-
rent ’importance du contexte génétique des isolats de
M. tuberculosis en circulation dans une zone géographique
pour le développement et la transmission de la résistance aux
antituberculeux [8,25]. Dans notre étude, les familles LAM
et X présentent un plus fort taux de souches en grappe que
les autres familles génétiques (91,2 vs 85,6 % ; p < 0,025 et
93,8 vs 86,4 % ; p = 0,06 de souches en grappe pour les
familles LAM et X respectivement) suggérant 1’existence
d’une transmission active plus importante des isolats de ces
familles ayant pu favoriser I’apparition et la transmission de
la résistance aux antituberculeux. Par ailleurs, les souches de
la famille Beijing, bien qu’ayant été associées dans de nom-
breuses ¢tudes a la résistance aux antituberculeux a travers le
monde [6,8,34], et malgré leur présence continue dans les
DFA depuis 1995 [10,30], ne sont pas surreprésentées parmi
les souches résistantes dans notre étude.

L’étude des profils de spoligotypage a permis de mettre en
évidence I’existence d’une association significative entre
quatre spoligotypes, SIT 20 et 64 (LAM), SIT 45 (Haarlem)
et SIT 46 (famille non définie), et la résistance aux antituber-
culeux. L’étude des chaines de transmissions impliquant ces
quatre génotypes, sur la base des profils de spoligotypage et
12-loci MIRU-VNTR (Tableau 4), a permis de mettre en
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¢évidence la circulation et la transmission active du génotype
SIT 20 en Guyane frangaise depuis 1999. Les deux sous-
grappes identifiées, sur la base des profils 12-loci MIRU-
VNTR, pour ce génotype, sous-grappes G1 et G2 (Tableau
4), ne différant que d’un SLV (single locus variant — diffé-
rence entre les deux profils MIRU ne reposant que sur le
nombre de copies d’un seul locus), il est donc possible que
Gl et G2 contribuent a une méme chaine de transmission
d’isolats monorésistants a I’'INH (G1 — 12-loci MIRU :
223226163321) et multirésistants (G2 — 12-loci MIRU :
223226193321) en Guyane francaise. En effet, 1’existence
d’un lien épidémiologique entre patients porteurs de souches
ne différant que d’un seul locus MIRU est plus fortement
probable pour ceux dont les souches différent par deux
locus ou plus [7,32,35]. Ce génotype devrait donc faire
I’objet d’une surveillance accrue, notamment dans la prise
en charge et le traitement des patients porteurs de cette sou-
che. Par comparaison avec SITVIT2 et les données publiées,
ce génotype, SIT 20, est retrouvé dans de nombreux pays
d’Amérique du Sud (Venezuela : 2,7 % [1] ; Brésil : 6,1 %
[38] ; Colombie : 1,5 % [SITVIT2]) et de la Caraibe (Haiti :
5,9 % ; Jamaique : 3,3 % SITVIT2), signifiant ainsi la circu-
lation active de ce clone dans la région, ce qui a pu favoriser
I’apparition de résistances et multirésistances. En Europe,
SIT 20 est phylogéographiquement associé¢ au Portugal ou
il représente 11,7 % des génotypes de ce pays (SITVIT2).
L’ensemble des isolats de I’étude présentant les trois autres
génotypes associés a une résistance, SIT 45, 46 et 64, sont
tous monorésistants a la SM et correspondent probablement
a des cas de réactivation avec faible transmission (SIT 45 —
deux sous-grappes de deux patients) ou transmission ponc-
tuelle (SIT 46 — huit patients tous diagnostiqués en 1999).
De plus, le SIT 45 étant observé dans 30 % des cas de tuber-
culose de I’1le de Sainte-Lucie (SITVIT2), la présence de ce
génotype exclusivement en Martinique et en Guadeloupe,
illustre bien les liens permanents existant entre ces trois iles.
L’étude des chaines de transmissions a ainsi permis
d’identifier des grappes de souches monorésistantes a I’INH
(sous-grappe Al : SIT53-MIT382, G1 : SIT20-MIT307,
N1 : SIT92-MIT3), a la SM (L1 : SIT45-MIT23, L2 :
SIT45-MIT34, Ol SIT129-MIT1089), MDR (G2
SIT20-MIT1048, H1 : SIT93-MIT25, P1 : SIT5S-MIT15),
ainsi qu’une grappe de souches présentant une résistance
cumulée a la SM et a 'INH (D1 : SIT2-MIT810). Cepen-
dant, les données épidémiologiques disponibles concernant
les patients porteurs de ces souches dans notre étude ne nous
permettent pas de conclure quant a I’existence d’une trans-
mission aux populations autochtones de ces clones importés
de pays limitrophes. Des études complémentaires, impli-
quant le recueil de données épidémiologiques, démographi-
ques et cliniques complétes, pourraient permettre de répon-
dre aux questions relatives a I’importation et a la diffusion

de clones d’importation que ceux-ci soient associ€s ou pas a
une résistance aux antituberculeux.

Les résultats de cette étude restent encourageants concer-
nant ’émergence et la transmission d’isolats de M. tuberculo-
sis résistants/MDR dans les DFA dans un contexte caribéen
marqué par I’existence de pays a forte ou tres fort incidence de
tuberculose (y compris résistante/MDR), tels que Haiti (inci-
dence : 230/10° hab ; MDR : 2,9 % de nouveaux cas), la
République dominicaine (67/10° hab ; MDR : 6,6 % des nou-
veaux cas), le Guyana (111/10° hab ; MDR : 12 % des nou-
veaux cas), le Suriname (145/10° hab) ou encore le Brésil
(43/10° hab ; MDR : 4,2 % des nouveaux cas) avec lesquels
les populations des DFA interagissent en permanence
[23,28,29,31,40]. En Guyane frangaise, 1’existence de flux
migratoires avec les pays limitrophes a forte incidence de
tuberculose que sont le Suriname et le Brésil (ainsi que le
Guyana) a permis ’importation et la circulation de clones de
M. tuberculosis phylogéographiquement associés a ces pays
tels que les SITs 131 et 1340 [30], ces génotypes étant égale-
ment retrouvés dans notre étude majoritairement chez des
patients résidant en Guyane frangaise (SIT 131 : n = 44/47
isolats issus de patients de Guyane ; SIT 1340 : n = 16/16
isolats issus de patients de Guyane). La mise en évidence de
clones tuberculeux d’importation en Guyane frangaise laisse
présager un phénomeéne identique d’importation de bacilles
résistants et multirésistants en provenance de ces zones géo-
graphiques vers les trois DFA. En effet, clone d’importation
SIT 1340, phylogéographiquement li¢ au Guyana et au Suri-
name avec 6,6, 7,1 % de souches résistantes parmi celles pré-
sentant ce génotype dans ces pays (SITVIT2), est également
associé a une résistance aux antituberculeux en Guyane fran-
caise avec 11,1 % (n = 2/18) de souches résistantes avec ce
profil. Néanmoins, en Guyane francaise, le génotype SIT
131 n’est pas associ¢ a la résistance aux antituberculeux
(aucun des isolats présentant le SIT 131 résistant aux antitu-
berculeux dans cette étude) contrairement au Suriname et au
Guyana (Suriname : n=11/112 isolats avec SIT 131 résistants ;
Guyana : n = 12/91 isolats avec SIT 131 résistants — données
SITVIT2).

Conclusion

Bien que modérée, la proportion de souches résistantes et mul-
tirésistantes de M. tuberculosis dans les DFA doit cependant
faire ’objet d’une surveillance continue du fait de I’existence :

® de phénomeénes d’importation de clones en provenance
de zones géographiques a forte incidence de tuberculose
(y compris résistante et multirésistante) ;

® d’un risque de recrudescence des cas de tuberculose résis-
tants/multirésistants du fait de I’augmentation de Ia
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proportion de cas de tuberculose persistants dans les DFA
en 20102011 ;

¢ de la circulation dans les DFA de quatre génotypes, SIT
20, 45, 46 et 64, associés a une résistance aux antituber-
culeux dans notre étude.

Cependant, le manque de données épidémiologiques, cli-
niques, démographiques ainsi que I’absence totale de don-
nées en provenance des iles de Saint-Martin et de Saint-
Barthélemy peuvent limiter la portée des résultats obtenus.
La création d’un réseau sentinelle pour la tuberculose dans
les DFA parait tout a fait opportun et permettrait de renforcer
la lutte contre la tuberculose et notamment la tuberculose
résistante/multirésistante.
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