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INTRODUCTION




Les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) ou mycobactéries environnementales sont des
microorganismes ubiquitaires largement distribués dans I’environnement et présents dans une
grande variété de réservoirs, notamment le sol, I'eau, les aérosols, les protozoaires, etc. (van Ingen
et al., 2009). De méme, il existe des agents pathogénes obligatoires aussi bien chez I’homme que
chez I’animal tels que les mycobactéries responsables de la tuberculose (Mycobacterium
tuberculosis), de la lepre (M. leprae) et M. bovis, a l'origine du vaccin BCG atténué, utilisé contre la
tuberculose (Chilima et al., 2006).

Au sein de I’ensemble des especes connues de mycobactéries, environ un tiers sont
impliquées dans les cas de maladies chez I'homme (Katoch, 2004). Les MNT y compris le
complexe Mycobacterium avium (MAC), M. gordonae, M. fortuitum, M. marinum, etc., provoquent
des maladies chez ’homme sain ou immunodéprimé, mais également chez 1’animal.

Par ailleurs, les mycobactéries productrices de mycolactone (MPM), sous-ensemble des
MNT, sont d'une importance capitale en raison de leur pathogeénicité. En effet, elles causent des
ulceres invalidants chez ’homme et ’animal. Les MPM que sont Mycobacterium pseudoshottsii,
M. liflandii, M. xenopi et M. ulcerans ont été isolées chez les poissons, les grenouilles et I’homme,
respectivement (Rhodes et al., 2001; Rhodes et al., 2005; Ranger et al., 2006). D’autres études
ont permis d’isoler des MPM chez les petits mammiferes a savoir les oppossums et koalas
(Mitchell et al., 1984; Fyfe et al., 2010) et les animaux domestiques y compris les chats et les
chevaux (Elsner et al., 2008; van Zyl et al., 2010).

L’ulcére de Buruli (UB) est une maladie nécrosante de la peau qui a d'énormes impacts socio-
économiques sur les individus touchés ainsi que leurs familles et communautés. L’UB a une
distribution tropicale et est endémique dans plus de trente pays principalement en Afrique
notamment le Cameroun, le Togo, le Bénin, le Ghana et la Céte d'lvoire avec des populations
affectées essentiellement rurales (van der Werf et al., 2005). Environ 48% des cas sont déclarés
chez les enfants ages de moins de 15 ans et tous les sexes sont eégalement touchés (Marston et al.,
1995; WHO., 2015). La maladie a été décrite comme une maladie tropicale négligée mais traitable.
Le micro-organisme pathogene, Mycobacterium ulcerans (M. ulcerans), qui fait partie des MPM,
appartient a la méme famille que les bactéries provoquant la lepre et la tuberculose mais, a regu
moins d'attention (Stienstra et al., 2002).

Le mode de transmission étant encore mal connu, il est difficile de mettre en ccuvre des
stratégies de prévention et de contrdle efficientes. Les efforts de contréle en santé publique ont donc
mis l'accent sur la détection précoce des cas et la sensibilisation des populations et les recherches

actives de cas dans les communautés endémiques (Stienstra et al., 2002; Johnson et al., 2005;
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Kanga et al., 2005; Ahoua et al., 2009). Les activités socio-économiques autour des points d'eau et
I'agriculture pratiquée pres des rivieres a courant lent dans les zones endémiques, ont été identifiées
comme des facteurs de risque d'infection (Marston et al., 1995; Asiedu et Etuaful, 1998;
Debacker et al., 2006; Brou et al., 2008).

En raison de la difficulté de mise en culture de M. ulcerans a partir d'échantillons aquatiques
environnementaux (Portaels et al., 2008), les études se sont intéressées a la recherche du matériel
génomique de M. ulcerans dans plusieurs matrices aquatiques, les insectes, et la corrélation avec la
morbidité (Williamson et al., 2008; Doannio et al., 2011; Williamson et al., 2012; Narh et al.,
2015). Des outils moléculaires plus précis tels que le typage des nombres variables de séquences
nucléotidiques répétées en tandem, connues sous 1’appellation anglo-saxonne Variable Number
Tandem Repeat” (VNTR), mais également celui de la variation d’une simple paire de base d’une
séquence d’ADN ou ‘Single Nucleotide Polymorphism’ (SNP) ont été développés (Ablordey et al.,
2005b; Roltgen et al., 2010). Ceci permet de différencier de maniere plus spécifique M. ulcerans

des autres MPM vu le génome commun et la similarité de séquence plasmidique (Yip et al., 2007).

Les infections causées par ces mycobactéries entrainent de graves conséquences sur la
morbidité et la mortalité chez I’homme et 1’animal directement liées au profil socio-économique des
collectivités touchées (Asiedu et Etuaful, 1998). L’un des facteurs de confusion affectant le
contréle et la prévention des infections par les MNT est leur nature opportuniste et le grand nombre
de réservoirs possibles (sol, eau, aérosols, insectes, protozoaires et petits mammiféres) (Portaels et
al., 1999; Portaels et al., 2001; Aiga et al., 2004). Plus important encore, il a été démontré dans un
certain nombre d'études que le mode de transmission des MNT dépendrait de la proximité de
I'nomme avec 1’environnement de ces réservoirs notamment celui des animaux infectés (Primm et
al., 2004; van Ingen et al., 2009).

Un grand nombre de recherches sur I'écologie de M. ulcerans mettant I'accent sur les
possibles réservoirs, vecteurs et habitats, ont associé la bactérie aux cours d’eau a faible mobilité,
étangs et zones humides. L’augmentation des cas d’UB dans les communautés affectées a été
associée a des contacts fréquents avec les cours d’eau et zones humides infectés (Marston et al.,
1995; Raghunathan et al., 2005; Ahoua et al., 2009) . Les études qui ont détecté 'ADN de M.
ulcerans et non la bactérie vivante, a cause de la difficulté de mise en culture (Portaels et al.,
2008), ont correlé la grande quantité d’ADN avec 1’augmentation des cas d’UB (Williamson et al.,
2012). Ainsi, si les patients sont infectés a partir des points d'eau contaminés par M. ulcerans, les
isolats bactériens de ces patients devraient étre génétiquement identiques aux isolats provenant des

points d'eau auxquelles ils sont fréquemment exposés.



De plus, une grande partie des efforts de recherche ont porté sur la comparaison et la
différenciation des isolats humains d'origines géographiques différentes (Stragier et al., 2006;
Ablordey et al., 2007; Kaser et al., 2009a). Au Ghana, en utilisant seulement deux loci VNTR
(ST1 et MIRUL), trois génotypes ont éte identifiés dont un commun a d’autres pays d’Afrique et un
autre ne circulant que dans une seule région de ce pays (Hilty et al., 2006). Par ailleurs, en utilisant
4 autres loci (1, 6, 9 et 33), différents génotypes ont ét¢é mis en évidence selon 1’origine
géographique des isolats testés notamment 2 en Asie et 1 en Afrique. Pour ce dernier, une certaine
homogénéité a été observée a travers les isolats issus de diverses localités en Cote d’Ivoire révélant
le génotype commun aux pays d’Afrique centrale et de I’Ouest (Coulibaly-N'Golo et al., 2011).

Selon toute évidence, les recherches sur la diversité génétique de M. ulcerans ont permis des
avancées majeures. Toutefois, aucune avancée notable n’a été obtenue quant a la similitude entre les
isolats environnementaux et ceux provenant de I’homme mais également le tracage de la source
d'infection jusqu’aux environnements infectés. Il a été démontré que les MNT y compris M.
ulcerans sont issues de I'environnement mais, leur transmission a I'nomme n’est toujours pas
clairement déterminée méme si diverses hypotheses ont été proposées (Marsollier et al., 2002;
Eddyani et al., 2004; Fyfe et al., 2010; Merritt et al., 2010; Willson et al., 2013).

Il a été montré que I’utilisation des VNTR pour le profilage de ces pathogénes, permettrait de
suivre les chaines de transmission de 1’environnement vers 1’homme a partir des points de contact
avec I’environnement aquatique (Williamson et al., 2008). La combinaison de différents loci
polymorphiques permettrait donc d’accroitre la puissance de discrimination et ainsi de découvrir
des génotypes supplémentaires dans I’environnement et chez I’homme. Par conséquent, pour mieux
comprendre la transmission de ces bactéries a I'nomme, il est impératif de comparer les isolats
environnementaux et humains, déterminer les voies d’infection depuis les environnements infectés

et identifier les possibles réservoirs ou vecteurs associés a leur transmission.

La problématique d’une zoonose possible n‘ayant pas été résolue, une meilleure définition de
la spécificité de I'hote et I'écologie naturelle des MPM constitue une priorité de recherche. Aussi,
existerait-il différentes MPM mais seuls les isolats identifiés seraient ceux produisant des
mycolactones suffisamment puissantes pour causer des maladies chez I’homme et les animaux cités
plus haut. Une meilleure comprehension de la distribution de MPM dans I'environnement serait
donc une avancée importante pour stopper la propagation des maladies qu'elles causent, en
particulier I'ulcére de Buruli (Yip et al., 2007).

Ainsi, plusieurs questions essentielles restent a relever en ce qui concerne I'épidémiologie des

MNT. Il s’avére important de mieux comprendre la distribution des MNT au niveau des especes et

4



réservoirs issus de l'environnement liés au risque d’infection chez I’homme. Les progres de la
biologie moléculaire ont permis d'étudier I'épidémiologie de quelques especes de MNT qui étaient
jusqu’a récemment non cultivables dans des conditions bactériologiques standards.

Cependant, I'épidémiologie de certaines MNT d’importance majeure en santé publique, eu
égard au risque de morbidité qu’elle représente, n'a pas été suffisamment prise en compte. Par
conséquent, il est difficile de comprendre leurs possibles modes de transmission et donc de
développer des mesures de contréle et de stratégie de prévention efficientes. Les études concernant
les voies de transmission des MNT, précisément M. ulcerans, doivent donc inclure
I’échantillonnage systématique des environnements a risque identifiés, le génotypage et la

comparaison des isolats issus de ces environnements a ceux retrouvés chez I’homme.

Dans I’optique de mener de telles investigations, un atelier a été organisé par le CSRS afin de
faire I’état des lieux de la recherche sur I’'UB en Codte d’Ivoire et ainsi d’en dégager et valider les
nouvelles pistes de recherche.

Un projet de recherche inter et transdisciplinaire a été initié par le Consortium Africain de
Recherches sur I’Ecosystéme et la Santé de la population, ‘Afrique One’ avec le financement du
Wellcome Trust; ce projet s’intéressant aux ‘‘Risques de transmission des mycobactéries non
tuberculeuses entre 1’homme et les petits mammiferes et la potentielle transmission de 1’ulcére de
Buruli en Cote d’Ivoire et au Ghana’’.

La particularité de ce projet, en ce qui concerne la recherche sur 1’UB, est justifiée par
I’utilisation du concept ‘One Health’ qui démontre I’importance d’une approche sanitaire holistique
entre I'nomme, 1’animal et I'environnement afin de mieux définir, contrdler et prévenir les maladies.
Cela fait appel a I’interaction de différentes disciplines pour leur apport en termes de santé ou
d’économie des populations.

Ainsi, en s’insérant dans ce projet global inter - et transdisciplinaire, des investigations ont été
effectuées a différents niveaux. En effet, le volet sociologique de ce projet a permis d’identifier, a
travers des travaux de Master, les perceptions des facteurs de risques de transmission de I’UB dans
les zones endémiques en Cote d’Ivoire (Konan et al., publication en cours). De plus, une étude
moléculaire a permis de retracer des isolats de MNT responsables d’infection chez I’homme et
provenant de I’environnement proche, dans des localités endémiques de la région Ashanti au Ghana
(Narh et al., 2015).

Aussi, la présente étude vise-t-elle a répondre aux préoccupations soulevées ci-dessus quant a

I’épidémiologie et la distribution des MNT, en particulier M. ulcerans, a travers la caractérisation
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moléculaire de ces mycobactéries au sein de zones endémiques de I’UB en Cote d’Ivoire. Elle
permettra de retracer les sources d’infection due a M. ulcerans et aux autres MPM chez ’homme en
tenant compte des environnements a risques. La réalisation des objectifs permettra d'établir des
corrélations entre la distribution de ces mycobactéries chez ’homme et dans 1’environnement afin
de mieux comprendre les modes de transmission possibles dans ces localités. Au demeurant, elle
aidera a mieux orienter les politiques de contrdle et les mesures de prévention dans la lutte contre
I'UB.

L’objectif général de cette étude vise a caractériser les MNT particulierement M. ulcerans et
les autres MPM a I’interface homme-animal-environnement dans cing localités endémiques de
I’UB. De maniére spécifique, il s’agit de :

- Etablir le profil moléculaire de M. ulcerans au sein des communautés a travers la
confirmation des cas d’infection cliniques rencontrés dans les centres de santé des localités
endémiques.

- Identifier les environnements a risques incluant les potentiels réservoirs de MNT auxquels
les populations sont exposées au sein des localités.

- Comparer les différentes isolats et/ou fragments d’ADN de MNT identifiées afin de

déterminer les possibles modes de transmission depuis I’environnement jusqu’a I’homme.
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1.1. Généralités sur les mycobactéries

Le genre Mycobacterium de la famille des Mycobacteriaceae, de 1’embranchement
Actinobacteria (Skerman et al., 1980), comporte plus de 120 espéces identifiées (Tortoli, 2006),
qui peuvent étre regroupees en quatre groupes sur la base du taux de croissance et de la
pigmentation (Runyon, 1959). Les mycobactéries du groupe Runyon | sont a croissance lente
(temps de croissance supérieur a sept jours pour visualiser des colonies en sous-culture) et
photochromogénes (colonies acquérant un pigment seulement en présence de la lumiére) ; exemple
de Mycobacterium kansasii, M. marinum, M. simiae, M. pseudoshottsii (Runyon, 1959), etc. Celles
du groupe Runyon Il sont a croissance lente et scotochromogeénes (acquisition de la pigmentation
dans l'obscurité ou la lumiére) et comprennent M. scrofulaceum, M. gordonae (Runyon, 1959), etc.
Le groupe Runyon |11 est également a croissance lente mais non chromogéne (pas de pigmentation).
Dans ce groupe, on peut citer M. xenopi, M. avium, M. ulcerans, M. haemophilium (Runyon, 1959),
etc. Enfin, celles du groupe Runyon IV sont des producteurs rapides (temps de croissance inférieur
a sept jours pour visualiser des colonies) notamment M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, etc.
(Grange, 1996).

Les espéeces de mycobactéries appartenant a ces groupes et d'autres classifications connexes
ont été largement étudiées par divers auteurs (Runyon, 1959; Owens, 1978; Grange, 1982;
Grange, 1996; Falkinham, 1996; Rastogi et al., 2001; Kankya et al., 2011). Les caractéristiques
phénotypiques et génotypiques de certaines mycobactéries sélectionnées selon leur importance
clinique ont également été étudiées de maniere approfondie (Tortoli, 2006). Les systéemes de
classification décrits ci-dessus sont bases sur les caractéristiques phénotypiques, qui ne peuvent pas
donner une identification précise de certaines espéces. Plus récemment, les progrés en
microbiologie moléculaire ont permis aux myco-bactériologistes d’avoir une approche plus
informative sur la taxonomie du genre. Le séquencage et les analyses phylogénétiques du géne
ADNr 16S codant pour ’ARN ribosomique 16S (ARNr 16S) (Chilima et al., 2006), ainsi que
I'nybridation de I’ADN par des séquences specifiques d'especes (Alvarado-Esquivel et al., 2009) et
le polymorphisme par longueur de fragments de restriction (RLFP) de génes mycobactériens
amplifiés (Oloya et al., 2008) ont résolu les ambiguités au niveau de I'identification des espéces
étroitement liées. Ceux-ci ayant été précédemment décrits, a la suite des classifications
phénotypiques, comme des isolats similaires. La taxonomie des espéces dans le genre a donc été
remaniée et de nouveaux isolats ont été identifiés et caractérisés permettant 1’amélioration du
diagnostic des infections mycobactériennes.

Le genre Mycobacterium contient a la fois des agents pathogenes stricts et opportunistes qui

sont responsables d’infection chez I’homme et I’animal. Parmi les pathogénes stricts de I’homme,
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M. tuberculosis et M. leprae (les agents responsables de la tuberculose et de la lépre,
respectivement) entrainent une importante morbidité et mortalité, en particulier dans les pays en
développement (Stienstra et al., 2002). Les pathogénes opportunistes, notamment M. avium, M.
kansasii, M. simiae et M. haemophilium, causent des maladies chez les patients immunodéprimes
(Rastogi et al., 2001). Les autres especes pathogenes qui causent la maladie comprennent M.
ulcerans, I'agent responsable de I'UB, et M. marinum qui provoque des granulomes chez le poisson
(Mve-Obiang et al., 2005; Broussard et Ennis, 2007). M. scrofulaceum a également été impliquée
a la fois pour la lymphadeénite cervicale chez les enfants et la tuberculose pulmonaire chez les
adultes (Jogi et Tyring, 2004). De méme importance, M. fortuitum, M. chelonae et M. abscessus,
ont été associees a des infections traumatiques et post chirurgicales de la plaie, des infections de la
peau et des tissus mous ainsi que la maladie pulmonaire (Rastogi et al., 2001). Plusieurs autres
maladies mycobactériennes ont été documentées, y compris avec M. bovis, I'agent responsable de la
tuberculose bovine, M. paratuberculosis, provoquant la maladie de Johne et M. avium causant des
infections chez le porc et les volailles (Rastogi et al., 2001).

Sur le plan bactériologique, la plupart des mycobactéries peuvent se développer sur les
milieux de culture Lowenstein et la plupart des milieux standards (Yeboah-Manu et al., 2004). Ils
peuvent étre identifiés par l'observation du taux de croissance, la formation de pigment, la
pathogénicité chez I'animal, la réaction a la niacine et la sensibilité aux médicaments (Owens,
1978). La plupart des protocoles de laboratoire pour la culture des mycobactéries, a partir
d'échantillons cliniques, comprennent la décontamination initiale avec des biocides, tel que
1I’hydroxyde de sodium, inhibant ou éliminant la majorité des micro-organismes dans des conditions
ou la plupart des mycobactéries survivraient (Chilima et al., 2006; Kankya et al., 2011). En
revanche, la culture des mycobactéries a partir d'échantillons environnementaux est tres difficile et
induit un grand nombre de contaminations par d'autres micro-organismes a croissance rapide
(Neumann et al., 1997). Comparativement aux échantillons cliniques, le sol a un pH plus large et
variable contenant a la fois des substances organiques et inorganiques, y compris les enzymes
acellulaires, les oligo-éléments, ainsi que de nombreux organismes non mycobactériens. Ceux-cCi
peuvent résister aux procédures de décontamination et culture sélective et donc dégrader le milieu
de culture et inhiber la détection par PCR (Chilima et al., 2006). Les progres récents en biologie
moléculaire ont fourni bon nombre d’alternatives pour contourner certains de ces obstacles
rencontrés avec la culture et I’identification phénotypique des especes de mycobactéries
(Shamputa et al., 2004).

Les mycobactéries ne sont pas mobiles et sont de minces bacilles acido-alcoolo-résistants

faiblement gram positif (Hett et Rubin, 2008). La cellule des Mycobacterium tout comme la



plupart des bactéries contient des inclusions cellulaires, exemple de E. coli, et posséde une
épaisseur de paroi qui lui confére une morphologie distincte comme la plupart des bactéries gram
positif (Hett et Rubin, 2008). Une grande partie de la paroi cellulaire est constituée d'acides
mycoliques et mycosides qui rendent la paroi cellulaire cireuse et hydrophobe (Hett et Rubin,
2008). En raison de la nature cireuse de la paroi cellulaire, les mycobactéries se retrouvent a
I'interface air-eau ou la matiere organique est concentrée (Wendt et al., 1980) et se dispersent
facilement dans les aérosols (Falkinham, 2003b). Elles forment des biofilms (Islam et al., 2012),
elles sont virulentes et résistantes a certains antimicrobiens (Grange, 1996) et sont acido-alcoolo-

résistantes (Oloya et al., 2007).

1.1.1. Mycobactéries non tuberculeuses

Par le passé, pour des fins cliniques, les mycobactéries ont été classés comme ‘mycobactéries
tuberculeuses’, car ces especes causaient des infections similaires a la tuberculose chez I'hnomme
comme chez I’animal (Owens, 1978). 1l s’agit de M. tuberculosis, M. africanum (épidémiologie liée
a I'Afrique), M. bovis, M. canettii, et M. microti respectivement responsables de la tuberculose chez
I'nomme, le bétail, les ruminants et les rongeurs (Grange, 1996). Les autres mycobactéries ont été
décrites comme mycobactéries atypiques ou non tuberculeuses (Owens, 1978). Contrairement aux
précédentes qui sont majoritairement des pathogenes obligatoires chez 1’homme et 1’animal, les
MNT sont ubiquitaires et se retrouvent dans un large éventail d'habitats écologiques et de réservoirs
y compris I’eau et le sol, les protozoaires, I'eau du robinet, les eaux usées des hdpitaux, les systemes
de plomberie, les eaux usées, etc. (Primm et al., 2004). Ils sont sans danger au niveau de
I'environnement ou ils vivent, bien que leur réle spécifique n’y est pas clair, et ne provoquent des
maladies que lorsqu’ils sont en contact avec un héte sensible (Primm et al., 2004).

Comparativement au complexe M. tuberculosis, la plupart des MNT sont moins virulents et
sont rarement transmises d'homme a homme (Tortoli, 2006). Cependant, elles représentent des
causes majeures d'infection chez I’homme et 1’animal immunocompétent et immunodéprimé. Plus
de 90 espéces (Runyon, 1959, 1960; Katoch, 2004) ont été reconnues dont quelques unes qui ne
sont pas impliquées dans les cas de maladie (Tortoli, 2006). Comme précédemment souligné,
plusieurs auteurs ont étudié certaines MNT d’importance majeure en santé publique (Tortoli,
2006). Toutefois, dans cette étude, les MNT recherchées en priorité comprennaient M. marinum, M.
ulcerans, M. pseudoshottsii, M. liflandii, le complexe M. avium, M. gordonae, M. fortuitum, M.

abscessus, M. chelonae et d’autres espéces d’importance clinique.
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1.1.2. Mode de transmission

Les MNT ou mycobactéries environnementales, contrairement aux membres du complexe
Mycobacterium tuberculosis, sont saprophytes ubiquitaires se retrouvant dans presque tous les
habitats environnementaux, y compris le sol et ’eau naturelle (Falkinham, 2009) ainsi que I'eau
potable (Tortoli et al., 2001), les eaux usées hospitaliéres, les systemes d'eau et de plomberie des
ménages (Wallace et al., 1998), la nourriture (Yoder et al., 1999), etc. Par conséquent, I'exposition
de I’homme aux infections mycobactériennes inclut I'eau potable contaminée, I'eau naturelle, le sol
et la nourriture comme indiqué ci-dessus.

Cependant, il existe un chevauchement important au niveau de I'eau ou I’homme est exposée
aux mycobactéries qui y sont contenues a travers la consommation de I’eau potable, les activités de
loisirs telles que la natation et la baignade (Primm et al., 2004). Les aérosols générés au cours de
ces activités pouvant également conduire a l'exposition de I’homme (Primm et al., 2004). Au
niveau des points d'eau, les MNT se retrouvent a l'interface air-eau ou la matiére organique est
concentrée, formant des biofilms et survivant aux températures extrémes, aux désinfectants et
biocides (Falkinham, 2010). Par conséquent, cela a entrainé I'émergence et la persistance de
souches résistantes qui sont diffusées dans les réserves d'eau (Tortoli et al., 2001).

Les rapports d’une transmission des MNT d’homme & homme sont rares, ce qui suggere que
I'eau représente un véhicule majeur de dissémination des MNT (Tortoli, 2006). Fréquemment, M.
avium a été isolée a partir des points d'eau et a été impliquée en tant que source de l'infection chez
I'nomme (Primm et al., 2004). Tortoli et ses collaborateurs ont montré par 1’analyse de séquences
de la région hypervariable du géne mycobactérial ARNr 16S, que les isolats de M. avium issus de
patients infectés par le VIH-SIDA étaient semblables a ceux provenant des sources d'eau auxquelles
ils ont été exposés (Tortoli et al., 2001). Des résultats similaires ont été obtenus par d’autres
auteurs en utilisant des singes expérimentaux (Mansfield et Lackner, 1997). Ces résultats
concordent avec d’autres travaux qui ont également démontré des similitudes d’isolats de M. avium
entre les isolats de patients atteints du VIH-SIDA et leur nourriture (Yoder et al., 1999).

Bien que plusieurs études aient rapporte une forte prévalence de l'infection aux MNT chez les
patients immunodéprimés (Yoder et al., 1999; Tortoli et al., 2001; Cassidy et al., 2009), tout age
et sexe confondu, particulierement chez les patients atteints du VIH-SIDA, une plus forte
prévalence de I'infection par M. avium chez les femmes que chez les hommes a été démontré ; celle-

ci etant plus élevée chez les patients ages de plus de 50 ans (Cassidy et al., 2009).
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1.1.3. Pathogenie et diagnostic

Les MNT ont été impliquées dans une multitude d'infections a la fois chez 1’hbte
immunocompétent et immunodéprimé, principalement chez les patients infectés par le VIH-SIDA, a
travers le monde. Plusieurs études suggerent que les mycobactéries pathogénes sont des pathogénes
intracellulaires capables de croitre a l'intérieur des phagosomes et phagolysosomes et d'inhiber
I'activité bactéricide des lysosomes lors de l'infection des macrophages ; exemple de M. avium
(Frehel et al., 1986a; Frehel et al., 1986b). Cela permet aux mycobactéries de moduler le systeme
immunitaire de I'ndte par la médiation de la sécrétion de cytokines et les fonctions effectrices des
macrophages (Rastogi et al., 1994). Certains composants de la paroi cellulaire mycobactérienne
comme l'acide mycolique, le Wax-D, le ““cord factor’’, sont tous associés a la virulence et a la
pathogénicité (Rastogi et al., 2001). Les infections mycobactériennes partent des maladies
pulmonaire et extra-pulmonaire (Falkinham, 2003a), des infections cutanées et de la peau
(Bartralot et al., 2000) jusqu’aux infections disséminées a la fois chez les hotes immunodéprimés
et immunocompétents aussi bien chez I’homme que chez I’animal (Chetchotisakd et al., 2007).

Le diagnostic des infections mycobactériennes comprend la coloration au Ziehl-Neelsen des
bacilles acido-alcoolo résistants ou BAAR (Bartralot et al., 2000), le taux de croissance et la
pigmentation sur les milieux de culture Lowenstein-Jensen ou Middlebrook 7H9 (Radomski et al.,
2010), les tests biochimiques y compris la réaction a la niacine, l'activité de la catalase (Rastogi et
al., 2001) et les tests cutanés de I'antigene (Falkinham, 1996). Il peut étre utilisé pour diagnostiquer
la plupart des infections mycobactériennes. Il est intéressant de noter que bien que ces tests soient
largement utilisés pour le diagnostic des cas cliniques, leur application a I'étude épidémiologique
des déclenchements et épidémies des infections est limité.

Au niveau des études épidémiologiques, bien que nécessitant I'identification et la
caractérisation du microorganisme responsable, les méthodes moléculaires fournissent des
approches plus informatives et contournent les limites des identifications phénotypiques (Rastogi et
al., 2001). La détection par PCR de séquences spécifiques de I’ADN mycobactérien, comme le géne
ARNr 16S, les séquences d'insertion (IS), la protéine de choc thermique (hsp 65), supplante les
identifications phénotypiques car étant plus sensible, spécifique, rapide et moins laborieuse
(Rastogi et al., 2001).

Par ailleurs, le traitement des infections dues aux MNT ne suit aucune ligne directrice
normalisée. Il se compose d'une combinaison de différents antimicrobiens dépendant en partie du
profil de sensibilité des espéces pathogénes (Brown-Elliott et al., 2012; van Ingen et al., 2012).
Divers macrolides antimicrobiens arrétent la synthése des protéines en inhibant I'activité peptidyl

transférase du ribosome 50S des mycobactéries. Ils ont été utilisés avec succes dans le traitement de
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différentes infections mycobactériennes (Tartaglione, 1997). La clarithromycine, I'azithromycine,
I'ésthambutol, la rifampicine, la ciprofloxacine, l'isoniazide, I'érythromycine ont été utilisés en
combinaison avec d'autres médicaments antibactériens comme la streptomycine et d’autres
sulfamides, pour traiter les infections a MNT a la fois chez 1’hdte immunocompétent et
immunodéprimé (Tartaglione, 1997). La durée des traitements pouvant étre aussi longue que 6 a 9
mois (Tartaglione, 1997). Dans d'autres cas ou l'infection touche la peau et les tissus mous
(infection a M. ulcerans), la chirurgie (greffe de la peau) s’effectue normalement (Asiedu et
Etuaful, 1998).

1.1.4. Mycobactéries productrices de mycolactone

Les mycobactéries productrices de mycolactone (MPM) sont un groupe émergent de MNT
d’importance croissante en santé publique en raison des maladies dévastatrices qu'elles provoquent
chez I’homme et I’animal (Rhodes et al., 2001; Mve-Obiang et al., 2005; Broussard et Ennis,
2007; Stinear et al., 2007). L’une des caractéristiques qui distingue les MPM des autres MNT est la
production de la toxine mycolactone, une molécule ayant des propriétés cytotoxiques et
immunosuppressives aussi bien in vitro que in vivo (George et al., 2000; Dobos et al., 2001; Hong
et al., 2008). La mycolactone est codée par un plasmide au sein de la cellule de la mycobactérie.
Seules quelques mycobactéries comme M. ulcerans, M. pseudoshottsii, M. liflandii et M. marinum
DL, ont été confirmées comme hébergeant des copies de ce plasmide (Pidot et al., 2008). Il a été
suggeré que les MPM descendraient d'un ancétre M. marinum et auraient acquis un grand plasmide
circulaire leur conférant la capacité de produire la mycolactone, et par la suite, elles se seraient
propagées a travers le monde chez différents hétes (Pidot et al., 2008). La comparaison de
séquences de plasmides de ces mycobactéries (Figure 1) a montré plus de 98% de similarité de
séquence (Pidot et al., 2008).
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Figure 1 : Organisation génétique des domaines de la biosynthése de mycolactone a partir des
plasmides de certaines mycobactéries productrices de mycolactone
Source : (Pidot et al., 2008)
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En se basant sur cette information sur les séquences, les chercheurs s’intéressant aux
mycobactéries ont congu des amorces ciblant des sites de spécificité au niveau du plasmide ; cela
afin de détecter les MPM a partir de sources cliniques et environnementales (Williamson et al.,
2008). Les amorces ciblant les génes codant les enzymes enoyl reductase (ER) et keto reductase
(KR), impliguées dans la synthése de la mycolactone, au niveau du plasmide pMUMOO01 de M.
ulcerans, ont été utilisées pour détecter la bactérie dans des échantillons cliniques et
environnementaux (Williamson et al., 2008; Williamson et al., 2012; Yeboah-Manu et al., 2012).
Cependant, la différenciation precise des isolats de MPM s’appuie sur une combinaison d'autres

outils moléculaires détaillés ci-apres.

1.1.5. Production et cytotoxicité de la mycolactone

La mycolactone est produite par une réaction de condensation impliquant deux chaines
polykides, une chaine de base (invariable quel que soit le type de mycolactone) et une chaine
latérale acyle (variable selon le type de mycolactone) comme décrit dans la Figure 1 (Pidot et al.,
2008). La premiére est produite par deux polykides synthétases codées par les genes miIsAl et
mlIsA2 au niveau du plasmide. La seconde, la chaine acyle d’acide gras est produite par une
polikyde synthétase différente codée par le géne mlsB (Pidot et al., 2008). Les différents modules
(domaine de génes contigus) annotés sur les plasmides (Figure 1) codent plusieurs enzymes lors de
la synthése des acides gras pour la production de mycolactone.

Plusieurs études in vivo réalisées sur différents modeles expérimentaux (cobayes et souris)
(George et al., 2000; Torrado et al., 2007a) et des études in vitro sur des lignées cellulaires
différentes (cellules adipeuses et fibroblastes) (Dobos et al., 2001; Sarfo et al., 2010) ont montré
les activités cytotoxiques et immunosuppressives de la mycolactone. Dans I’infection a M. ulcerans,
la mycolactone est responsable a la fois du caractére indolore (immunosuppresseur) et de la forme
ulcérative (nécrose) de la maladie (Mve-Obiang et al., 2003). Toutefois, son rdle dans la survie et
la colonisation de M. ulcerans a travers les diverses niches environnementales n’est pas clair et a été
débattu par quelques auteurs (Marsollier et al., 2002; Marsollier et al., 2003; Marsollier et al.,
2007; Mosi et al., 2008).
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1.2. Ulcere de Buruli

1.2.1. Historique, perception et impacts socio-économiques de la maladie

L’ulcere de Buruli (UB) est une maladie nécrosante de la peau qui a d'énormes impacts socio-
économiques sur les individus touchés, leurs familles et les communautés (Stienstra et al., 2002).

En Afrique, la maladie est parfois décrite sous les appellations de ‘maladie mystérieuse’
(Marston et al., 1995), ‘vilaine maladie, plaie chronique’ (Kibadi et al., 2007) ou encore ‘plaie
incurable’ (Clancey et al., 1961), ‘mangeuse de chair, maladie du milieu rural, stigmatisation
sociale’ (Marston et al., 1995; Asiedu et Etuaful, 1998). Ces représentations sont attribuables aux
mythes percus sur la maladie (Stienstra et al., 2002), aux effets débilitants et handicaps associés,
aux populations les plus touchées et aux cicatrices sociales laissées sur les individus et leurs
familles.

C’est la troisieme infection mycobactérienne la plus répandue apres la tuberculose et la lepre
(Walsh et al., 2010). L'agent pathogéne responsable, M. ulcerans, a été premiérement décrit par
MacCallum et ses collégues, cité par (Johnson et al., 2005). A partir des années 1980, I’'UB est
devenu un probleme de santé publique incitant I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) a établir
I'initiative globale pour I’UB, Global Buruli Ulcer Initiative (GBUI) en anglais, en 1998 (Amofah
et al., 2002). Ceci, afin de sensibiliser sur la maladie, améliorer I'accés au diagnostic précoce, au
traitement et a la promotion de la recherche en développant de meilleurs outils pour le traitement et
la prévention de I’UB selon ’OMS (WHO., 2012).

La maladie est répandue dans les régions tropicales et sous-tropicales d’Afrique, avec la
plupart des cas en Afrique de I'Ouest. Elle affecte les populations dans les zones rurales ou I’activité
socio-économique prédominante est l'agriculture (Marston et al., 1995; Brou et al., 2008). Dans
ces communautés, la plupart des personnes pensent que la maladie est causée par la sorcellerie, une
punition pour les péchés ou a la suite d'une malédiction (Asiedu et Etuaful, 1998; Aujoulat et al.,
2003). Par conséquent, certains patients ont recours au féticheur ou guérisseur spirituel pour le
traitement (Stienstra et al., 2002). D'autres ’attribuent a des questions d’hygiene personnelle et
donc ne cherchent pas de traitement médical. Comme la lépre, la plupart des patients atteints de
I'UB sont stigmatisés et marginalisés (Adamba et Owusu, 2011). Les enfants en particulier,
abandonnent I'école et deviennent des fardeaux pour leurs familles.

Une étude a montré que le traitement par patient était de plus de 900 Dollars (Asiedu et
Etuaful, 1998). Toutefois, le traitement de I’UB est actuellement gratuit dans la plupart des

hopitaux publics, notamment en Céte d’Ivoire. Celle-ci est également pris en charge par certaines
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organisations non gouvernementales (ONG) dans l'exécution des programmes d'éducation et de

traitement gratuits au sein des communautés endémiques (Adamba et Owusu, 2011).

1.2.2. Epidémiologie

L'UB a une distribution tropicale et subtropicale (WHO., 2010). La maladie est endémique
dans plus de 30 pays dans le monde, principalement en Afrique de I'Ouest, notamment le Ghana, le
Togo, le Bénin et la Cote d'lvoire. Des cas ont également été signalés au Cameroun, au Mexique, en
Papouasie Nouvelle-Guinée et en Asie du Sud-est (WHO., 2008, 2010). En Australie, la maladie
est prédominante dans le Sud-est (Johnson et Lavender, 2009). Au Ghana, elle est endémique dans
toutes les régions avec des cas enregistres allant jusqu’a 1048 cas en 2010, les cas rapportés depuis
2011étant en nette diminution (WHO., 2014).

La Cote d’Ivoire qui demeure le pays le plus touché par I’'UB compte plusieurs régions
endémiques et a connu un pic en 2009 avec 2679 cas enregistrés. Toutefois, il faut noter une
diminution des cas depuis 2010 avec 2553, 1386 et 1039 en 2010, 2012 et 2013 respectivement
(WHO., 2014). Compte tenu des sous-déclarations des cas, les chiffres rapportés pourraient étre
beaucoup plus élevés (Amofah et al., 2002).

La maladie affecte tous les sexes et les groupes d'age, mais la majorité des cas sont observes
chez les enfants de moins de 15 ans (van der Werf et al., 1989; Marston et al., 1995). Plusieurs
raisons ont été avancées quant au groupe le plus a risque et affecté par I’UB. Aussi, lors des
activités de loisirs, les enfants seraient-ils en contact avec des environnements humides et des points
d'eau contaminés par M. ulcerans (Asiedu et Etuaful, 1998; Marston et al., 1995; Stienstra et al.,
2002).

Bien que le mode de transmission ne soit pas encore clair, plusieurs hypothéses ont été
proposées. Il est suggéré que les personnes seraient infectées par I’inhalation d'aérosols contenant
les bactéries (Johnson et Lavender, 2009), l'inoculation par le biais de microtraumatismes
cutanées (Meyers et al., 1974) ou par les piqlres de certains insectes aquatiques (Portaels et al.,
1999).

Cependant, quelques facteurs de risque ont été identifiés. L’augmentation de l'incidence de
I’UB a été associée au contact avec les cours d'eau a faible mobilité et les marécages (Debacker et
al., 2006). Le r6le des insectes aquatiques dans la transmission de I’UB reste incertain mais il
demeure encore une priorité de recherche (Marsollier et al., 2002; Silva et al., 2007; Benbow et
al., 2008) ; ce qui est également le cas des petits mammiferes (koalas, possums, rongeurs, etc.)

comme 1’ont mentionné d’autres études (Durnez et al., 2010; Fyfe et al., 2010).
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1.2.3. Transmission et écologie de Mycobacterium ulcerans

Aucune transmission d'homme a homme n’a été rapportée pour ’UB et le mode de
transmission de M. ulcerans de I'environnement a I'homme n’est toujours pas clarifié (Johnson et
al., 2005). Comme toutes les MNT, M. ulcerans est une mycobactérie environnementale saprophyte
(Merritt et al., 2010). Elle a été détectee dans plusieurs biotopes aquatiques et son abondance a été
corrélée a l’augmentation de la charge de morbidité dans certaines communautés étudiées
(Williamson et al., 2008; Williamson et al., 2012).

Il faut souligner que dans ces études, seul I’ADN bactérien a été détecté mais pas les bacilles
vivants (Merritt et al., 2010). Cela s’explique par la difficulté de culture de M. ulcerans a partir de
la plupart des échantillons environnementaux bien vrai que dans un cas, M. ulcerans ait été cultivé a
partir d'un insecte aquatique (Portaels et al., 2008). Les analyses génomiques comparatives
suggerent que M. ulcerans serait probablement en train de passer d’une bactérie généraliste de
I’environnement a une bactérie spécialiste s’adaptant au niche notamment chez I'h6te qu’est le
mammifére (Stinear et al., 2007).

Au sein d’un environnement aquatique, M. ulcerans se retrouve a l'interface air-eau, formant
des biofilms aux surfaces, et occupe probablement des micro-habitats pas directement exposés a la
lumiere mais aérés (Stinear et Johnson, 2007). Comme la plupart des MNT, M. ulcerans prolifére
dans les milieux aquatiques ayant un pH qui varie entre 55 et 6,5 (Radomski et al., 2010).
Quelques études ont suggéré que la bactérie pourrait étre transmise a des hotes sensibles via des
aérosols générés par les activités au niveau de points d'eau contaminés, I'inoculation par une peau
ouverte ou méme lors de la consommation d'eau contenant des bacilles (Ross et al., 1997).

Cependant, des études expérimentales testant ces hypothéses n’ont pas pu étre affinées pour
I’identification adéquate de modes spécifiques de transmission (Merritt et al., 2010). De telles
études devraient s’appuyer sur les progres de la biologie moléculaire afin d’identifier les habitats et
les réservoirs de M. ulcerans contribuant a sa persistance et sa prolifération (Williamson et al.,
2012). Les progrés en biologie moléculaire ont été utilisées pour remonter les sources d’infection,
notamment celles causées par les MNT, jusqu’a des milieux particuliers (Komijn et al., 1999;
Tortoli et al., 2001).

1.2.4. Infections a Mycobacterium ulcerans chez les animaux

Il a été suggére que M. ulcerans ait évolué de M. marinum par 1’acquisition d'un plasmide
codant pour la mycolactone. Bien que I'infection a M. ulcerans soit en grande partie chez I’homme,
des cas d’infection ont été signalés chez certains animaux (Fyfe et al., 2010). Des infections a M.

ulcerans, avec des manifestations cliniques similaires a celles de I’homme ont été observées chez
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les chats (Elsner et al., 2008), les koalas (Mitchell et al., 1984), I'opossum (Fyfe et al., 2010), les
chevaux (van Zyl et al., 2010), la tortue (Sakaguchi et al., 2011), le tatou (Walsh et al., 1999).
Dans chaque cas, la mycobactérie isolée était similaire a l'agent pathogéne de I’homme, M. ulcerans
(Fyfe et al., 2010).

En outre, ’ADN de M. ulcerans a été détecté chez les mollusques, les crustacés et les
moustiques (Kotlowski et al., 2004; Marsollier et al., 2004a; Johnson et al., 2007). Des études
expérimentales réalisées au Ghana ont montré que les aulacodes seraient sensibles a I'infection a M.
ulcerans (Addo et al., 2007).

Tous ces rapports et études suggerent que les petits mammiféres, vivant a proximité de
I’homme ainsi que les animaux couramment chassés, comme les aulacodes, pourraient étre de
potentiels réservoirs de M. ulcerans, entrainant de futurs risques de zoonoses (Addo et al., 2007).
Ainsi le contrdle effectif de la maladie impliquerait, en partie, I'identification des réservoirs chez les

animaux sauvages et domestiques.

1.2.5. Pathologie clinique, diagnostic et traitement

M. ulcerans est une mycobactérie a croissance lente (temps de génération d'environ 52
heures) .L'infection progresse lentement avec aucun signe visible de traumatisme (Hayman, 1985).
La peau est une bonne cible pour I'infection de par sa température relativement faible qui favorise la
croissance de la bactérie, a une température optimale de 28 a 32 °C (Hayman, 1985; Matsumura
et al., 2012). La production de mycolactone par M. ulcerans au cours de l'infection est en grande
partie responsable de la pathologie associée a I’'UB (George et al., 2000). La molécule est a la fois
immunosuppressive et cytotoxique, provoquant chez les patients de tres infimes sensations de
douleur dans la plupart des stades de la maladie (Hong et al., 2008).

La maladie commence généralement par un nodule indolore (Figure 2) ou une papule sur la
peau qui peut étre confondu avec un bouton (WHO., 2012). Quand la maladie est diagnostiquée
assez rapidement, quelques semaines d'antibiothérapie ou une excision chirurgicale permettent
habituellement de stopper l'infection. La progression du stade de nodule conduit a une plaque
indolore, un cedéme et finalement une ulcération de la peau (Asiedu et Etuaful, 1998).

Bien que I’UB soit rarement mortelle, elle peut conduire a une invalidité permanente
comprenant des rigidités, cicatrices et déformations des membres (WHO., 2012). La plupart des
infections sont localisées, en particulier aux extrémités et aux parties plus froides du corps. Les cas
de maladie systémique ou a diffusion sont rares, la température de 37°C étant défavorable pour la

croissance de la mycobactérie (Matsumura et al., 2012).
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Les examens histo-pathologiques de coupes colorées de lésions excisées ont montré que M.
ulcerans est extracellulaire. Cependant, certaines études expérimentales ont observé des bactéries
intracellulaires dans les macrophages, expliquant que cela pourrait étre une phase transitoire lors de
I'infection (Torrado et al., 2007b; Schutte et al., 2009).

Les centres de santé et les hdpitaux, dans les zones endémiques, ont été renforcés par les
politiques en vue de mieux prendre en charge les cas d'UB, mais divers organismes et programmes
viennent en relais sous I'égide du Ministere en charge de la Santé. Le diagnostic repose sur des
examens cliniques et para cliniques. Le premier consiste a regarder simplement les signes cliniques
associes a la maladie tandis que le second utilise divers tests de laboratoire pour confirmer le

diagnostic.
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Figure 2 : Manifestations cliniques de l'ulcére de Buruli

(A) nodule, (B) plaque, (C) cedeme diffus, (D) large ulcére.
Sources : Etuaful S., Ghana ; Assé H, Cote d’Ivoire
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Les prelevements par aspiration a 1’aiguille fine et par écouvillons peuvent étre faits
respectivement a partir des nodules et des ulcéres suspectés pour les tests de laboratoire. La
coloration de Zielh-Neelsen pour les bacilles acido-alcoolo-résistants, la culture sur milieu
Lowenstein-Jensen ou milieu Middlebrook 7H9, couplées aux tests biochimiques spécifiques et a
I’examen histopathologique des coupes colorées de lésions excisées peuvent tous étre utilises pour
le diagnostic (Bretzel et al., 2005; Mensah-Quainoo et al., 2008; Yeboah-Manu et al., 2011b).
Cependant, la PCR est un test plus spécifique et sensible pour le diagnostic (Mensah-Quainoo et
al., 2008). Le diagnostic précoce, en particulier au stade de nodule, facilite I’arrét rapide de
I'infection et empéche les complications associées a I’lUB (WHO., 2010, 2012).

L'OMS recommande une antibiothérapie associant la rifampicine et la streptomycine ou
I’amikacine pendant huit semaines comme traitement de premiére ligne pour toutes les formes
actives. Dans le cas d’ulcéres étendus, une chirurgie permet d’éliminer les tissus nécrosés, les
défauts cutanés et les déformations, ainsi que des interventions pour réduire ou prévenir les
handicaps (WHO., 2000, 2012). De plus, d'autres médicaments se sont révéles efficaces aussi bien
in vitro que in vivo notamment la clarithromycine, la kanamycine, la cyclosérine, la lévofloxacine et
I’enviomycine (Nienhuis et al., 2010; Matsumura et al., 2012).

Actuellement, il n’existe aucun vaccin pour I’UB bien que quelques études aient identifié des
antigénes candidats pour le développement de vaccins (Tanghe et al., 2008; Einarsdottir et
Huygen, 2011). Malgré la gratuité du traitement dans de nombreux pays endémiques, y compris la
Cote d’Ivoire, la majorité des patients atteints de 1’UB trouvent difficile le déplacement vers les
centres de santé, en raison du mauvais état des routes, du manque de moyens de transport et de la
stigmatisation (Asiedu et Etuaful, 1998).

1.2.6. Efforts de contrdle, priorités de recherche et politiques de mise en ceuvre

L'initiative mondiale pour I’UB, (GBUI en anglais) a été créée par 'OMS en 1998, en vue de
sensibiliser sur la maladie, d'améliorer l'acces au diagnostic précoce et au traitement et de
promouvoir la recherche pour le développement de meilleurs outils pour le traitement et la
prévention de I'UB (WHO., 2012). Les pays endémiques comme la Cote d’Ivoire ont adopté les
lignes directrices de I'OMS afin de traiter et mieux prendre en charge les patients de I’'UB (WHO.,
2000, 2012). Cependant, dans les zones rurales, les patients privilégient 1’automédication ou le
recours a la médecine traditionnelle comme premiére alternative (Ahoua et al., 2009).

Certains organismes en collaboration avec le Ministere en charge de la Santé ont intégré au
sein des communautés des zones endémiques, des programmes d’éducation et de sensibilisation sur

les divers facteurs de risque conduisant a I’'UB et la reconnaissance des signes de I’'UB (Kanga et
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al., 2005). De plus, des volontaires ou agents de santé communautaires ont été formes pour réaliser
les premiers soins de base des ulcérations de patients (Kanga et al., 2005).

La recherche sur I’UB a porté essentiellement sur le diagnostic et le traitement avec
maintenant quelques études sur I'écologie et la transmission de M. ulcerans (Benbow et al., 2008;
Mosi et al., 2008; Williamson et al., 2008; Merritt et al., 2010; Williamson et al., 2012). Les
études sur la transmission ont bénéficié des outils de la biologie moléculaire pour élucider les voies
de transmission possibles (Williamson et al., 2012; Narh et al.,, 2015). Les études sur
I'immunologie et l'interaction hote-bactérie sont rares et relatives a la tuberculose et d'autres
maladies importantes en santé publique.

Il 'y a donc nécessité de sensibiliser le public sur la maladie surtout au sein des communautés
endémiques. Des financements plus importants sont également nécessaires pour développer des
outils pour 1I’épidémiologie moléculaire. Ceci, afin de surveiller la transmission notamment un
diagnostic amélioré et un renforcement de capacités au sein des universités et des laboratoires de

recherche, en utilisant des approches de recherche multidisciplinaires.

1.3. Caractérisation moléculaire de Mycobacterium ulcerans

1.3.1. Génome et marqueurs génétiques pour I’étude de la transmission de
Mycobacterium ulcerans

M. ulcerans possede deux réplicons circulaires, un chromosome Agy99 de 5631606 paires de
bases (pb) et un plasmide pMUMO001de 174.155 pb (Pidot et al., 2008). Le plasmide contient 4
copies de la séquence d’insertion 1S2404 et 8 copies de 1S2606, tous deux utilisés comme
marqueurs génétiques (Stinear et al., 1999; Williamson et al., 2008). Il y a également les 81
séquences codantes de genes ou coding domain sequences (CDS), dont I’enoyl reductase (ER) et la
keto reductase (KR), deux enzymes permettant la biosynthése de la mycolactone, aussi utilisées
comme marqueurs génetiques. Le taux moyen de G + C y est de 62,5 % (Stinear et Johnson,
2007). Le chromosome quant a lui contient 209 et 83 copies des séquences d’insertion 152404 et
1S2606, respectivement et 4281 séquences codantes (CDS). Il a un taux moyen de G + C de 65,72
% (Stinear et Johnson, 2007; Stinear et al., 2007).

Il existe de nombreuses sequences d’ADN, au sein de génes fonctionnels et non fonctionnels,
qui ont été utilisés pour différencier les isolats de M. ulcerans des autres MPM (Ablordey et al.,
2005a). Cela inclut les nombres variables de séquences nucléotidiques répétées en tandem (VNTR),
notamment les loci 1, 6, 19, ST1, MIRU1 (Ablordey et al., 2005b; Roltgen et al., 2010) et

quelques génes de ménage pour le typage des séquences a multiple loci, multilocus sequence typing
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(MLST). Le géne 16S rRNA (ARNr 16S) mycobactérien (codant le DNA 16S), d'une grande
importance évolutive, a également été largement utilisé pour retracer des phylogénies et différencier
des isolats de MNT (Portaels et al., 1996; Clarridge, 2004; Janda et al., 2007).

Les études sur la transmission utilisent des outils génétiques avancés mais limités, comparés a
ceux pour les études sur le paludisme et la tuberculose, permettant de détecter I'émergence de

souches de résistance et de réaliser des études épidémiologiques moléculaires (Merritt et al., 2010).

1.3.2. Outils génétiques pour I'étude sur la transmission

Les progrés en biologie moléculaire, génomique, protéomique et bioinformatique ont
grandement accéléré et amélioré la recherche quant a la compréhension des mécanismes
moléculaires de l'infection, la pathologie et le traitement de diverses maladies mycobactériennes,
comme la tuberculose et I’'UB (Walsh et al., 2010). Le séquencage du génome de la souche M.
ulcerans Agy99 a considérablement amélioré les études sur le diagnostic et la transmission (Stinear
et al., 2000b). Par conséquent, pour des raisons de diagnostic para cliniques et de recherche,
différents outils génétiques ont été élaborés et documentés (Merritt et al., 2010).

1.3.2.1. Séquencage du gene 16S rRNA

Le gene 16S rRNA (ARNr 16S) mycobactérien (codant le 16S DNA) est d'une grande
importance quant a I’évolution et a été largement utilisé pour retracer les phylogénies, différencier
les isolats de MNT (Portaels et al., 1996; Clarridge, 2004; Janda et al., 2007) et résoudre les
ambiguités en nomenclature bactérienne (Janda et al., 2007). Le gene 16S rRNA est d'environ 1,5
kpb et a des régions conservees et variables a travers différents taxons (Clarridge, 2004).

Des amorces universelles ou spécifiques des espéces de mycobactéries, complémentaires de
régions conservées sont utilisées dans une réaction PCR pour amplifier un segment de 500 pb ou
1500 pb du géne 16S rRNA. Les comparaisons des séquences de 500 pb ou 1500 pb a des
séquences publiées peuvent étre utilisés pour identifier les isolats au niveau de lI'espece et générer
des arbres phylogénétiques avec des topologies similaires (Clarridge, 2004). Cet outil a eté utilisé
dans différents domaines pour une confirmation précise de la maladie et I’étude sur la transmission
(Portaels et al., 1996; Janda et al., 2007).

1.3.2.2. Amplification des séquences d’insertion 1S2404 et 1S2606 et analyse du
polymorphisme de longueur de fragments de restriction
Les analyses des séquences du génome de la souche de référence M. ulcerans Agy99 ont

révelé que les séquences d’insertion 1S2404 et 1S2606 sont présents en abondance aussi bien sur le
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chromosome que le plasmide (Pidot et al., 2008). Par conséquent, les amorces ciblant ces
séquences ont été congues pour étre utilisées dans la détection par PCR de M. ulcerans au niveau
des isolats cliniques, vétérinaires et environnementaux (Stinear et al., 2000a; Phillips et al., 2005;
Ranger et al., 2006; Yeboah-Manu et al., 2011a).

L’analyse du polymorphisme de longueur de fragments de restriction (RFLP) des produits
amplifiés 1S2404 a été utilisée pour génotyper M. ulcerans a partir de différents isolats
géographiques (Chemlal et al., 2001). Basé sur I’analyse RFLP de 1S2404, six génotypes distincts
de M. ulcerans ont pu étre différenciés et correspondaient aux différentes origines géographiques
(Chemlal et al., 2001). Cependant, il a été démontré récemment que d'autres MPM hébergeraient
des copies de 1S2404 (Suykerbuyk et al., 2007). Ainsi, a des fins de recherche, le diagnostic
définitif d'une infection & M. ulcerans devrait employer des marqueurs encore plus spécifiques.

1.3.2.3. Typage des séquences a multiples loci

Concernant le typage des seéquences a multiples loci (MLST), les séquences de différents
génes de ménage sont comparées simultanément (Stinear et al., 2000b). L’analyse MLST d’isolats
de M. ulcerans de différentes zones géographiques a donné six génotypes différents liés aux six
zones geographiques que sont le Surinam, la Papouasie-Nouvelle-Guinée, le Mexique, la Chine,
I'Afrique et I'Australie (Stinear et al., 2000b). Cela étant conforme aux résultats d’autres auteurs
utilisant ’analyse RLFP de 1S2404 (Chemlal et al., 2001). De méme, des études de génomique
comparative des génomes de M. ulcerans et M. marinum ont montré la récente séparation de M.

ulcerans a partir de M. marinum par l'acquisition d'un plasmide (Stinear et al., 2000b).

1.3.2.4. Typage de nombre variable de séquences nucléotidiques répétées en tandem

Les nombres variables VNTR sont des emplacements dans le génome ou de courtes séquences
d’ADN se trouvent dans des répétitions en tandem (Ablordey et al., 2005b). Ces répétitions qui
varient en nombre par genome peuvent étre utilisées pour différencier les especes apparentées. Au
niveau de M. ulcerans et d’autres MPM, de nombreux VNTR ont été identifiés tant a I'intérieur des
genes fonctionnels que non fonctionnels, a des loci spécifiques dans le génome de référence de M.
ulcerans Agy99 (Ablordey et al., 2005a; Ablordey et al., 2005b).

Des réactions d’amplification ciblant certains loci comme les loci 6, 19, MIRU1 et ST1, tous
avec des répétitions variables, ont été utilisées avec succes pour différencier M. ulcerans d'autres
MPM hébergeant la séquence d’insertion 1S2404 (Stragier et al., 2007). Cette méthode a été
utilisée pour résoudre I’homogénéité génétique apparente au sein des isolats géographiques.
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Une étude menée au Ghana a suggeré la diversité genétique de M. ulcerans dans ce pays. En
utilisant la combinaison de deux loci VNTR polymorphes (ST1 et MIRUL) sur 72 isolats d’Afrique
dont 57 du Ghana, elle a révélé trois génotypes différents avec un regroupement clonale (Hilty et
al., 2006). Dans cette étude, les auteurs ont rapporté deux isolats de M. ulcerans circulant dans la
région Amansie ouest, nouvellement Amansie centre du Ghana. Un isolat ayant une répétition de 2
pour ST1 et 1 pour MIRU1, génotype (2, 1) et lI'autre (1, 3).

Ceci suggere que l'addition d'autres loci polymorphes pourrait augmenter le pouvoir de
discrimination révélant plusieurs genotypes, notamment dans des isolats environnementaux et
humains, permettant ainsi de mieux comprendre les modes de transmission possibles entre

I'environnement et I’homme.

1.3.2.5. Polymorphisme de nucléotide simple et analyse par microarrays

Le polymorphisme des nucléotides simples (SNP), détecte une mutation d’une paire de base
au niveau d’un locus spécifique, révélant des variations génétiques entre les membres d'une espéce.
En utilisant cet outil, différentes méthodes, depuis I’hybridation en passant par les méthodes
enzymatiques jusqu’au séquencage, ont été employées.

En raison de l'absence actuelle de variabilité génétique parmi les isolats géographiques de M.
ulcerans, une étude a utilisé I’analyse des SNP pour le génotype de 83 isolats africains de M.
ulcerans ; des SNP qui différenciaient les isolats régionaux ayant été identifiées (Kaser et al.,
2009b).

Suite a leur succeés, d’autres auteurs ont développé une méthode de PCR en temps réel des
SNP, afin de génotyper des isolats de M. ulcerans provenant de patients issus de différentes régions
du Ghana (Roltgen et al., 2010). Les auteurs ont observé la dominance d'un complexe local et son
regroupement le long de la riviere Densu, suggérant une possible transmission focale.

L’application a grande échelle du typage des SNP pour les études épidémiologiques
impliquerait l'utilisation de puces a ADN (Kaser et Pluschke, 2008). Cette technique a été utilisée
pour différencier M. tuberculosis de M. bovis BCG par l'identification des 18 régions de diversité
(RD1-RD18) (Behr et al., 1999; Gordon et al., 1999).
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1.3.2.6. Bases de données et outils bioinformatiques pour I’alignement de séquences

Les profils VNTR de quelques MPM ont été élucidés et publiés. Celles-ci peuvent étre
utilisées comme des isolats de référence pour correctement attribuer les nombres de répétition en
fonction de la taille des produits de PCR (Lavender et al., 2008; Williamson et al., 2008).

Plusieurs bases de données sont actuellement disponibles avec des séquences partielles et
completes de nombreux génomes mycobactériennes. Ceux qui sont accessibles au public
comprennent les bases de données de :

- NCBI (National Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov/),

- EMBL (European Molecular Biology Laboratory) (www.ebi.ac.uk/embl/),
- DDBJ (DNA database of Japan) (http://www.ddbj.nig.ac.jp/).
Les génomes de M. tuberculosis, M. leprae et M. ulcerans ont été déposés dans les bases de

données publiques comme GenBank, TubercuList et BuruList. D’autres bases de données comme
RIDOM, MicroSeq et RDP-1I contiennent des séquences de certains MNT. Les informations de ces
bases de données sont librement accessibles. Des progiciels comme Clustal X2, MEGA 5.1, PAUP,
BLAST, Phylip et BIBI (Clarridge, 2004) et bien d'autres peuvent étre utilises pour les
comparaisons de séquences et les études de phylogénie.

Stinear et ses collégues, dans une analyse comparative du génome de M. ulcerans et M.
marinum ont montré des différences significatives dans la taille du génome, des séquences
d'insertion et pseudogénes, déduisant la fonction des génes putatifs a partir du génome bien étudié
de M. tuberculosis (Stinear et al., 2000b). En alignant la séquence du génome de M. ulcerans
Agy99 aux génomes étroitement liés, notamment M. marinum, M. leprae et M. tuberculosis,
plusieurs marqueurs génétiques ont été identifiés et développés pour le diagnostic précis et les
études sur la transmission (Huber et al., 2008).
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Il - MATERIEL ET METHODES
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2.1. Matériel

2.1.1. Matériel biologique
Le matériel biologique se compose de trois différents types d’échantillons collectés a savoir :
- Des prélévements cliniques (écouvillons et aspirations a 1’aiguille fine) issus de cas de patients
atteints de I’'UB;
- Des matrices environnementales (biofilms, filtrats d’eau, détritus de plantes, sols) issues des
points d’cau fréquemment utilisés par les populations;
- Des prélevements animaux (lésions suspectes et organes) issus des petits mammiferes (rongeurs)

capturés a proximité des points d’eau et des habitations.

2.1.2. Matériel technique utilisé pour I’étude moléculaire

2.1.2.1. Réactifs et appareils utilisés pour I’étude moléculaire
Le matériel utilisé pour la caractérisation moléculaire se compose de divers réactifs et

appareils. Ainsi, les réactifs utilisés sont constitués :

- pour la préparation des suspensions bactériennes et la macération des échantillons d’organes
animaux, d’un tampon PBS 1X;

- pour la coloration au Zielh - Neelsen, d’un kit de coloration (Laboratorios Conda, SA pronadisa)
des BAAR (bacilles acido-alcoolo résistants);

- pour I’extraction de ’ADN,
*d’un kit d’extraction (QIAGEN Dneasy blood and tissue Kit) pour les échantillons cliniques;
*de différentes solutions préparées au laboratoire pour les échantillons environnementaux et
animaux. Ce sont un tampon de lyse (100 mM de Tris (pH 8), 50 mM d’EDTA, 500 mM de
NaCl et 1,3 % de SDS) ; un tampon de neutralisation (5000 mM de d’acétate de potassium) ; un
tampon de fixation (1000 mM de chlorhydrate de guanidine et 63 % d’éthanol absolu) ; un
tampon de lavage 1 (100 mM de Tris (pH 8), 1| mM d’EDTA, 500 mM de NaCl et 63 %
d’éthanol absolu) ; un tampon de lavage 2 (éthanol absolu) et un tampon d’élution (10 mM de
Tris (pH 8) et 0,1 mM d’EDTA);

- pour la préparation du melange réactionnel lors de I’amplification des génes d’intérét,
*d’eau stérile (Water for Molecular Biology, Millipore);
*d’une solution de BSA a 10 mg/mL (Thermo Scientific);
*de différents réactifs dont un tampon PCR (10X Dream Taq™ Buffer, MgCl,, Thermo

Scientific) ; une solution a 10 mM pour chaque désoxyribonucléotide (dNTP, Thermo
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Scientific), une solution de Taq Polymérase a 5 U/uL (Dream Taq™ DNA polymerase, Thermo
Scientific);

- pour I’électrophorése des produits d’amplification, d’une solution d’agarose (Thermo Scientific),
de tampon de migration (10X TBE Electrophoresis Buffer, Thermo Scientific), de bromure
d’éthidium (BET) (amReSCO) et de I’ADN ladder, un marqueur de taille de fragments d’ADN
(GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder).

Les appareils nécessaires pour I’extraction et la réalisation des amplifications sont constitues :

- d’un vortex (FB 15012 Top Mix, Fischer Scientific) pour I’homogénéisation des suspensions
utilisées;

- d’une centrifugeuse pour les tubes de 15 et 50 mL (Labofuge 200, Heracus SEPATECH) pour la
séparation de différents constituants d’une suspension par la formation d’un culot et d’un
surnageant;

- d’une micro-centrifugeuse réfrigérée pour les microtubes de 1,5 et 2 mL (AccuSpin Micro 17 R,
Fischer Scientific) pour la séparation de différents constituants d’une suspension par la formation
d’un culot et d’un surnageant;

- d’un microscope optique (LEICA DM 500, Leica) pour l’observation des BARR apres
coloration;

- d’un bain sec chauffant (LabAmor) pour I’incubation des échantillons a haute température;

- d’un thermocycleur programmable (A200 Gradient Thermal cycler, LongGene®) pour la
réalisation de la réaction d’amplification;

- d’un générateur (Electrophoresis Power Supply, APELEX PS 608) pour la migration des
produits d’amplification par électrophorese;

- et d’un transilluminateur (Benchtop 2UV™ Transilluminator UVP) associé a une caméra
(BioDoc-It™ TImaging System) pour la visualisation des produits d’amplification aprés

1’¢lectrophorese.

2.1.2.2. Séquences des amorces des genes utilisés pour ’amplification
Lors de la caractérisation moléculaire, des amorces (Ingaba Biotech) issues des génes
d’intérét sont utilisées pour 1’amplification par PCR. Les séquences de ces amorces ainsi que les

differentes tailles de produits PCR associées sont énumeérées ci-apres (Tableau ).
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Tableau | : Amorces utilisées pour I’amplification des geénes d’intérét

Taille du produit

Amorce Séquence sens et anti sens R . . Références
d’amplification
PA:5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
;65,\1 R{\('Q 620 pb (Hughes et al., 1993)
(ARNr 165) | MSHA: 5*-AAAAAGCGACAAACCTACGAG-3
1S2404 pGpl1:5°’-AGGGCAGCGCGGTGATACGG-3’
<action 1 400 pb (Ablordey et al., 2012)
(réaction 1) | ,Gp2: 5°-CAGTGGATTGGTGCCGATCGAG-3’
1S2404 pGp3: 5’-GGCGCAGATCAACTTCGCGGT-3’
<action 2 210 pb (Ablordey et al., 2012)
(réaction 2) | ,Gp4: 5°-CTGCGTGGTGCTTTACGCGC-3
F:5-GAGATCGGTCCCGACGTCTAC-3’
ER 719 pb (Williamson et al., 2008)
R:5’-GGCTTGACTCATGTCACGTAAG-3’
F-5’-GACCGTCATGTCGTTCGATCCTAGT-3’
*Locus 6 454 2678 pb (Williamson et al., 2008)
R-5’-GACATCGAAGAGGTGTGCCGTCT-3’
F-5’-CCGACGGATGAATCTGTAGGT-3’
*Locus 19 288 a 512 pb (Williamson et al., 2008)
R-5’-TGGCGACGATCGAGTCTC-3’
F-5’-GCTGGTTCATGCGTGGAAG-3’
*MIRU 1 404 2616 pb (Williamson et al., 2008)
R-5’-GCCCTCGGGAATGTGGTT-3’
F-5’-CTGAGGGGATTTCACGACCAG-3’
*ST1 369 a 585 pb (Williamson et al., 2008)

R-5-CGCCACCCGCGGACACAGTCG-3'

F : forward, amorce sens, R : reverse, amorce anti sens, pb : paires de bases

*  taille du produit d’amplification variable selon le nombre de répétition pour ces amorces
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2.2. Méthodes

2.2.1. Concept ‘One Health’

Pour cette étude, le concept ‘One Health’ est utilisé afin de mieux prendre en compte, en
termes de santé, ’ensemble des composantes a 1’interface homme-animal-environnement ainsi que
les différentes interactions possibles. Cela a permis de mieux comprendre et identifier les possibles
modes de transmission en vue d’un meilleur contrdle des maladies.

Ainsi, dans le modele de transmission décrit ci-aprés (Figure 3), le chevauchement et le
partage des écosystémes entre I’homme, ’animal et les agents pathogénes créeraient des points de
contact favorisant I’infection par ces pathogénes et leur transmission entre [’homme,
I’environnement et 1’animal.

Cette approche par son caractére inter - et transdisciplinaire s’appuie sur les connaissances de
diverses disciplines et secteurs pour une meilleure interprétation et anticipation des phénomenes

observés et un apport en valeur ajoutée pour les populations et les écosystemes.
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Figure 3: Schéma du concept ‘One Health® (modifié) a I’interface Homme-Animal-

Environnement
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2.2.2. Autorisation éthique

Cette étude a obtenu 1’approbation du Comité National d’Ethique et de la Recherche (CNER)
du Ministére de la Santé et de la Lutte contre le Sida (N° 3320/MSLS/CNER-P, Novembre 2011) au
regard de I’implication de I’homme et des animaux lors de la collecte des échantillons (Annexe 1).

Lors des missions de prospection et validation des sites d’études ainsi que de collecte de
données et d’échantillons, 1’étude a été expliquée et traduite en langue locale aux différentes
communautés. Les autorités locales et traditionnelles ont également donné leur accord quant a
I’exécution de 1’étude et la participation des populations.

Le consentement éclairé de chaque patient ou des parents dans le cas des enfants a été obtenu
avant tout prélévement, par la signature d’un formulaire de consentement aprés lecture de celui-Ci
(Annexe 2). La majorité des patients étant déja pris en charge et intégrés a un protocole de

traitement de I’UB au niveau du centre de santé, aucune mesure supplémentaire n’a été prise.

2.2.3. Choix des sites d’étude

Dans le cadre de cette étude, cing localités ont été retenues au sein de deux grandes zones
endémiques de 1’ulcére de Buruli (UB) en Cote d‘Ivoire a savoir le Centre-ouest et le Sud-est
(Figure 4). Le choix des sites d’étude a été motiveé par les données issues du programme national de
lutte contre 1’ulcére de Buruli (PNLUB) et de leurs profils endémiques pour I’UB.

Par ailleurs, les départements dont dépendent les localités sélectionnées ont subi des
changements et réaménagements au niveau de I’environnement du fait de I'urbanisation, de la
construction de barrages hydroélectriques, de I’introduction de 1’exploitation agricole, forestiére ou
miniére.

Ainsi, ces localités présentent des environnements aquatiques spécifiqgues notamment des
cours d’eau a faible mobilité (barrages, étangs, marigots) pouvant favoriser la propagation des

mycobactéries non tuberculeuses (MNT).

2.2.4. Description des sites d’étude

2.2.4.1. La zone de Daloa

Situe au Centre-ouest de la Cote d’Ivoire, dans la région du Haut Sassandra dont il est le chef-
lieu, le Département de Daloa se trouve a 406 kilométres d’Abidjan. Il est situé dans la zone
forestiére et est traversé par le fleuve Sassandra et ses affluents. Cela a favorisé le développement
de diverses activités agricoles (cultures de café, cacao, palmier a huile, riziculture, etc.) et des
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activités de péche. Le Département de Daloa compte egalement plusieurs villages endémiques de

I’UB dont ceux de Gorodi et Zaibo sélectionnés pour cette étude (Figure 5).

Zaibo (maintenant érigée en Sous/Préfecture) se situe a 20 kilomeétres de Daloa et regroupe les
quartiers Gamina, Bébo Niéssoko et Zaibo. Sa population s’¢léve a 31429 habitants et est constituée
majoritairement d’autochtones Niaboua, d’allochtones Baoulé, Gouro, Sénoufo, Yacouba et Guére
et d’allogénes Burkinabés, Maliens et Guinéens. Le village dispose de 5 pompes hydrauliques dont
2 fonctionnelles, de quelques puits et d’autres points d’eau utilisés par les communautés (Gbouwa,
Tourou, la Lobo, etc.). Les activités socioprofessionnelles comprennent 1’agriculture vivriére et des
cultures de rente telles que le cacao, le café et ’hévéa. Il dispose d’un centre de santé auquel ont

recours les malades de I’UB.

Gorodi se situe a 56 kilometres de Daloa avec une végétation de forét. Il regroupe les
quartiers de Zagbeuzon, Dagoreuzon, Ponangbeu et Gorodi et dispose de deux pompes hydrauliques
utilisées par la population lorsqu’elles sont fonctionnelles. Son réseau hydrographique assez
développé, du fait de la présence du fleuve Sassandra, comprend des rivieres et marigots entourant
le village (Nidrou 1 et 2, Godo, etc.). La population estimée a 3575 habitants se compose
d’autochtones Niaboua, d’allochtones Bété, Yacouba et Sénoufo, d’allogénes Burkinabés et
Guinéens. Les activités agricoles sont constituées de culture de riz, manioc, banane, café, cacao, etc.

La péche y est également pratiquée.
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Figure 4 : Localisation des sites d’étude présentant le nombre de cas d’ulcére de Buruli ces

quatre derniéres années
Source: (Dassi et al, 2015)

Gauche : Centre-ouest, Département de Daloa avec les localités de Gorodi, Zaibo ;

Droite : Sud-est, Département de Tiassalé (Taabo) avec les localités de Sokrogbo, Léléblé et Ahondo.
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2.2.4.2. La zone de Taabo

Située au Sud-est de la Cote d’Ivoire et appartenant au département de Tiassalé, la ville de
Taabo, maintenant érigée en préfecture, se trouve a 160 kilométres d’Abidjan dans le département
de Tiassalé. Elle est traversée par le fleuve Bandama et a connu plusieurs modifications
environnementales notamment, la construction de barrage hydroélectrique (barrage de Taabo),
I’urbanisation du fait des déplacements des populations, 1’installation d’activités agricoles et autres
activités socio-économiques, etc. La préfecture de Taabo couvre plusieurs villages parmi lesquels
les villages de Sokrogbo, Léléblé et Ahondo retenus pour cette étude, en raison de leur situation

épidémiologique connue de I’UB (Figure 6).

Sokrogbo est une commune rurale située & 45 kilométres de Taabo. On y retrouve une
végétation de forét et de savane. Elle dispose d’un chéiteau d’eau et d’un réseau hydrographique
comprenant, en plus du fleuve Bandama distant de 3 kilometres, d’autres points d’eau (Barrage 1 et
2, Woudigné, etc.). Ceci favorise leur utilisation pour les activités domestiques, agricoles et de
loisirs. La population dans cette commune est estimée & 2237 habitants et comprend les autochtones
qui sont les Dida et les Baoulé Ahua. La communauté allochtone est composée de Baoulé, Agni,
Attié, Sénoufo et Wobé et celle allogéne de Burkinabés, Maliens et Ghanéens. Diverses activités y
sont pratiquées notamment 1’agriculture (café, cacao, hévéa, teck, palmier a huile), la péche,
I’¢levage. Elle dispose d’un centre de santé qui enregistre de nombreux cas d’UB.

Léleblé est un village situé a 25 kilometres de Taabo et se compose en majorité d’un relief de
forét. Situé en amont du fleuve Bandama dont il est distant de 3 kilometres, on y trouve un chateau
d’eau et d’autres points d’eau a savoir des rivieres et marigots (Barrage, Lahobloua, N’Ziba, Do,
etc.) auxquelles les populations ont recours pour leurs différentes activités. Sa population de 5585
habitants est composée d’autochtones Swamlin, d’allochtones Baoulé, Sénoufo, Dida, Wobé et
d’allogénes Maliens, Burkinabé, Guinéens. Diverses activités agricoles y sont pratiquées (cultures
de cacao, Tec, palmier a huile, hévéa). Le centre de santé rural dont il dispose accueille également
des malades de I’'UB.
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Ahondo est un village localisé sur la rive droite du fleuve Bandama a 12 kilometres de Taabo,
en zone de forét et de savane. Il dispose d’une pompe hydraulique et de quelques installations de la
société de distribution d’eau en Cote d’Ivoire (SODECI) qui sont des sources d’eau potable. La
majorité de la population a toutefois recours au fleuve Bandama, situé a 3 kilomeétres du village, et
d’autres points d’eau (Djapipo Barrage, etc.) pour les activités domestiques et socio-économiques.
La population estimée a 2288 habitants se compose d’autochtones Swamlin, d’allochtones Baoulé,
Attié, Yacouba, Sénoufo, Agni et d’allogénes Maliens, Guinéens, Burkinabés. L’activité de péche
est I’une des principales activités mais les cultures de café, cacao, hévéa, banane, aubergine, etc. y

sont également pratiquées. Ahondo est doté d’un centre de santé qui prend en charge les cas d’UB

2.2.5. Questionnaire pour la détermination des points d’eau a échantillonner

La détermination des points d’eau échantillonnés (Figure 7) s’est effectuée a partir des
résultats du questionnaire ménage (Annexe 3) administré aux populations dans le cadre du volet
sociologique de 1’étude sur ‘la perception de I’UB et des risques de contamination’. Celui-Ci a porté
sur la transmission de 1I’UB, les modalités de traitement, les informations sur les sources
d’approvisionnement en eau, les activités socio-économiques, etc. Ainsi, un total de 15 points d’eau

les plus utilisés par les populations sont sélectionnés en vue de 1’échantillonnage (Tableau I1).

2.2.6. Collecte des échantillons
Trois types d’échantillons sont collectés a savoir des échantillons cliniques,

environnementaux et animaux.

2.2.6.1. Echantillons cliniques

Pour la collecte des échantillons cliniques, une recherche des cas de personnes présentant des
signes d’UB (nodule, cedéme, ulcére) pris en charge par le centre de santé communautaire est
réalisée. Des prélévements sont réalisés par le personnel soignant de chaque centre de santé
communautaire notamment, des prélévements par aspirations a ’aide d’aiguille fine a partir des
nodules et cedémes, de méme que des écouvillons a partir des ulcérations (Figure 8). Ces différents
prélevements sont transférés dans des tubes Eppendorf stériles de 2 mL hermétiquement fermés.
Tous les échantillons sont conservés a froid dans une glaciere contenant des packs de glace.

L’historique clinique des patients est présenté dans les sections suivantes.
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Figure 7 : Quelques points d’eau échantillonnés et utilisés par les communautés
A:
: Etang Nidrou 1, localité de Gorodi, Département de Daloa

m O O W

Riviere La lobo, localité de Zaibo, Département de Daloa

: Etang Woudigné, localité de Sokrogbo, Département de Tiassalé
: Etang Do, localité de Léléblé, Département de Tiassalé

: Etang Djapipo Barrage, localité d’ Ahondo, Département de Tiassalé
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Tableau Il : Points d’eau échantillonnés en fonction des départements et localités

Département

Localité

Point d’eau

Daloa

Zaibo

Gbouwa
Tourou
La lobo

Gorodi

Godo
Nidrou 1
Nidrou 2

Tiassalé (Taabo)

Léléblé

Barrage
Lahobloua
N'ziba
Do

Sokrogbo

Woudigné
Barrage 1
Barrage 2

Ahondo

Djapipo Barrage
Bandama
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Figure 8 : Prélévements d’échantillons chez les cas d’infection cliniques

A : écouvillonnage d’une ulcération ; B : aspiration a I’aguille fine d’un nodule.
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Un total de 35 échantillons est obtenu auprés de 30 cas d’infection cliniques au sein des
différentes localités notamment 33 écouvillons et 2 aspirations a ’aiguille fine (Tableau I11).

Le département de Tiassalé (Taabo) représente la zone d’étude pour laquelle la majorité des
prélevements (28/35) ont été réalisés, avec les communautés d’Ahondo et Sokrogbo enregistrant 13

et 10 échantillons cliniques respectivement, contre 7 dans le département de Daloa.

2.2.6.2. Echantillons environnementaux

Concernant I'échantillonnage au niveau de 1’environnement, la taille de I’échantillon a été
définie a partir de la méthode de Williamson et collaborateurs (Williamson et al., 2008) avec
cependant de légeres modifications. En effet, selon cette méthode, le nombre d’échantillon d’un
élément dans un quadrant de 1 m? est n = 3 ; pour chaque point d'eau la collecte des échantillons est
¢galement réalisée suivant les procédures décrites par le méme auteur. Ainsi, a chaque point d’eau,
quatre matrices (biofilms de plantes aquatiques, filtrats d’eau, détritus de plantes, sols) sont
recueillies. Les filtrats d’eau sont collectés en double exemplaire, les détritus de plantes et les sols
en triple exemplaire et les biofilms de plantes en cing exemplaires, couvrant I’ensemble des plantes
aquatiques dominantes.

Pour les biofilms (Figure 9), les tiges et les feuilles des plantes aquatiques dominantes sont
coupées a 1’aide d’une paire de ciseaux et mises dans un sac plastique Ziploc contenant 100 mL
d'eau distillée stérile. Le sac est hermétiquement fermé et les biofilms sont délogés en secouant
vigoureusement le sac a plusieurs reprises. Cinquante millilitres (50 mL) du mélange obtenu sont
ensuite verses dans un tube Falcon de 50 mL.

Pour les filtrats d’eau (Figure 9), un bécher stérile est utilisé pour recueillir environ 2 L d’eau
a la surface du point d’eau sur une superficie de 1 m® Cinquante millilitres (50 mL) de cette eau
sont versés dans une seringue de 50 mL munie d'un filtre en fibre de polyéthyléne de 0,45 pum
(Whatman Inc), tapissé d'un autre filtre de nitrocellulose de 0,45 pum (Whatman Inc). L'eau
contenue dans la seringue est ensuite pompée au maximum a travers le filtre de nitrocellulose et
celui-ci est retiré et complétement recouvert dans de 1’aluminium.

Pour les détritus des plantes, des feuilles et tiges mortes de plantes ainsi que des brins
d’herbes provenant du point d’eau sont coupés en morceau d’environ 5 cm a 1’aide d’une paire de
ciseaux. Ces morceaux sont par la suite transférés dans un tube Falcon de 15 mL contenant 13 mL

d'éthanol absolu.
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Tableau 111 : Répartition des échantillons cliniques collectés au sein des communautés

Type de prélévement

Département Localité Cas cliniques —
Ecouvillon /’As_plr_atlor_} a Total

I’aiguille fine

Zaibo 3 3 0 3
Daloa

Gorodi 4 3 1 4
Léléblé 4 5 0 5
Tiassalé (Taabo) | Sokrogbo 3 10 0 10
Ahondo 10 12 1 13
Total 30 33 2 35
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Figure 9 : Exemples de matrices environnementales collectées
A : filtrat d’eau sur filtre de nitrocellulose ; B : recueillement de biofilms de plantes; C: sols

préservés dans de I’éthanol absolu ; D : détritus de plantes préservés dans de 1’alcool absolu.
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Pour le sol, une lame de scalpel stérile (Carbon stell sterile surgical blades, Swann-Morton®)
est utilisée afin de collecter environ 5 g de sol a raison d’un échantillon en bordure d'eau et deux
échantillons a la zone riveraine de 5 m de distance. Les échantillons de sol sont conservés dans un

tube Falcon de 15 mL contenant 10 mL d'éthanol absolu.

Toutes les matrices sont bien identifiées et conservées dans une glaciére contenant des packs
de glace. Les échantillons sont ensuite transportés au laboratoire et conservés a 4 °C jusqu'a
l'extraction de I’ADN total.

Entre chaque site de prélévement, tout le matériel d’échantillonnage est lavé et décontaminé
avec de I’eau de Javel a 10 % puis désinfecté avec de I’éthanol a 70 % ainsi qu’une solution

¢liminant toute trace d’ADN (DNA Away, Molecular BioProducts).

Au sein des différentes matrices environnementales prélevées a partir des points d’eau
couramment utilisés par les populations, 195 échantillons sont obtenus a partir des 15 points d’eau a

raison de 13 échantillons par point d’eau (Tableau 1V).

2.2.6.3. Echantillons animaux

Avec D’expertise d’un écologiste des petits mammiféres, les rongeurs sont piégés
simultanément dans deux différents types d'habitats dans chaque localité a savoir, les points d'eau
habituellement utilisés par les communautés et les habitations (Figure 10). Dans les deux types
d'habitats, des techniques standardisées de piégeage direct sont utilisées pour capturer les animaux
(Rodgers et al., 2008). Des pieges classiques Sherman (7,6 x 7,6 x 25,4 cm) sont mis en place au
cours de deux nuits consécutives dans chaque type d'habitat. Un total de 100 pieges est installé par
localité et par nuit de capture. Les pieges sont appatés avec de la poudre de poisson mélangée a de

la pate d'arachide puis visités tot le matin.
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Tableau IV : Matrices environnementales collectées par point d’eau

Département Localit¢ | Points d'eau Biofilms | Filtrats | Détritus | Sols | Total
Gbouwa 5 2 3 3 13
Zaibo Tourou 5 2 3 3 13
La lobo 5 2 3 3 13
Daloa Godo 5 > 3 3 | 13
Gorodi Nidrou 1 5 2 3 3 13
Nidrou 2 5 2 3 3 13
Barrage 5 2 3 3 13
Léléblé Lahﬁ?loua 5 2 3 3 13
N'ziba 5 2 3 3 13
. . Do 5 2 3 3 13
(TT'zzsg(')‘; Woudigné 5 2 3 3 | 13
Sokrogbo Barrage 1 5 2 3 3 13
Barrage 2 5 2 3 3 13
Djapipo Barrage 5 2 3 3 13
Anondo Bandama 5 2 3 3 13
Total 75 30 45 45 195
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Figure 10 : Installation de pieges Sherman au sein des localités pour la capture des rongeurs
A : piege poseé dans une habitation ; B : piége posé preés d’un point d’eau ; C: spécimen de rongeur
capturé présentant une lésion suspecte.
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Apres deux nuits successives de piégeage au sein de chaque localité, un total de 111 animaux

sont capturés, soit un rendement de 11,5 % sur un nombre total de pieges de 969 (Tableau V).

L’enregistrement des pi¢ges contenant des rongeurs est fait suivant leur emplacement dans la
localité. Tous les pi¢ges sont lavés avec de 1’eau de Javel a la fin de chaque campagne de piégeage.
Les animaux capturés sont placés individuellement dans un sac en tissu et examinés dans un ‘petit’
laboratoire de terrain installé a cet effet. Les autopsies sont réalisées apres avoir euthanasié chaque
animal, a I’aide d’un coton imbibé d’éther introduit directement dans le sac pendant 3 & 10 min,
selon la taille de ’animal. Elles consistent a identifier les spécimens apres avoir déterminé leur
sexe, les avoir mesuré et pesés. Apres cela, des lésions externes ressemblant a celles de I’UB

(ulcérations ou nodules) sont recherchées sur la peau des animaux.

Comme réalisé pour les cas d’infection cliniques, en fonction de la nature des lésions
retrouvées, des prélévements par aspiration a I’aide d’aiguille fine, de méme que des écouvillons et
des biopsies sont recueillis et conservés dans des tubes Eppendorf stériles de 2 mL hermétiquement
fermés. Apres dissection, les organes tels que le ceeur, le poumon, la rate, le rein, le foie, I'estomac,
I'intestin gréle et le caecum sont prélevés. Il en va de méme pour des prélevements anaux. Les
échantillons collectés sont étiquetés et conservés individuellement a - 20 °C jusqu’a I’extraction de
I’ADN total. Les carcasses des animaux sont conservées dans un récipient contenant de I'éthanol

absolu pour d’éventuelles analyses.
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Tableau V : Densité des petits mammiféres captures au sein des localités

Effort de piégeage

Département Localite Succes | Rendement (%)
Nuit1l | Nuit2 | Total
Zaibo 100 99 199 11 5,5
Daloa

Gorodi 100 90 190 34 17,9

Léléble 100 90 190 31 16,3

Tiassalé (Taabo) | Sokrogho 100 100 200 14 7

Ahondo 95 95 190 21 11,1

Total 495 474 969 111 11,5
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2.2.7. Preparation des échantillons et analyse de laboratoire

2.2.7.1. Préparation des échantillons
Tous les échantillons sont traités au préalable avant leur analyse au laboratoire de biologie

moléculaire du Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d’Ivoire (CSRS).

Biofilms des plantes aquatiques

Les suspensions de biofilms initialement obtenues sont concentrées sur la base d'un protocole
optimisé développé au laboratoire. Cinquante millilitres de suspension de biofilms contenus dans
chaque tube sont homogeneéisés brievement a I’aide d’un vortex (FB 15012 TopMix, Fischer
Scientific) et répartis dans 3 tubes Falcon de 15 mL puis centrifugés a 4 x 1000 g pendant 20 min a
I’aide d’une centrifugeuse (Labofuge 200, Heraeus SEPATECH). Environ 6 mL de surnageant sont
retirés délicatement, puis le reste de la suspension centrifugé a 4 x 1000 g pendant 20 min a
température ambiante. A nouveau, 4 mL de surnageant sont retirés comme précédemment et le reste
de la suspension de nouveau centrifugé a 4 x 1000 g pendant 20 min a température ambiante.

Apres cette derniére centrifugation, 2 mL de surnageant sont retirés. Les culots restants de 3
mL chacun, obtenus pour chaque tube Falcon de 15 mL, sont alors regroupés dans un méme tube et
la suspension concentrée de biofilms est conservée a 4 °C. Pour I’extraction de I’ADN, 1000 uL de
la suspension concentrée de biofilms, transférés dans un tube Eppendorf stérile de 1,5 mL, sont
centrifugés a 13300 g pendant 10 min a I’aide d’une centrifugeuse (AccuSpin Micro 17 R, Fisher
Scientific). Aprés avoir retiré 700 uL de surnageant, 300 uL du culot restant sont utilisés pour
I'extraction de I’ADN.

Filtrats d’eau

Les filtres de nitrocellulose contenant chacun un filtrat d’eau sont retirés des papiers
aluminium les recouvrant, puis découpés en morceaux a l’aide d’une paire de ciseaux. Les
morceaux obtenus sont alors transférés dans un tube Eppendorf stérile de 1,5 mL pour I'extraction
de I’ADN.

Détritus de plantes

Un morceau d’environ 700 mg de chaque détritus, coupé a 1’aide d’une paire de ciseaux, est
transféré dans un tube Eppendorf stérile de 1,5 mL auquel 400 uL d'éthanol absolu sont ajoutes. Le
tube est centrifugé a 13300 g pendant 5 min puis 300 pL d'éthanol sont retirés et le morceau de

détritus est utilisé pour I'extraction de I’ADN.
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Sols

Chacun des échantillons de sol, conservé dans de ’éthanol absolu dans un tube Falcon de 15
mL, est vigoureusement secoué puis 500 uL du mélange sont transférés dans un tube Eppendorf
stérile de 1,5 mL. Le tube est ensuite centrifugé a 13300 g pendant 5 min et tout le surnageant retiré

et rejeté. Le culot de sol obtenu est utilisé pour I'extraction de 'ADN.

Ecouvillons, aspirations a I’aiguille fine, biopsies

Pour chaque suspension obtenue par 1’aspiration a 1’aide d’aiguille fine a partir de nodule ou
d’cedéme, 2 mL de tampon PBS 1X sont ajoutés a 300 puL de suspension contenue dans un tube
Eppendorf de 1,5 mL stérile.

Pour les écouvillons d’ulcérations et les biopsies, 2 mL de tampon PBS 1X sont ajoutés au
tube de 2 mL contenant I’écouvillon ou la biopsie. Le tube est secoué vigoureusement a I’aide d’un
vortex pendant 5 min afin de recueillir les cellules bactériennes.

Pour les organes (cas des échantillons animaux), une piece d’organe est découpée a I’aide
d’un scalpel (Carbon stell sterile surgical blades, Swann-Morton®) puis redécoupé en plus petits
morceaux afin de permettre une bonne macération des tissus. Le tout est introduit dans un tube
stérile de 1,5 mL auquel 300 puL de tampon PBS 1X sont ajoutés. Le melange est homogénéisé
vigoureusement a 1’aide d’un vortex.

Pour chaque type d’échantillon, 1 mL de la suspension précédemment obtenue (I’autre moitié
étant conservée a 4 °C pour une utilisation ultérieure) est transféré dans un nouveau tube Eppendorf
stérile de 1,5 mL. La suspension est brievement remuée au vortex puis centrifugée a 13300 g
pendant 5 min. Huit cents microlitres de surnageant sont retirés et 200 uL du culot cellulaire restant
sont utilisés pour I'extraction de I'ADN.

2.2.7.2. Coloration au Ziehl-Neelsen des bacilles acido-alcoolo résistants

La coloration des bacilles acido-alcoolo résistants (BAAR) est réalisée selon la methode
décrite par Yeboah-Manu (Yeboah-Manu et al., 2004) avec de légeres modifications a 1’aide d’un
kit de coloration (Laboratorios Conda, SA pronadisa). Environ deux gouttes de suspension
bactérienne, obtenue apres préparation des échantillons, sont étalées sur une lame porte-objet
(MENZEL-GLAZER 76 x 26 mm, Thermo Scientific) ; la lame est passée lentement sur une
flamme jusqu'a la fixation du frottis. Elle est ensuite inondée de fuchsine phéniquée (Laboratorios
Conda, SA pronadisa) et laissée pendant 5 min avant d’étre rincée avec de l'eau distillée et
décolorée avec un mélange d'alcool et d’acide chlorhydrique (3 %) (Laboratorios Conda, SA
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pronadisa). La préparation est alors inondée de bleu de methylene (Laboratorios Conda, SA
pronadisa) pendant 2 min puis rincée completement avec de I’cau distillée et séchée a I'air ambiant.

Cette préparation obtenue est observée en immersion dans I’huile au microscope optique
(LEICA DM 500, Leica) au grossissement x100. Une photographie est prise en cas d’observation de
BARR.

2.2.7.3. Extraction de ’ADN

Pour chaque extraction, des contrbles négatifs (eau distillée stérile) et positifs (souche positive
de M. ulcerans 1615) sont utilisés.

L’extraction de I'ADN & partir des échantillons cliniques est realisée en utilisant le kit
d’extraction QIAGEN Dneasy blood and tissue Kit et en suivant le protocole du fabricant. En effet,
500 uL de la suspension obtenue aprés préparation des échantillons sont transférés dans un tube
Eppendorf stérile de 1,5 mL. Apres centrifugation a 13300 g pendant 10 min, 300 pL du surnageant
sont retirés. Cent quatre-vingt microlitres (180 uL) de tampon ATL et 20 uL de protéinase K sont
alors ajoutés au culot de cellules bactériennes restant. Le mélange est brievement remué au vortex et
incubé a 56 °C pendant 3 h ; il est également remué au vortex par intervalle d’une heure.

Apres incubation, 200 uL. de tampon AL sont ajoutés, puis le mélange briévement remué au
vortex est incubé a 70 °C pendant 30 min. Apres cela, 250 pL d'éthanol absolu sont ajoutés et le
mélange est de nouveau remué au vortex puis transféré sur une colonne filtrante (QIAGEN DNeasy
spin column).

Apres centrifugation a 8000 g pendant 1 min, le liquide écoulé dans le tube porte colonne est
rejeté. L’ADN fixé a la colonne est alors lavé par ajout de 500 puL de tampon AW1, suivi d’une
centrifugation a 8000 g pendant 1 min. Le liquide écoulé est rejeté et 1’étape de lavage est répétée
par ajout de 500 pL de tampon AW?2, puis la colonne est de nouveau centrifugée a 13300 g pendant
3 min pour éliminer le reste du tampon AW2. La colonne est transférée dans un nouveau tube stérile
de 1,5 mL et 150 uL de tampon AE sont déposés sur la colonne.

Apres une incubation pendant 2 min a température ambiante suivie d’une centrifugation a
8000 g pendant 1 min, I’ADN est enfin élué. La solution d'ADN génomique ainsi obtenue est

conserveée a - 20 °C jusqu'a utilisation ultérieure pour I’amplification.

L’extraction de I’ADN a partir des échantillons environnements et animaux est réalisee selon
le protocole décrit par Williamson (Williamson et al., 2008) avec de légéres modifications.
A chaque échantillon préalablement préparé et contenu dans un tube stérile de 1,5 mL, 450 uL

de tampon de lyse sont ajoutés. Environ 1 g de billes de verre (Disruption Beads, Glass, 0,1 mm for
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bacteria, Research Products International Corp, rpl) est ajouté et le mélange est vigoureusement
homogénéisé a I’aide d’un vortex pendant 10 min afin de casser les cellules bactériennes. Une
incubation & 65 °C dans un bain sec chauffant pendant 20 min est réalisée, suivie d’une
centrifugation a 5600 g pendant 2 min. Quatre cents microlitres (400 uL) du surnageant obtenu sont
transférés dans un nouveau tube Eppendorf stérile de 1,5 mL.

Apres cela, 150 uL de tampon de neutralisation sont ajoutés et le mélange est incubé a - 20 °C
toute une nuit. Apres incubation, une nouvelle centrifugation a 5600 g pendant 30 min est effectuée
et 400 uL du surnageant sont transférés dans un nouveau tube stérile de 1,5 mL auxquels 600 pL de
tampon de fixation sont ajoutés. Le mélange est brievement remué au vortex puis 700 uL sont
transférés sur une colonne filtrante (MOBIO spin column or Zymo-Spin" column), adaptée un tube
stérile de 1,5 mL. Le tout est centrifugé a 5600 g pendant 2 min. Le liquide écoulé est rejeté et
I’ADN contenu dans la colonne est lavé en ajoutant 500 uL de tampon de lavage 1.

Aprés centrifugation a 5600 g pendant 2 min, le liquide écoulé est rejeté et 1’étape de lavage
est répétée avec 500 uL de tampon de lavage 2. Une centrifugation a 5600 g pendant 5 min est a
nouveau effectuée pour éliminer le reste du tampon de lavage 2. La colonne filtrante est transférée
dans un nouveau tube stérile de 1,5 mL et 150 uL de tampon d'élution y sont ajoutes.

Aprés une incubation pendant 5 min a température ambiante suivie d’une centrifugation a
5600 g pendant 2 min, I’ADN est enfin élué. La solution d’ADN génomique obtenue est conservée a

- 20 °C jusqu'a utilisation ultérieure pour I’amplification.

2.2.7.4. Amplification des génes d’intérét par réaction de polymérisation en chaine

Pour chaque amplification, des témoins négatifs (eau stérile) et positifs (souche positive de
MNT notamment M. ulcerans 1615, M. marinum DL 240490, M. marinum BB) sont inclus. Des
contréles specifiques de I’inhibition de I’amplification, due a la présence d’enzymes, observée pour
les échantillons environnementaux sont également utilisés. Ils se composent d’'un mélange de
contr6le positif et d’un échantillon environnemental.

De plus, pour toutes les amplifications avec les échantillons environnementaux, une solution
de BSA (Thermo Scientific) est ajoutée afin de réduire cette inhibition. Un thermocycleur
programmable (A200 Gradient Thermal cycler, LongGene®) paramétré avec les différents
programmes d’amplification (Tableau VI) selon le géne d’intérét est utilisé pour chaque réaction

d’amplification.
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Tableau VI : Programmes d’amplification des génes d’intérét

Dénaturation . . — . .
. initiale Nombre Dénaturation Hybridation Elongation Extension finale
>enes de
d'interét T° { Temps | cycles T® Temps T® Temps T® Temps T° Temps
(°C){ (min) (°C) | (sec/min) | (°C) | (sec/min) | (°C) | (sec/min) | (°C) | (sec/min)
16SrRNA | 95 3 35 95 *45 56 *45 72 *45 72 10
152404 1 g5 1 40 94 %30 66 w45 | 72 1 72 10
(réaction 1)
152404 1 g5 | 35 94 «0 | 67,7 | *45 | 72| 45 | 72 10
(réaction 2)
ER 95 2 40 94 1 62,5 1 72 1 72 10
Locus 6
Locus 19 95 2 40 94 1 58,5 1 72 1 72 10
MIRU1
ST1 95 2 40 94 1 63,1 1 72 1 72 10

T° : température ; min : minutes ; sec : secondes ; * temps en secondes
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Détection de la sequence d’insertion 1S2404

L'amplification de la séquence d’insertion 1S2404 est réalisée par PCR nichée (nested PCR),
adaptée du protocole de Ablordey (Ablordey et al., 2012).

La premiére réaction est effectuée pour chaque échantillon d’ADN testé, dans un tube PCR
stérile de 0,2 mL (ABgene) contenant un mélange réactionnel de 25 uL. comprenant du tampon PCR
1X (Thermo Scientific), 2 mM de MgCI, contenu dans le tampon PCR, 300 uM de chaque
désoxyribonucléotide (Thermo Scientific), 700 nM de chaque amorce pGpl et pGp2 (Ingaba
Biotech), 1U de Taq Polymérase (Thermo Scientific) et 5 uL d’ADN génomique extrait. Les
produits d’amplification sont conserves a 4 °C a la fin de la réaction d’amplification.

Dans la seconde réaction, 1 uL du produit d’amplification obtenue aprés la premiére réaction
est utilisé comme échantillon d’ADN dans un mélange réactionnel de 25 pL. Ce melange contient
les mémes concentrations de réactifs utilisées lors la premiére réaction a 1’exception des amorces
pGp3 et pGp4 utilisées chacune a la concentration de 500 nM. Les produits d’amplification sont

conservés a 4 °C a la fin de la réaction d’amplification.

Amplification des genes 16S rRNA (ARNr 16S) et ER

Les genes 16S rRNA et ER sont amplifiés séparément comme décrit par Williamson
(Williamson et al., 2008), en utilisant les mémes concentrations de réactifs précédemment décrites.

Le mélange réactionnel est préparé dans un volume de 25 pL contenant du tampon PCR 1X
(Thermo Scientific), 2 mM de MgCl, contenu dans le tampon PCR, 400 puM de chaque
désoxyribonucléotide (Thermo Scientific), 160 nM de chaque amorce sens et anti sens (Ingaba
Biotech), 1U de Taq polymérase (Thermo Scientific) et 5 pL d’ADN génomique extrait. Pour les
échantillons environnementaux, 200 ng/uL de BSA sont ajoutés afin de réduire I’inhibition. Les

produits d’amplification sont conservés a 4 °C a la fin de la réaction d’amplification.

Amplification des loci VNTR

L amplification des loci VNTR est adaptée de protocoles déja décrits (Hilty et al., 2006;
Williamson et al., 2012). Quatre loci a savoir locus 6, locus 19, MIRU1 (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units), ST1 (Sequence Type 1) sont amplifiés séparément mais en utilisant
les mémes concentrations décrites ci-dessus pour 1’amplification des génes ER et 16S rRNA. Les

produits d’amplification sont conserves a 4 °C a la fin de la réaction d’amplification.
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2.2.7.5. Electrophorese des produits d’amplification et visualisation sous ultra-violets

Apreés ’amplification, 5 pL de produit d’amplification sont soumis a une électrophorese sur
gel d’agarose (Thermo Scientific) a 1 %, contenant du BET (amReSCO), en présence d’un tampon
de migration (10X TBE Electrophoresis Buffer, Thermo Scientific) a 0,5X. La migration des
produits amplifiés est effectuée pendant 40 min a 85 volts a ’aide d’un générateur (APELEX PS
608). Le gel est ensuite visualisé sous ultra-violets a I’aide d’un transilluminateur (Benchtop 2UV™
Transilluminator UVP).

Pour chaque électrophoreése realisée, un marqueur de taille contenant des fragments d’ADN de
100 pb (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder) est également utilisé. L’image du gel est prise gréce a
une caméra (BioDoc-It™ Imaging System) et la taille des produits d’amplification est confirmée

suivant 1’échelle du marqueur de taille.

2.2.7.6. Analyse des produits VNTR et désignation des profils

Les nombres de séquences nucléotidiques répétées des loci VNTR sont calculés sur la base de
données publiées (Ablordey et al., 2005a; Stragier et al., 2005; Hilty et al., 2006; Hilty et al.,
2007; Lavender et al., 2008; Williamson et al., 2008). Le Tableau VII montre la taille des

produits de PCR et le nombre de répétitions correspondantes pour chaque locus VNTR.

2.2.8. Séquencage

Les produits d’amplification présentant une taille correspondante a celle attendue, sont ré
amplifiés (40 uL) et envoyés pour le séquengage (Macrogen Inc, Pays-Bas). Les amorces sens de
tous les génes sont utilisées pour le séquencage. Les séquences sont alignées en utilisant un
programme d’alignement local de séquences (BLAST, NCBI) (Altschul et al., 1990).
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Tableau VI1 : Taille des produits d’amplification et nombre de répétition associé

Lo VTR | o Telege | il do produit damplfcion (on o1
MIRU 1 53 404 (1) 457 (2) 510(3) 563 (4) 616 (5)
Locus 6 56 454 (1) 510 (2) 566 (3) 622(4) 678 (5)
ST1 54 369 (1) 423(2) 477(3) 531(4) 585 (5)
Locus 19 56 288 (1) 344 (2) 400(3) 456 (4) 512 (5)
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2.2.9. Analyse statistique des données

Pour ce qui est de I’analyse des données, 1’¢laboration de la carte des sites d'étude est réalisee
a I’aide de I’outil Arc GIS. De plus, les données sont entrées sur Microsoft Excel pour 1’élaboration
des graphiques.

Par ailleurs, les analyses statistiques sont effectuées a 1’aide du logiciel STATA version 12.0.
Les différentes distributions des MNT en fonction des matrices, des points d’eau et des localités

sont analysées par le Test de Pearson avec une significativité a 95 %, p-value < 0,05.
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11 - RESULTATS
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Les résultats présentés ci-aprés sont regroupés suivant les objectifs spécifiques énonces
précédemment.

En ce qui concerne la microbiologie, I’identification des mycobactéries par coloration au
Ziehl-Neelsen n’a donné aucune observation spécifique des BARR pour chaque type d’échantillons

testé.

3.1. Distribution de Mycobacterium ulcerans au sein des communautés
La mesure de la distribution de M. ulcerans au sein des populations est réalisée a partir de la
confirmation des cas cliniques d’infection chez les patients rencontrés dans les centres de santé des

communauteés.

3.1.1. Confirmation des cas d’infection cliniques au sein des communautés

Sur les 30 cas d’infection cliniques retenus, une répartition homogene est observée entre les
patients de sexe masculin et féminin a raison de 15 cas masculins (50 %) et 15 cas féminins (50 %).
L age des sujets varie entre 6 et 70 ans avec 9 cas (30 %) de moins de 18 ans. La majorité des
Iésions (94,3 %) sont des ulcérations. Les données cliniques relatives aux cas d’infection sont

reportées ci-apres (Tableau VIII).

Sur I’ensemble des échantillons cliniques testés, la séquence d’insertion 1S2404 est détectée
dans 33 fragments d’ADN représentant 94,3 % des cas. Par ailleurs, I’amplification du géne ER,
codant pour I’enzyme impliquée dans la synthese de la mycolactone, a permis d’identifier

seulement 6 échantillons positifs soit 17,1 % des cas (Figure 11 et Figure 12).
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Tableau V111 : Données cliniques sur les cas d’infection au sein des communautés

Données cas d’infection

Tests moléculaires

Département Localité échgﬁgillelon Age — _
Sexe (ans) Lésion Type d’échantillon 1S2404 ER
sz1 M 27 ulcere écouvillon Pos Neg
Zaibo SZ2 F 65 ulcére écouvillon Neg Neg
SZ3 F 27 ulcere écouvillon Neg Neg
Daloa FG1 M 21 nodule | aspiration aiguille fine Pos Neg
SG2 F 29 ulcere écouvillon Pos Neg
Gorodi SG3 F 70 ulcere écouvillon Pos Neg
SG4 F 48 ulcére écouvillon Pos Neg
SL1 M 7 ulcere écouvillon Pos Neg
SL2 M 7 ulcere écouvillon Pos Neg
Léléblé SL3 F 43 ulcere écouvillon Pos Pos
SL4a M 10 ulcere écouvillon Pos Neg
SL4b M 10 ulcere écouvillon Pos Neg
SS1 M 60 ulcere écouvillon Pos Neg
SS2 F 10 ulcére écouvillon Pos Pos
SS3 F 56 ulcére écouvillon Pos Neg
SS4 F 19 ulcere écouvillon Pos Neg
SS5 F 30 ulcere écouvillon Pos Neg
Sokrogbo SS6a M 17 ulcere écouvillon Pos Neg
SS6b M 17 ulcére écouvillon Pos Neg
SS7 F 20 ulcere écouvillon Pos Neg
Tiassalé SS8 F 30 ulcere écouvillon Pos Neg
(Taabo) SS9 M 36 ulcére écouvillon Pos Neg
SAl M 12 ulcére écouvillon Pos Pos
SA2 M 50 ulcere écouvillon Pos Neg
SA3a M 25 ulcere écouvillon Pos Neg
SA3b M 25 ulcere écouvillon Pos Neg
FA4 M 49 nodule : aspiration aiguille fine Pos Neg
SA6 F 13 ulcere écouvillon Pos Neg
Ahondo SAT7 F 18 ulcére écouvillon Pos Neg
SA8 M 44 ulcere écouvillon Pos Neg
SA9 F 6 ulcére écouvillon Pos Pos
SA10 M 12 ulcére écouvillon Pos Pos
SAll M 10 ulcére écouvillon Pos Pos
SAl2a M 44 ulcere écouvillon Pos Neg
SA12b M 44 ulcere écouvillon Pos Neg

M : masculin, F : féminin, Pos : échantillon testé positif, Neg : échantillon testé négatif
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Figure 11: Séquence d’insertion 1S2404 et géne ER dans les fragments d’ADN des

¢chantillons prélevés des cas d’infection cliniques
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Figure 12 : Amplification des génes d’intérét des fragments d’ADN des échantillons des cas
d’infection cliniques

A :amplification 1S2404 ; B : amplification ER.

M : marqueur de poids moléculaire de 1 Kb (100 pb pour chaque intervalle) ; lignes 13, 15, 28, 30,42,
44,45 (A) / 16, 33 (B) : Ctl+, controle positif (souche positive de M. ulcerans) ; lignes 14, 29, 43 (A)
/ 17, 34 (B): Ctl-, contrdle négatif (eau stérile) ; lignes 1-41: échantillons cliniques testés.
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3.1.2. Discrimination des isolats de Mycobacterium ulcerans identifiés et génotypage

La discrimination des échantillons par typage des loci VNTR a révélé la taille des produits
d’amplification (Figure 13). Chaque taille de produit d’amplification obtenu correspond a un
nombre de copies défini.

Ainsi, le profil alléligue VNTR est établi selon le nombre de copies obtenues respectivement
pour MIRUL, locus 6, ST1 et locus 19. L’amplification des loci VNTR a permis d’obtenir un profil
allélique pour sept des échantillons testés ; ceux-ci étant issus des trois localités du département de
Tiassalé (Taabo) (Tableau IX).

Cing génotypes sont établis suivant les profils observés pour les loci testés. L’absence

3 b

d’amplification étant indiquée par le symbole ‘ > au niveau du profil désigné. Les 2 principaux
génotypes sont Q (3, 1, 2, 2) et R (4, _, 2 ,2) résultant de I’amplification d’au moins 3 loci. Les
génotypes S (1, 1, , ), T (9,1, , )et U (, 1 _, 4) sont établis suivant I’amplification de
seulement deux loci.

Un monomorphisme est observé pour le locus 6 et ST1 avec les méme nombres de répétitions
de 1 et 2 respectivement suivant les échantillons pour lesquels ils sont amplifiés (locus 6 : SL2, SS1
SA2, SA9 et SA10; ST1: SL3, SS2 et SA10). Par contre, un polymorphisme est observé pour les
deux autres loci qui présentent des nombres de répétitions différents de 1, 3, 4 et 9 pour MIRUL ; 2
et 4 pour le locus 19.

Suivant les génotypes établis pour cette étude, le génotype Q est commun aux communautés
de Léléblé et Ahondo. Dans le département de Tiassalé, au sein de chaque localité, deux génotypes
différents sont retrouvés a savoir les génotypes Q et S pour Léléblé ; T et R pour Sokrogbo ; Q et U

pour Ahondo.

Au regard de I’ensemble des profils moléculaires obtenus, une diversité génétique caractérise
les isolats issus des échantillons cliniques au sein des localités du département de Tiassalé (Taabo)
(Tableau IX).

Cependant, au niveau des deux localités du département de Daloa (Zaibo et Gorodi), aucun
génotype n’est établi. En effet, en I’absence d’amplification de tous les loci VNTR utilisés pour les

¢chantillons testés issus de ces localités, 1’obtention de profils VNTR complets n’a pu se faire.
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Figure 13 : Amplification des loci VNTR des fragments d’ADN des échantillons prélevés des
cas confirmés

A : amplification de MIRUL; B: amplification de locus 6; C: amplification de ST1; D:
amplification de locus 19.

M: marqueur de poids moléculaire de 1 Kb (100 pb pour chaque intervalle) ; lignes 27, 34 : Ctl+,
contréle positif (souche positive de M. Marinum) ; lignes 28, 29 : Ctl-, contrdle négatif (eau stérile) ;
lignes 1-26 (A/C/D) et 1-33 (B) : échantillons cliniques testés.
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Tableau IX : Profil VNTR et génotypes des isolats issus des cas d’infection cliniques

Département Tiassalé (Taabo)

Tests moléculaires

Détection géne

Profil loci VNTR

— - - Génot

Localité Code échantillon | 1S2404 | ER MIRU1 |Locus6 |ST1 |Locus19 enotype

SL2 Pos Neg |1 1 0 0 S__
Leleble SL3 Pos Pos 3 0 2 2 Q_

SS1 Pos Neg |9 1 0 0 T _
Sokrogbo ss2 Pos pos |4 0 , , .

SA2 Pos Neg |0 1 0 4 u_ _
Ahondo SA9 Pos Pos 3 1 0 0 Q_

SA10 Pos Q

Pos 3 1 2 2

Pos : échantillon testé positif ; Neg : échantillon testé négatif ; 0 : locus non amplifié ; Q _, R _: génotype

avec un locus non amplifié ; S _

o T

écouvillon LéIéblé ; SS : écouvillon Sokrogbo ; SA : écouvillon Ahondo.

U _ ,Q _ _: génotype avec deux loci non amplifiés ; SL :
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3.2. Environnements comme potentiels réservoirs de mycobactéries non tuberculeuses
L’identification des environnements contaminés par les mycobactéries non tuberculeuses
(MNT) notamment M. ulcerans, ainsi que les potentiels réservoirs avec lesquels les communautés

sont en contact, est réalisée a partir des échantillons environnementaux et animaux collectés.

3.2.1. Identification des environnements aquatiques contaminés

3.2.1.1. Distribution des mycobactéries non tuberculeuses au sein des environnements
aquatiques des localités

La présence de ces mycobactéries au niveau des points d’eau est mise en évidence par
I’amplification du géne 16S rRNA et la détection de la séquence d’insertion 1S2404 (Figure 14).

Sur les 15 points d’eau échantillonnés, seul le point d’eau Djapipo Barrage se trouvant dans la
localité d’ Ahondo (Département de Tiassalé) n’est pas contaminé par les mycobactéries. Pour les 14
autres points d’eau, la présence des MNT est détectée a travers les différentes matrices. Le point
d’eau Tourou dans la localité de Zaibo (Département de Daloa) présente le plus grand nombre
d’échantillons contaminés par ces mycobactéries avec une positivité pour I’ensemble des matrices
testées (Figure 14). Au total, 103/195 échantillons sont positifs apres I’amplification du géne 16S
rRNA soit 52,8 % de taux de positivité.

La détection de la séquence 1S2404 sur ce lot d’échantillons positifs (103) a permis
d’identifier 17 matrices contaminées par les MNT et arborant cette séquence d’insertion soit un taux
de positivité de 8,7 % sur I’ensemble des 195 échantillons. Le point d’eau Gbouwa dans la localité
de Zaibo (Département de Daloa) présente le plus grand nombre de matrices contaminées (4/17) a
savoir 1 biofilm de plantes, 2 filtrats d’eau et 1 détritus de plantes. Par contre pour les points d’eau
Nidrou 1 (Gorodi), Do (LéIéblé), Barrage 1 et 2 (Sokrogbo), aucune MNT n’est détectée apres
amplification de la séquence d’insertion 1S2404 (Figure 14).

Par ailleurs, concernant les matrices environnementales analysées, de maniere genérale, les

filtrats d’eau et les biofilms de plantes aquatiques sont celles renfermant le plus grand nombre de

mycobactéries plus particulierement les MNT (positivité 1S2404 observée) (Figure 15).

69



7.0 6.7
6.0 5.6 5.6
5.1 5.1 B Positivité 165 rRNA
0146
B Positiwité [82404
= -
§ 40 3.6 3.6
=
E
H
2 30
@ ’ 2.8 2.8 2.6
=
E 1 2.1 2.1
S 20
] 0 0 1.0 0
1.0
5 5 ] 5 5
0.a 0.0 A 0 0.0 0.0
DD T T T T T T T T T -‘-I 1
L P LI X o R R & . @(a P ok oL o
o o AP R A AR W @F o W
& A SN BT AT o e e 9 o
| || I | Il ”v";ﬁ |
Zaiho Gorodi Lélehlé Sokrogho Ahonda

! Il I
Daloa Tiassalé (Taabo)

Points d'ean par localités
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L’amplification du gene 16S rRNA a permis d’évaluer le taux de positivité au sein de chaque
type de matrices. Il est respectivement de 50,7 %, 66,7 %, 55,6 % et 44,4 % pour les biofilms, les
filtrats d’cau, les détritus et les sols. Aprés détection de la séquence 1S2404, le taux de positivite
selon le type de matrices est respectivement de 9,3 %, 16,7 %, 8,9 % et 2,2 % pour les biofilms, les
filtrats, les détritus et les sols (Tableau X).

Aprés comparaison de ces taux de positivité observés entre eux, on note qu’aucun type de
matrices utilisées ne montre une sensibilité spécifique quant a la contamination par les MNT
quelque soit le marqueur amplifié. Test de Pearson P = 3,84 ; p-value = 0,278 et P = 4,81 ; p-value
= 0,187 respectivement pour 16S rRNA et 1S2404 (Tableau X).

Apres amplification du géne 16S rRNA, les localités ayant le plus grand nombre de matrices
contaminées par les mycobactéries (Mycobacterium spp) sont celles de Zaibo avec 33/39
échantillons soit 84,6 %, Léléblé 33/52 soit 63,5 % et Gorodi 22/39 soit 56,4 %.

Le taux de positivité le plus faible est observé pour les localités de Sokrogbo avec 10/39
échantillons soit 25,6 % et Ahondo 5/26 soit 19,2 % (Figure 16).

Avec la détection de la séquence 152404, la localité de Zaibo présente également le plus grand
taux de positivité pour les MNT avec 7/39 échantillons soit 17,9 %. La localité de Sokrogbo avec
2/39 échantillons soit 5,1 % est celle ayant le plus faible taux de positivité (Figure 16).

Dans I’ensemble, les cing localités présentent des distributions différentes. Cependant, le Test
de Pearson a montré que les localités de Sokrogbo et Ahondo d’une part (p-value = 0,54) et de

Gorodi et Léléblé d’autre part (p-value = 0,5), ont un taux de positivité statistiquement égal.

3.2.1.2. Distribution des mycobactéries productrices de mycolactone

L’amplification du gene ER codant pour les mycobactéries productrices de mycolactone
(MPM) n’a permis de détecter aucune mycobactérie au niveau des matrices précédemment
identifiées comme renfermant des MNT. De plus, certains des 4 loci VNTR n’ont pu étre amplifies
a partir des échantillons identifiés positifs pour les MNT. Ceci n’a donc pas rendu possible la
discrimination des isolats de MNT par typage VNTR comme procédé avec les échantillons issus des
cas d’infection cliniques.

Cependant, apres séquencage des matrices testées positives pour les MNT, I’identification
précise des MNT impliquées dans les contaminations des points d’eau au sein des localités a été

réalisée.
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Tableau X : Proportion des échantillons testés positifs en fonction des matrices

environnementales

Matrices N 16S rRNA (%)* 152404 (%)**
Biofilms 75 50,7 9,3
Filtrats 30 66,7 16,7
Détritus 45 55,6 8,9
Sols 45 44,4 2,2

*Test de Pearson Chi2 P = 3,84 ; p-value = 0,278 non significatif
**Test de Pearson Chi2 P = 4,81 ; p-value = 0,187 non significatif
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Figure 16 : Distribution des mycobactéries non tuberculeuses selon les localités
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3.2.2. ldentification des potentiels réservoirs animaux au sein de I’environnement

3.2.2.1. Diversité au sein des petits mammiféres capturés

Une diversité d’especes est observée au sein des petits mammiféres capturés a travers les
localités (Tableau XI). Différentes especes de rongeurs sont identifiées avec une prédominance de
I’espéce Mastomys natalensis qui a représenté la majorité des rongeurs capturés avec 74,8 %
(84/111). Les autres especes sont Crocidura spp. (11,7 %), Rattus spp. (9,0 %), Mus musculoides
(1,8 %), Praomys rostratus (1,8 %) et lophuromys sikapusi (0,9 %).

3.2.2.2. Détection des lésions chez les petits mammiféres

Les données présentées a ce niveau concernent les échantillons prélevés sur les cas de
rongeurs présentant des Iésions suspectes.

Concernant la détection des lésions au niveau des petits mammiferes, 8 cas de rongeurs
présentant des Iésions externes suspectes sont observés, soit 7, 2 %, sur les 111 petits mammiferes
capturés (Tableau XII).

Tous les petits mammiféres observés avec des Iésions sont identifiés comme appartenant a
I’espece Mastomys natalensis (Tableau XII1). Les localisations des lésions sont différentes selon
les animaux a savoir la queue, la patte arriére, la patte avant, ’abdomen, le coté latéral (flanc) ou
I’arriere train. Un nombre identique d’animaux présentant des lésions est observé aussi bien chez
les individus males que femelles, tous étant au stade adulte. Au moins un animal présentant une
Iésion suspecte est retrouve au sein de chaque localité et ces cas de petits mammiféres avec des

Iésions sont tous capturés dans les habitations.
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Tableau XI : Diversité de capture au sein des petits mammiféres captures

Espéces Nombre d’animaux captures | Pourcentage (%)
Mastomys natalensis 83 74,8
Crocidura olivieri 9 8,1
Crocidura poensis 4 3,6
Rattus rattus 9 8,1
Rattus norvegicus. 1 0,9
Mus musculoides 2 1,8
Praomys rostratus 2 1,8
Lophuromys sikapusi 1 0,9
Total 111 100
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Tableau XII : Distribution par localité des petits mammiféres présentant des Iésions externes

suspectes
Département Localite Absence de lésions Présence de lésions
Zaibo 10 1
Daloa
Gorodi 32 2
Léléblé 30 1
Tiassalé (Taabo) Sokrogbo 11 3
Ahondo 20 1
Total 103 8
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Tableau XI11 : Données sur les petits mammiféres présentant des Iésions suspectes

Département | Communauté Lieu de C_ode Espéce Sexe/Stade Locglllsatlon ' Type
capture | animal lésion d'échantillon
Z4ibo Habitation | ZN1 Mastomys natalensis | Femelle | Non spécifiée Biopsie
(Niessoko) Adulte Ecouvillon
Daloa Habitation | GP3a Mastomys natalensis Femelle Queue Biopsie
Gorodi Adulte
(Ponagbeu) Habitation| GP6 Mastomys natalensis Femelle Patte arriére Biopsie
Adulte droite Ecouvillon
Léléblé Habitation | LDj3a | Mastomys natalensis Male Patte arriére Biopsie
(Djandjikro) Adulte gauche Ecouvillon
Sokrogbo | Habitation | ST1 Mastomys natalensis Male Abdomen Biopsie
(Troko) Adulte
Tiassalé Habitation | SK3a | Mastomys natalensis Male Coté latéral Ecouvillon
(Taabo) Sokrogbo Adulte
(Kpala)  [Habitation| SK3b | Mastomys natalensis | Femelle | Patteavant | Aspiration
Adulte gauche aiguille fine
Ahondo Habitation | AAl1-2a | Mastomys natalensis Male Arriére train | Ecouvillon
(Awlobo 1) Adulte
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L’amplification du géne 16S rRNA puis de la séquence d’insertion 1S2404 des échantillons
prélevées au niveau des Iésions suspectes a permis d’identifier les MNT chez 5 petits mammiferes
(Figure 17).

L’analyse des organes associés aux animaux ayant des Iésions positives pour les MNT a
¢galement permis de détecter I’ADN de Mycobacterium spp. pour certains organes. L’amplification
du geéne ER a partir des échantillons de lésions positifs aux MNT n’a révélé aucune positivité
(Tableau XIV).

Aprés séquencage des fragments d’ADN des échantillons de Iésions testés positifs aux MNT
suivi d’un BLAST, une similarité de séquences est observée selon les échantillons pour différentes
bactéries notamment les MNT et M. ulcerans (Tableau XIV). Plus précisément, Corynebacterium
kutscheri MY L-3 est détectée sur 3 petits mammiféres codes GP6, ST1 et AAl-2a avec des lesions
situées respectivement a la patte arriére, a I’abdomen et a I’arriére train. Arthrobacter spp. est
¢galement identifiée sur I’animal codé GP6 montrant la possible infection multiple chez ces petits

mammiféres.

Par ailleurs, 2 Iésions localisées a la patte avant gauche et a la queue, respectivement pour les
petits mammiferes codés SK3b et GP3a (Figure 18) sont identifiées comme infectées par M.
ulcerans (Agy99, Accession N° CP000325.1), GenBank. Ces petits mammiféres ayant une
positivité pour M. ulcerans avec respectivement 94 % et 98 % de similarité de séquences sont
capturés dans les localités de Sokrogbo (Département de Tiassalé - Taabo).et Gorodi (Département
de Daloa).
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Figure 17: Détection des mycobactéries non tuberculeuses aprés amplification du géne

1S2404 a partir des lésions suspectes observées sur les petits mammiferes
M: marqueur de poids moléculaire de 1Kb (100 pb pour chaque intervalle) ; Ctl+: contrble positif

(souche positive de M. ulcerans) ; Ctl-: controle négatif (eau stérile) ; lignes 1-6, 7-9: échantillons des

Iésions testés.
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Tableau XIV: Identification des bactéries présentes au niveau des lésions testées positives

chez les petits mammiféres

Code |Localisation | Positivité Positivité | Positivité 16S rRNA | Souche identifiée pour Iésion
animal | lésion 1S2404 lésion | ER lésion |organes (% similarité de séquence)
SP, KI, LI, LU, STO,
GP3a | Queue Biopsie aucune M. ulcerans Agy99 (98%)
AS, SI, CS, HT
Corynebacterium kutscheri
Biopsie, SP, KI, LI, LU, STO,
GP6 Patte arriere aucune souche MYL-3 (86%)
Ecouvillon AS, HT
Arthrobacter spp. (75%)
SP, KI, LI, LU, STO, | Corynebacterium kutscheri
ST1 Abdomen Biopsie aucune
AS, CS, HT souche MY'L-3 (99%)
Aspiration SP, KI, LI, LU, AS,
SK3b | Patte avant aucune M. ulcerans Agy99 (94%)
aiguille fine HT
LS, SP, KIl, LI, STO, | Corynebacterium kutscheri
AA1-2a | Arriére train | Ecouvillon aucune

AS, CS

souche MYL-3 (98%)

SP :rate ; Kl : rein; LI : foie ; LU : poumon ; STO : estomac ; AS : écouvillon anal ; Sl : petit intestin ; CS : caecum ;

HT : cceur.
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Figure 18 : Lésions suspectes externes observées sur des petits mammiféres capturés au sein
des communautés

A : nodule au niveau de la patte avant ; B : ulcération au niveau de la queue
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3.3. Comparaison des isolats bactériens identifiés et modele de transmission

Les cas d’infections par M. ulcerans sont observés avec les différents tests d’amplification. En
I’absence d’amplification efficiente des loci VNTR notamment au niveau des matrices de
I’environnement, les infections détectées sont confirmées avec le séquencage des fragments d’ADN
amplifiés par PCR. Différentes distributions sont observées pour les cas d’infection au sein des
populations. Il en est de méme pour les environnements aquatiques spécifiques contaminés issus des
localités ainsi que les cas de petits mammiferes capturés présentant des lésions suspectes. A travers

chaque distribution, la présence des MPM est confirmée par 1’analyse des séquences (Tableau XV).

Dans la localité de Zaibo (Département de Daloa), un cas d’infection a M. liflandii 128 FXT
chez I’homme est confirmé. Cette MPM est également détectée pour les points d’eau Gbouwa et
Tourou alors qu’une souche de mycobactérie présentant 96 % de similarité avec la souche M.
ulcerans Agy 99 est identifiée au niveau de la riviére la Lobo.

Dans la localité de Gorodi (Département de Daloa), un cas d’infection humaine a une souche
présentant 92 % de similarité avec la souche M. liflandii 128 FXT est identifié et cette MPM ainsi
que Mycobacterium spp. sont retrouvées dans les points d’eau Godo et Nidrou 2. Dans cette méme
localité, une souche présentant une similarité de 98 % avec la souche M. ulcerans Agy 99 est
impliquée dans un cas d’infection de rongeur. Des pathogénes autres que les MNT présentant
respectivement 86 % et 75 % de similarité avec les souches Corynebacterium kutscheri MYL-3 et

Arthrobacter spp. sont retrouvées dans le second cas d’infection de rongeur.

Dans la localité de Léléblé (Département de Tiassalé), deux cas d’infection humaine a des
souches présentant respectivement 96 % et 99 % de similarité avec la souche M. ulcerans Agy 99
sont confirmés. Une co-infection a une souche présentant 98 % de similarité avec la souche M.
liflandii 128 FXT est également observée pour I’un de ces deux cas. Une souche présentant 99 % de
similarité avec cette méme MPM est identifiée dans les points d’eau N’ziba et Lahobloua de cette
localité.

Dans la localité de Sokrogbo, une souche présentant une forte similarité avec M. ulcerans
Agy99 serait confirmée dans un cas d’infection humaine et animale. Un autre cas d’infection
animale (rongeur) a Corynebacterium kutscheri MY L-3 serait confirmé. Une souche présentant u99
% de similarité avec la souche M. liflandii 128 FXT est identifiée dans le point d’eau Woudigné de
cette localité.
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Dans la localité d’ Ahondo, trois cas probables d’infection humaine a M. ulcerans Agy99 sont
mis en evidence. Toutefois, deux de ces cas représenteraient des co-infection a des souches
similaires aux souches M. marinum et M. pseudoshottsii. Dans cette méme localité, une
contamination du fleuve Bandama avec une souche présentant 96 % de similarité avec la souche M.
liflandii 128 FXT est détectée tandis qu’un cas d’infection animale a Corynebacterium kutscheri
MY L-3 serait identifié.

En outre, en s’appuyant sur le concept ‘One Health’, un mod¢le d’interaction et de
transmission de ces isolats de MNT depuis I’environnement vers I’homme via de potentiels
réservoirs animaux est proposé (Figure 19).

Ce modele prend en compte les trois composantes que sont 1’homme, 1’animal et
I’environnement et suggérait une transmission des mycobactéries dépendant du chevauchement
entre les habitats écologiques de I’homme, de 1’animal (petit mammifere) et des MNT notamment
M. ulcerans.

Ainsi, les activités socio-économiques y représentent le point focal d’interaction et donc
d’infection avec les MNT. Lors de ces activités, les risques d’infection sont identifiés a travers le
contact d’une peau fragilisée avec des matrices environnementales contaminées notamment les
biofilms se formant a la surface des points d’eau ou au niveau des plantes aquatiques. Le risque
d’infection par le contact avec des sources animales comme les rongeurs porteurs d’infection et

proliférant dans 1’environnement proche de I’homme y est également suggéré.
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Tableau XV: Identification des isolats bactériens présents au sein des localités

Homme Environnement Animal
Département | Localité Code | Bactérie identifié¢e | Code | Bactérie identifiée | Code | Bactérie identifiée
Ech | et % de similarité + | Ech et % de similarité + | Ech et % de similarité +
SZ1 | *M.liflandii 128FXT, | ZGD2 | *M. liflandii
97% 128FXT, 89%
ZTF1 | *M. liflandii
Zaibo 128FXT, 89% NA
ZLB5 | *M. ulcerans Agy99,
96%
Daloa SG2 | *M.liflandii 128FXT, | GGB4 | *Mycobacteriumsp. | GP3a | *M. ulcerans Agy99
92% YM-1 DNA, 98%
insertion
. sequence:1S2404
Gorodi 96%
GN2B5 | *M. liflandii GP6 *Corynebacterium
128FXT, 97% kutscheri MYL-3
86%
SL2 | *M. ulcerans Agy99, | LNB1 |*M. liflandii
96% 128FXT, 99%
Léléblé SL3 | **M. ulcerans LLF1 | *M. liflandii NA
Agy99, 99% ; 128FXT, 99%
*M. liflandii
128FXT, 98%
SS2 | M. ulcerans Agy99, |SWD3 | *M. liflandii ST1 Corynebacterium
***%93% et **99% 128FXT, 99% kutscheri MYL-3
Sokrogbo 99%
SK3b | *M. ulceransAgy99,
94%

. ) SA2 | *M. ulcerans Agy99, | ABS2 | *M. liflandii AA1- | Corynebacterium
Tiassalé 96% ;****M. 128FXT, 96% 2a kutscheri MYL-3
(Taabo) Marinum, 99% 98%

SA9 | **M. ulcerans
Agy99, 96%

SA10 | M. ulcerans Agy99,

Ahondo FHR*A*88% et

****93%
*M. pseudoshottsii
L15 insertion
sequence 1S2404-
like, partial sequence
95%

+ : bactérie présentant un pourcentage de similarité avec celles existantes dans la banque de données NCBI ; NA : non amplifié ; *: 1S2404 ; ** :
MIRUL ; ***: Locus 6 ; ****: ST1; *****: | ocus 19 ont représenté le type de gene utilisé pour I’identification de I’isolat bactérien aprés

séguencage.

85



Activité de chasse,
prolifération dans
habitations

P lation i ifé
Population Petits mammiféres

(rongeurs)

Infection
contact
potentiels
réservoirs
animaux

Activité domestique!
eau de boisson, lessive,
vaisselle, baignade

Infection aux MNT:
M. ulcerans
autresMPM

Infection aux MNT:
M. ulcerans
M. liflandii

Infection contac
peau fragilisée
avec matrices

Infection
contact complexes
environnementaux

Prolifération dans
environnemntproche

Activité économique:
culture maraichere,
riziculture, péche

Figure 19 : Modele de transmission basé sur le concept ‘One Health’ a I’interface homme-
animal-environnement
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IV - DISCUSSION
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Les mycobactéries non tuberculeuses (MNT), en particulier les mycobactéries productrices de
mycolactone (MPM), sont d'une grande importance en raison de leur pathogénie dans I'apparition
de graves ulcérations chez les animaux et I'nomme (Fyfe et al., 2010). De ce fait, une meilleure
compréhension de leur épidémiologie et leur écologie, s’avere importante pour le controle de la
propagation des maladies que ces mycobactéries causent, en particulier 1’infection a M. ulcerans
dans le cas de 1’ulcére de Buruli (UB).

En raison des difficultés a obtenir des cultures pures de M. ulcerans a partir de
I'environnement, la plupart des études effectuées ont eu a détecter le matériel génétique de M.
ulcerans au sein de divers environnements aquatiques. D'autres études ont associé cette détection
génomique a la charge de la maladie, suggérant que les points d'eau a faible mobilité étaient des
réservoirs potentiels de M. ulcerans (Marsollier et al., 2004b; Williamson et al., 2008).

Toutefois, en raison de la grande distribution de ces agents pathogénes au sein de
I’environnement comparée a celle des infections focales observées au sein des populations
humaines (Roltgen et al., 2010; Williamson et al., 2012), la tracabilité de la source d’infection
depuis les environnements contaminés devrait débuter par un échantillonnage systématique des
environnements a risque suspectées. La comparaison des isolats issus de ces environnements a risque
avec ceux responsables d'infections chez I’homme est primordiale pour 1’¢lucidation des possibles

voies de transmission.

Cette étude a eté réalisée autour de trois objectifs clés a savoir (1) 1’établissement du profil
moléculaire de M. ulcerans au sein des populations, (2) I’identification des environnements
aquatiques contaminés par les MNT ainsi que les potentiels réservoirs animaux, (3) la comparaison
des différents isolats et/ou fragments d’ADN de MNT identifiées permettant de déterminer les
possibles modes de transmission. Aussi, les données issues de cette étude soutiendraient-elles
I’hypothése selon laquelle la transmission des MNT notamment M. ulcerans dépendrait du
chevauchement des habitats ecologiques de ces pathogénes, de 1’homme et des animaux. Il faut
noter que le chevauchement majeur se produit au niveau des points d’eau environnementaux ou les
populations sont exposées aux risques d’infection aux mycobactéries a travers 1’utilisation de I’eau
pour la boisson, la baignade (Primm et al., 2004).

Pourtant, 1’étude sociologique effectuée dans le cadre du projet global a montré que chaque
localité dispose d’au moins une pompe d’eau potable. Par ailleurs, I’identification des activitées
socio-économiques majeures au sein des communautés (activités agricoles et péche) a montré que
celles-ci les exposent grandement aux points d’eau; ces derniers ayant été identifiés comme

contaminés par les MNT notamment M. ulcerans.
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4.1. Identification des environnements aquatiques contaminés par les mycobactéries non

tuberculeuses

L’abondance des points d’cau au sein de chaque localité a permis de couvrir une superficie de
points de contacts représentative de 1’exposition des populations aux environnements contaminés
par les MNT. En ce qui concerne les échantillons environnementaux, par souci d’avoir un meilleur
rendement de contamination a mycobacteéries, les échantillons ont été prélevés en double (filtrats),
triple (détritus et sols) et quintuple exemplaires (biofilms). Cette méthode de préléevement a permis
d’augmenter la probabilité de retrouver des mycobactéries ou du matériel génétique bactérien au
sein des matrices collectées, et d'assurer une positivité pour I'ADN génomique qui serait
représentatif de 1’ensemble de la surface du point d’eau (Williamson et al., 2008; Williamson et
al., 2012).

Le screening initial réalisé pour identifier les mycobactéries (Mycobacterium spp) apres
amplification du géne ARNr 16S (16S rRNA) sur I’ensemble des échantillons environnementaux
(N= 195) a identifié 103 échantillons positifs soit 52,8 %. Les filtrats d’eau ont représenté les
matrices avec la plus grande positivité (66,7 %) et les sols celles avec la plus petite positivité (44.4
%). Cette positivité plus importante pour les filtrats d’eau contraste avec les travaux de Williamson
(Williamson et al., 2008; Williamson et al., 2012) qui ont rapporté une plus grande positivité au
niveau des biofilms.

De méme, apres amplification de la séquence d’insertion 1S2404, au niveau des positifs ARNr
16S, un résultat similaire est observé avec les filtrats d’eau qui ont présenté le plus fort taux de
positivité (16,7 %) et les sols qui ont été les moins positifs (2,2 %). Les échantillons précédemment
positifs pour ARNr 16S mais testés négatifs pour 1S2404 ne seraient donc des MNT d’intérét ; la
séquence d’insertion 1S2404 ayant été rapportée seulement pour les MNT également productrices
de mycolactone (MPM) (Yip et al., 2007).

Bien qu’aucune amplification du marqueur ER n’ait pu étre positive pour les échantillons
environnementaux testés, la présence relative des MPM y compris M. ulcerans a pu étre vérifiée
apres séquencage des échantillons testés positifs 1S2404, y compris dans les biofilms comme
rapporté par Williamson (Williamson et al., 2012). La positivité observée au niveau des filtrats
d’eau a permis de vérifier la présence de bacilles a l'interface air-eau (Wendt et al., 1980). Certains
biofilms sont recueillis a partir de plantes et herbes aquatiques ce qui suggérerait que le contact de
ces plantes avec des microtraumatismes cutanés ou des plaies ouvertes pourrait faciliter le contact
avec des MNT notamment M. ulcerans a partir des biofilms contaminés (Marsollier et al., 2004b).

De plus, pour Marsollier, les extraits bruts de certaines plantes aquatiques réduiraient de moitié le
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temps de doublement de M. ulcerans favorisant ainsi la formation de biofilms.

Bien que le role exact de la formation de biofilms dans la survie et la prolifération de M.
ulcerans n'ait pas été étudié, les études sur les bactéries ayant des plasmides ont montré que le
transfert de matériel génétique entre les espéces co-existantes ne serait pas rare (Becq et al., 2007;
Doig et al., 2012). Il a été démontré que M. ulcerans aurait évolué de M. marinum par acquisition
du plasmide de 174 kpb (Stinear et al., 2007).

Ainsi, vu que I'évolution au sein des populations de microorganismes serait continue, il serait
possible que les mycobactéries non productrices de mycolactone (non MPM) formant des biofilms
avec d'autres MPM puissent acquérir ce trait de pathogénie (Ranger et al., 2006). Les études dans
ce domaine assez innovateur pourraient aider a mieux comprendre le réle des biofilms dans la
facilitation de la prolifération des MPM et leur diffusion dans les écosystemes aquatiques.

Par ailleurs, la positivité au géne ARNr 16S et/ou a la séquence d’insertion 1S2404 est
observée pour la majorité des points d’eau échantillonnés. En effet, tous les points d'eau sont
positifs pour au moins un des deux tests, a ’exception du point d’eau Djapipo Barrage dans la
localité d’Ahondo (Département de Tiassalé). Cette absence d’amplification des génes d’intérét
pour les échantillons de ce point d’eau pourrait éventuellement étre attribuée a une grande présence
d’inhibiteurs environnementaux (acides humiques, complexes polysaccharides) qui minimiserait
ainsi I’action de la BSA qui devrait réduire cette inhibition.

De maniere générale, la positivité aux deux marqueurs est plus importante pour les points
d’eau Tourou, la Lobo et Gbouwa dans la localité de Zaibo (Département de Daloa). Il faut noter
que les points d’eau qui s’écoulent plus lentement seraient un facteur majeur quant a la présence des
MNT car facilitant la fixation des biofilms sur les biotopes et par conséquent, la survie, la
prolifération et la persistance de ces mycobactéries. Les points d’eau a mobilité plus rapide quant a

eux, faciliteraient mieux leur diffusion tout en délogeant les biofilms de leur lieu d’attachement.

Les donnees présentées ont donc montré la distribution relative des MNT au sein des points
d'eau dans les cing localités endémiques de I’'UB. Méme si I’amplification des loci VNTR n’a pu
étre effectuée pour les échantillons testés positifs aux MNT, I’analyse des séquences positives
ARNTr 16S mais surtout 1S2404 a permis d’identifier les MPM impliquées dans la contamination
des points d’eau notamment M. liflandii et M. ulcerans.

Lors de I’étude sociologique effectuée dans le cadre du projet global, il a été observé que
chaque localité dispose d’au moins une source d’eau potable, mais ces populations ont toujours
recours aux sources d’eau environnementales. Pourtant, 1’identification des activités socio-

économiques majeures au sein des communautés (activités agricoles et péche) a montré que celles-
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ci les exposent grandement aux sources de contamination issues de ces points d’ecau ; ces derniers

ayant été identifiés comme contaminés par les MNT notamment M. ulcerans.

4.2. Etablissement du profil moléculaire de Mycobacterium ulcerans au sein des

populations

Concernant les cas cliniques d’infection rencontrés au sein des populations, la positivité des
fragments d’ADN a la séquence d’insertion 1S2404 est utilisée pour mesurer la distribution des
mycobactéries au sein des communautés (Stinear et al., 1999). Les localités avec le plus grand
nombre d’échantillons collectés et de fragments positifs ont été Ahondo et Sokrogbo dans le
département de Tiassalé. La confirmation des cas d’UB est également complétée avec
I’amplification du géne ER pour lequel seulement 6 échantillons ont montré une positivité avec une
majorité pour la communauté d’Ahondo. Certains de ces positifs étant obtenus aprés ré
amplification du marqueur pour une meilleure détection.

Cela contraste légérement avec les résultats de Williamson et collaborateurs qui ont amplifié
de facon adéquate en une seule réaction la séquence du géne ER (Williamson et al., 2012). Ainsi,
une ré amplification des négatifs ER-PCR permettrait d’amplifier les faibles quantités de fragments
non détectées et écarterait les faux négatifs observés. Le taux de négativité pourrait étre di a une
faible quantité¢ d’ADN de départ

Les échantillons positifs sont par la suite soumis a une discrimination par typage avec les loci
VNTR (MIRUL, locus 6, ST1, locus 19). Le nombre de répétition correspondant pour les tailles des
bandes de chaque locus VNTR est calculé a partir de leurs séquences correspondantes. Le locus 19
et MIRU 1 sont polymorphiques alors que le locus 6 et ST1 sont monomorphiques. L’utilisation des
quatre loci a permis d’augmenter le pouvoir de discrimination du typage VNTR, ce qui a abouti a
I’obtention d’un plus grand nombre de génotypes de M. ulcerans.

Ces résultats obtenus sont différents des données rapportées par (Hilty et al., 2006) ainsi que
(Williamson et al., 2008), qui ont utilisé deux et trois loci, respectivement. Pour cette étude, les loci
19 et MIRU1 sont les principaux déterminants des génotypes établis.

Sur I’ensemble des profils VNTR établis lors de la présente étude, le profil Q (3, 1, 2, 2) est
identifié comme correspondant au profil C (3, 1, 2), I’'un des trois profils A, B et C de M. ulcerans,
circulant en Afrique de 1’Ouest précédemment décrits (Williamson et al., 2008).

En effet, pour chacun des profils (C et Q), trois, une et deux copies sont amplifiées

respectivement avec MIRUL, locus 6 et ST1. Seul le locus 19, pour lequel deux copies sont
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observées dans cette étude, n’a pas été pris en compte dans le profil C décrit par ces auteurs. La
similarité de ces profils VNTR confirme donc la présence de cette souche de M. ulcerans au sein
des localités d’étude notamment dans le Département de Tiassalé (Taabo).

Cette observation est également établie par (Ngazoa-Kakou et al., 2015) qui, aprés typage
VNTR d’échantillons cliniques issus de différentes régions de Cote d’Ivoire, ont identifi¢ le
génotype C de M. ulcerans. Le profil VNTR S (1, 1, -, -) correspondrait au profil A (1, 1, 2) décrit
par Williamson et collaborateurs avec une copie de MIRU1, une copie du locus 6 et deux copies de
ST1 (Williamson et al., 2008). Toutefois, en 1’absence de I’amplification de ST1 au cours de cette
étude, une confirmation reste a établir.

La diversité génétique observée a travers les différents profils moléculaires rejoint également
de précédents travaux qui I’ont démontré dans des régions endémiques de I’UB au Ghana et en Cote
d’Ivoire (Williamson et al., 2008; Narh et al., 2015; Ngazoa-Kakou et al., 2015). Cependant, une
autre étude réalisée en Cote d’Ivoire n’a pu mettre en évidence cette diversité d’isolats de M.
ulcerans (Coulibaly-N'Golo et al., 2011). Cela pourrait s’expliquer par le fait que les loci utilisés
soient différents ; le locus 6 étant le seul en commun avec cette étude. Par ailleurs, les génotypes
établis sont egalement différents des autres génotypes issus d’études ayant utilisé les mémes loci
VNTR.

L’amplification des loci VNTR afin de différencier M. ulcerans des autres MPM reste
d’intérét car pour bon nombre d’études réalisées a I’échelle sous régionale notamment au Ghana,
une homogénéité intra-espéce au sein des isolats a été vérifiee (Ablordey et al., 2005a; Stragier et
al., 2005; Hilty et al., 2006).

La difficulté d’amplification des loci VNTR pourrait étre résolue en utilisant une plus grande
quantité de matériel génétique extrait aprés le controle de la qualité de I’ADN (utilisation d’un
Nanodrop pour la mesure de la concentration d’ADN et vérification de sa pureté) ; ou en palliant les
effets des inhibiteurs présents en grande quantité dans les matrices environnementales par
I’utilisation d’anti-inhibiteurs.

Un meilleur génotypage permettrait ainsi, une comparaison et une tragabilité des isolats
depuis I’environnement jusqu’a 1’lhomme comme réalisé dans une étude similaire au Ghana (Narh
et al., 2015), avec I’identification de possibles voies de transmission des MNT notamment M.
ulcerans.

En outre, malgré quelques insuffisances et 1’absence de détection de bactéries viables, les
données obtenues suggéreraient que les points d’eau se retrouvant au sein des localités seraient

contaminés par les MNT et par conséquent représenteraient des sources d’infection pour les
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populations. D'autres analyses comme la culture bactérienne, les tests biochimiques et le

séquencage d'autres loci pourraient aider a une meilleure discrimination de ces isolats.

4.3. ldentification de potentiels réservoirs animaux de Mycobacterium ulcerans au sein

de ’environnement

En ce qui concerne I’identification de potentiels réservoirs animaux notamment les petits
mammiferes, les données ont montré la détection de M. ulcerans sur le rongeur africain Mastomys
natalensis. Ces rongeurs sont issus des localités de Gorodi (Département de Daloa) et Sokrogbo
(Département de Tiassalé), deux localités endémiques de 1’UB respectivement au Centre-ouest et
Sud est de la Cote d’Ivoire.

La majorité des animaux capturés appartient a ’espéce Mastomys natalensis. En effet, ce
rongeur étant le plus répandu et fréquent en Afrique subsaharienne est un transporteur naturel de
maladies animales vers 1’environnement domestique proche, notamment celui de I’homme. Cela
pourrait s’expliquer par son port semi-commensal mais également des facteurs spécifiques liés a
son comportement et son I'écologie en particulier, son taux de propagation exceptionnellement
élevé (Coetzee, 1975).

Apres I'amplification du gene ARNr 16S et de la séquence d’insertion 1S2404, une positivité
est observée pour deux lésions (biopsie de la queue et aspiration par 1’aiguille fine sur la patte
avant). Le séquencage des échantillons positifs a montré respectivement 98 % et 94 % de similarité
de séquence a M. ulcerans Agy99. De plus, le séquencage des autres lésions suspectes positives
pour le géne ARNr 16S a montré la présence d’autres bactéries notamment Corynebacterium
kutscheri et Arthrobacter spp.

La détection des infections mycobactériennes chez les petits mammiferes dans cette étude
rejoint les résultats d’études antérieures. En effet, des études menées au Bénin afin d'identifier les
réservoirs de M. ulcerans chez les mammiféres terrestres ont montré la présence d'autres
mycobactéries chez les rongeurs et les insectivores africains (Durnez et al., 2008) et plus
particulierement différentes mycobactéries ont été détectés chez les petits mammiferes dans les
zones endémiques de I’UB (Durnez et al., 2010).

Dans ce contexte, bien que des études antérieures menées dans un village endémique de I’UB
(Ananekrom) dans la région Ashanti au Ghana n’aient pu détecter M. ulcerans dans les organes ou
féces de rongeurs et musaraignes, I'nypothése que ces petits mammiferes terrestres peuvent faire
partie du réservoir de M. ulcerans n'a pas été rejetée (Vandelannoote et al., 2010).

Comme montré précédemment, les petits mammiféres des zones endémiques de 1I’UB
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pourraient également presenter des lésions externes similaires a celles observées chez 1’homme.
Cela souligne le fait que ces animaux qui partagent le méme environnement que les populations
humaines pourraient également étre infectés par M. ulcerans avec des lésions caractéristiques de
I’UB. En outre, des essais expérimentaux avec des aulacodes ont également révélé que ces petits
rongeurs pourraient présenté des lésions caractéristiques de I’UB lorsqu'ils sont infectés par M.
ulcerans (Addo et al., 2007).

En Australie, d’autres mammiferes terrestres ont été associés a la transmission de 1’UB depuis
la détection de I’ADN de M. ulcerans dans les féces d'opossums au sein de sites endémiques de
I’UB (Fyfe et al., 2010). Cela souligne le rdle majeur des petits mammiféres dans I'écologie de M.
ulcerans quant a leur susceptibilité a I'infection.

Par ailleurs, Durnez et collaborateurs ont observé que I’ADN de M. ulcerans n'a pas été
trouvé chez le petit mammifére Rattus rattus piégé au Bénin méme s’il a été détecté chez la méme
espece en Australie ; cela pourrait étre dd a un mode spécifique de contamination chez les
mammiféres australiens. Ils ont donc suggéré que les rongeurs pourraient étre infectés par M.
ulcerans en mangeant des excréments d'opossums contaminés alors que cette méme source de M.
ulcerans pourrait étre absente au Bénin (Durnez et al., 2008).

De la méme maniere, Fyfe et collaborateurs ont suggéré une ingestion de M. ulcerans par les
opossums, a partir de I'environnement ou une infection par le biais d’un insecte vecteur. lls ont
également suggéré que les opossums pourraient amplifier et disséminer M. ulcerans dans
I'environnement puis, de potentiels vecteurs seraient contaminés depuis cet environnement ou au
contact des opossums infectés (Fyfe et al., 2010).

Aussi, la transmission a I'nomme pourrait-t-elle se produire par I'intermédiaire de ces vecteurs
ou par contact direct avec I'environnement contaminé. Ces hypotheses accentueraient le fait que les
hommes et les animaux pourraient probablement étre infectés par contact avec des sources
environnementales de M. ulcerans (Portaels et al., 2001).

Ainsi, en ce qui concerne le rble possible des petits mammiféres dans la dissémination des
MNT notamment M. ulcerans, le mode de contamination de I'environnement a I'hnomme devrait étre
lié au chevauchement et au partage des habitats écologiques qui favoriseraient les voies de
contamination. En effet, a partir des observations faites sur le terrain, il est apparu que le mode de
vie des populations et les comportements socioculturels dans ces communautés rurales puissent
probablement augmenter le contact avec des animaux contaminés du fait du chevauchement et
partage des environnements.

Un point a vérifier serait la corrélation possible entre 1’endémicité de I’UB au sein d'une

région et le taux de détection de M. ulcerans au niveau de ces petits mammiferes. En raison du
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faible nombre de spécimens testes dans cette étude, cette corrélation n'a pu étre réalisée. Cependant,
en Australie, une corrélation positive a eté observée avec des échantillons prélevés dans les zones
d'endémie et testés positifs pour M. ulcerans par rapport a des échantillons prélevés dans des zones
non endémiques.

Un autre point qui pourrait aider a comprendre la contamination possible par les rongeurs
serait I’importance de leur écologie, principalement celle des spécimens présents dans les zones
africaines et impliqués dans la survie et le cycle de transmission de M. ulcerans.

Un dernier point pourrait étre de déterminer, avec I’exemple d’un réservoir, si l'agent
pathogene peut y étre maintenu en permanence et si l'infection pourrait étre transmise a partir de ce
dernier vers la population cible (autres vecteurs, homme) (Haydon et al., 2002).

En outre, I'épidémiologie de la leptospirose, zoonose dans laquelle les rongeurs ont été
identifiés comme réservoirs mais pour laquelle la maladie est acquise par contact avec l'eau
contaminée, devrait également étre envisagée comme modéle d’étude (Adler et de la Pena
Moctezuma, 2009).

En définitive, il y a lieu de retenir que cette étude a permis d’évaluer la relative distribution
des MNT impliquées dans les infections chez ’homme et I’animal ainsi que dans la contamination
des environnements aquatiques, dans les localités endémiques.

En utilisant ces données, un modeéle de transmission des MNT (notamment M. ulcerans) est
proposé. L’une des caractéristiques distinctes dans ce modeéle est le chevauchement des habitats
écologiques de I'agent pathogene et de I’homme ainsi que les potentiels réservoirs animaux a travers
les activités socio-économiques des populations.

Un mode possible de transmission critique dans ce modéle serait I’inoculation des MNT par le
contact d’une peau fragilisée, du fait de plaies ou micro traumatismes cutanés ; ou les coupures par
des brins d'herbes contaminés au niveau des points d’eau. Les enfants sembleraient étre la
population la plus exposée aux infections, car étant plus fréquemment en contact avec les points
d’eau par leurs activités (loisirs ou recueil d’eau) (Asiedu et Etuaful, 1998).

Cela n’a pas été mentionné mais a I’inverse, ces points d’eau pourraient étre a nouveau

infectés lors de contact avec des populations infectées.
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Conclusion

La caractérisation moléculaire des mycobactéries non tuberculeuses notamment M. ulcerans,
a été effectuée dans cinqg différentes localités de Céte d’Ivoire (Zaibo, Gorodi, Léléblé, Sokrogbo,
Ahondo), sélectionnées pour leur endémicité de I’ulcére de Buruli. Elle a concerné des populations
humaines, des environnements aquatiques et des petits mammiféres retrouvés au sein des localités
étudiées.

En effet, aprés confirmation des cas d’infection cliniques au sein des départements de Daloa
et Tiassalé (Taabo), la discrimination par typage VNTR a permis d’identifier dans le département
de Tiassalé, le profil VNTR Q (3, 1, 2, 2) de M. ulcerans, précédemment décrit au niveau de
I’Afrique de 1’Ouest. Par ailleurs, d’autres profils VNTR ont également été établis dans ce
département ; cela démontre une diversité génétique des isolats identifiés au sein des populations
humaines.

De plus, des indicateurs de la présence des mycobactéries non tuberculeuses notamment les
mycobactéries productrices de mycolactone (M. ulcerans, M. liflandii) ont été mis en évidence au
niveau de la majorité des points d’eau échantillonnés dans 1’environnement, tout particuliérement
avec les filtrats d’eau. Cela montre que ces points d’eau seraient des sources de contamination pour
I’homme. Le séquengage des fragments d’ADN amplifiés a confirmé la présence de ces
mycobactéries au sein des points d’eau utilisés par les communautés. Le typage VNTR n’a pu étre
établi pour ces matrices environnementales collectées en 1’absence d’amplification de certains des
loci VNTR utilisés, nécessaires a I’établissement d’un génotype complet.

Par ailleurs, des potentielles sources de dissémination et contamination au sein des
populations de petits mammiféres (rongeurs) ont été mises en évidence. A partir des échantillons
prélevés sur les cas d’ulcérations observés chez ces rongeurs, des cas d’infection a M. ulcerans ont
été identifiés aprés amplification des genes d’intérét et séquencage. Le typage VNTR n’a pu étre
établi pour les cas d’infection animale identifiés en 1’absence d’amplification de certains des loci
VNTR utilisés, nécessaires a I’établissement d’un génotype complet.

Ainsi, la présence des mycobactéries productrices de mycolactone (M. ulcerans, M. marinum,
M. liflandii et M pseudoshootsii) a été mise en évidence chez I’homme, 1’animal et dans
I’environnement. En ce qui concerne leur circulation et transmission a 1’homme, 1’absence de
tracabilité des différentes isolats n’a pas permis de révéler leur similitude. Cependant, le
chevauchement des habitats écologiques entre ’homme, 1’animal et ces agents pathogenes ainsi que
les activités socio-économiques des populations contribueraient a la dissémination de ces

mycobactéries et donc aux risques de contamination chez I’homme comme c’est le cas pour I'ulcére

97



de Buruli.

Limites de I’étude

Au terme de cette étude, la question de la détermination des possibles modes de transmission
des mycobactéries non tuberculeuses, depuis 1’environnement jusqu’a I’homme, au sein des
localités d’étude reste encore a explorer.

La mise en évidence des similitudes des isolats de mycobactéries identifiées, au sein des
populations humaines et animales mais également dans 1’environnement aquatique, permettrait de
retracer les sources d’infection chez I’homme.

Cette tracabilité des isolats se ferait par un typage VNTR de fragments d’ADN provenant
d’échantillons prélevés chez I’homme, I’animal et dans 1’environnement aquatique ainsi qu’un
isolement de souches de mycobactéries a partir de ces échantillons suivi d’un nouveau typage

VNTR avec les souches obtenues.

Recommandations

Apres restitution des résultats de cette étude et discussion sur les méthodes a appliquer et
actions a mener avec les populations et organismes impliqués dans la lutte contre 1’ulcére de Buruli,
une meilleure prise en compte et anticipation des risques d’infection serait alors établie.

En termes de recommandations, d’une part il faudrait développer des outils d’information et
de sensibilisation incluant toutes les sources de contamination identifiées a savoir :

- L’exposition aux points d’eau et plantes aquatiques,

- L’exposition aux rongeurs.

D’autre part, il faudrait encourager la mise en place des mesures préventives simples a savoir :

- Utiliser des vétements protecteurs étanches avant tout contact avec les sources de

contamination,

- Manipuler avec précaution les plantes aquatiques aux alentours des points d’eau,

- Protéger et isoler les plaies ou micro traumatismes cutanés, moyen d’infection par les

mycobactéries, avant tout contact avec les environnements aquatiques a risque,

- Controler I’acces des enfants, cible principale de I’infection, aux points d’eau,

- Assainir les milieux de vie et habitations en vue de réduire et/ou stopper la prolifération

des rongeurs.

Perspectives
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Un nouveau typage VNTR des mycobactéries impliquées dans les cas de contamination au
sein des localités d’étude devrait étre effectué ; celui-ci incluant de nouveaux loci VNTR. Cela
permettrait d’établir de meilleurs génotypes et de démontrer les similarités ou différences a
I’interface homme-animal-environnement et entre les localités d’étude. Les points de
chevauchement et possibles modes de transmission seraient alors identifiés suivant le modéle de
transmission propose.

L’isolement et la culture des mycobactéries en fonction du type d’échantillon (homme,
animal, matrice environnementale) permettraient également d’établir les voies possibles de
transmission aprés caractérisation moléculaire de ces souches.

Ces mycobactéries serviraient de souches de référence a I’infection de modele animal. Ce
modele animal serait représenté par les rongeurs identifiés comme sources de dissémination des

mycobactéries.
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DE LA RECHERCHE (CNER)
(3320 =

L W

N° /MSLS/CNER-P Abidjan, le

03 Nov 201

Au

Docteur Lydia MOSI

Investigateur Principal

Centre Suisse de Recherche Scientifique
CHU Treichville - COTE D’IVOIRE

OBJET: Autorisation de mise en ceuvre du projet de recherche intitulé« Etude des risques
de transmission des mycobactéries non-tuberculeuses entre I'homme et les petits
mammiféres »

Docteur,

Au cours de la session du 13 juillet 2011, le Comité National d’Ethique (CNER) a examiné
votre demande d’autorisation de mise en ceuvre du projet cité en objet.

Sous cette perspective, il a été émis un avis favorable a I'utilisation de ce protocole.
Par conséquent, je donne un avis favorable 3 la mise en ceuvre telle que soumise Comité
National d’Ethique.

Toutefois, il faut noter que la validité de cette autorisation est d’un an & compter de la
date de signature.

Par ailleurs, je vous saurai gré de bien vouloir transmettre au CNER une copie du rapport
de cette étude.

Je vous prie d’agréer, Docteur, I'expression de mes salutations distinguées.

u

\
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Annexe 2 : Formulaire de consentement éclairé des patients

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT

Titre de [’étude: Risques zoonotiques de mycobactéries non tuberculeuses entre humains et
petits mammiféres ; Transmission potenticlle de 1’ulcére de Buruli en Cote d’Ivoire et au
Ghana

Investigateur Principal: Lydia Mosi
Adresse:
e Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d’Ivoire (CSRS)
Km17 Route de Dabou, Adiopodoumé

01 BP 1303 Abidjan 01, Cote d'lvoire

Introduction:

Ce formulaire de consentement vous informe sur le contexte, les objectifs et la maniere selon
lesquels cette étude sera menée. De plus, il explique dans quelle mesure elle vous sera
bénéfique, les risques potentiels et comment elle peut vous affecter. Enfin, il vous informe sur
la raison pour laquelle vous avez été sélectionné et vos droits concernant la participation a

cette étude.

Information Générale sur la Recherche

Les microbes qui ressemblent a ceux qui causent la tuberculose peuvent aussi vous affecter
surtout quand vous avez dautres maladies. Ces germes vivent dans l'environnement et
peuvent se retrouver chez les poissons, les mammiferes et les humains. L’un de ces groupes

de germes est celui de ceux qui causent l'ulcere de Buruli (UB). Cette étude démontre que la
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transmission de ces germes dépend du fait que les humains entrent en contact avec eux dans

leur environnement.

L'étude est divisée en trois parties et nous espérons donner des informations sur la distribution
de ces germes. Cela se fera en recherchant des cas de maladies chez les humains et les
animaux de petite taille tels que les aulacodes, dans le but de déterminer le nombre ayant de
telles maladies. La deuxiéme partie se penchera sur la maniere dont les germes affectent les
animaux et les humains vivant a proximité les uns des autres et enfin, Il'identification en
laboratoire de ces germes provenant des zones d'étude décrites. On croit qu’il existe des
diagnostics erronés parce que ces infections ne sont pas signalées par les personnes, ce qui

pourtant est trés important pour les hommes et les animaux.

Chez I'nomme, ces germes causant la maladie représentent sur le plan mondial un probléeme
majeur de santé en particulier, dans les pays en développement comme le Ghana et la Cote
d'lvoire. Le nombre de déces dus a la maladie chez les animaux constituent toujours l'une des
plus grosses pertes de revenus dans l'agriculture et la conservation de la faune locale. Dans
cette étude, un grand accent sera mis sur l'identification de la présence de Mycobacterium
ulcerans (le germe qui provoque l'ulcére de Buruli) dans I'environnement et chez I'homme au
niveau des sites d'étude. Cela, a cause de la grande importance de l'ulcére de Buruli en tant
que maladie tropicale négligée émergente en Cote d'lvoire et au Ghana. L’on ne sait pas si ce
germe peut se transmettre des animaux aux hommes aussi, les informations obtenues a partir
de cette étude seront-elles essentielles dans la formulation des politiques qui aideront a
prévenir et a éradiquer l'ulcere de Buruli. Des échantillons seront prélevés sur des patients
présentant des Iésions suspectes et des ulcéres par des médecins et autres personnes qualifiées.
Les échantillons prélevés suivant les directives de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
seront sous forme de liquides, d’écouvillons provenant de lésions ou de petits tissus de peau
du patient. Les échantillons obtenus seront stockés de maniére appropriée et transportés
jusqu’au CSRS et NMIR pour un traitement ultérieur. Tous les échantillons seront soumis a

des diagnostics et confirmations de cas.



Risques et Désagréments:

Il n’y a pas de risques majeurs liés a votre participation a cette étude en dehors de la légere
géne gue vous pouvez avoir durant le nettoyage de plaies pour la collecte de I'échantillon ; les

échantillons seront prélevés qu’une seule fois.

Avantages Possibles:

Le traitement de ’ulcére de Buruli est gratuit dans les hépitaux. Il n'y aura pas de bénéfice
direct pour la participation des sujets a cette étude. Les patients diagnostiqués avec d'autres
infections seront conseillés en conséquence sur les options de traitement. Cependant, le
principal avantage de votre participation est indirect vu que vous nous aiderez a déterminer la
prévalence (le nombre) des maladies mycobactériennes environnementales en Cote d'lvoire et
au Ghana. A la fin de I'étude, vous auriez été d'une grande aide pour la prévention des effets

néfastes de la maladie dans votre communauté.

Confidentialité:

Vos dossiers seront conservés dans un endroit sir au CSRS et NMIR. Tous les
renseignements recueillis au cours de I'étude seront stockés dans un fichier qui ne portera pas
votre nom mais un numéro d'étude assigné. Seule I'équipe de recherche aura accés aux noms
associes aux numéros d'étude et pour des raisons particulieres comme le traitement. Il est
probable que les données obtenues a partir de tests effectués sur vous soient publiés dans des

revues médicales, mais votre nom ne sera pas utilisé.

Compensation:

Les patients identifiés avec l'ulcere de Buruli, ainsi que d'autres lésions seront conseillés sur
les choix de traitement ; les traitements appropriés devant étre administrés gratuitement.

Aucune somme d’argent ne sera versée aux participants ou aucun cadeau ne sera donné.

Participation volontaire et droit de quitter le Projet de Recherche:

Vous avez le droit de ne pas participer a I'étude si vous ne le voulez pas, et cela n’affectera de
quelque facon votre communauté et vous-méme. Le refus de participer a cette étude ou votre

retrait de cette étude n'aura pas de pénalités ou de perte d'avantages auxquels vous pouvez
VI



avoir droit. Votre position dans la communauté ne sera également en aucune fagon affectée,

méme si vous décidez de ne pas participer a I'étude.

Contacts pour Information Complémentaire:

Dr. Lydia Mosi (Investigateur Principal)

e Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d’Ivoire
01 BP 1303 Abidjan 01, Cote d'lvoire
Tél : +225 23 47 27 90 / +225 03 48 89 57

e Email: Imosi@noguchi.mimcom.org; Imosi@hotmail.com

Vos droits en tant que Participant :

Cette recherche a ét¢ examinée et approuvée par la Comité Nationale d’Ethique de la
Recherche (CNER). Si vous avez des questions concernant vos droits en tant que participant a

la recherche, vous pouvez communiquer avec le bureau du CNER au contact suivant :
e Président CNER
Prof. Louis PENALY
Institut Pasteur de Cote d’Ivoire
01 BP 490 Abidjan 01, Cote d'lvoire
Tél : +225 01 50 41 42

Vous pouvez également communiquer avec les personnes suivantes pour tout complément
d'information:

e Président du Comité Ethique CSRS

Prof. Eliezer N’Goran

Vil
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mailto:lmosi@hotmail.com

Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d’Ivoire

01 BP 1303 Abidjan 01, Cote d'lvoire

Directeur Général CSRS

Prof. Bassirou Bonfoh

Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d’Ivoire

01 BP 1303 Abidjan 01, Cote d'lvoire

Tél : +225 23 47 27 90

Email : Bassirou.bonfoh@csrs.ci
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Accord Volontaire

Jiai lu ce formulaire de consentement. J'ai recu des réponses satisfaisantes a mes questions. Je
comprends que ma participation est volontaire. Je connais le but, les méthodes, les risques et
les avantages possibles de I'étude pour juger que je veux y participer. Je consentis
volontairement a permettre a ma communauté de participer a cette étude. Je comprends que
jai le droit de me retirer de I'étude a tout moment, et je sais que je peux faire appel a un

membre de I'équipe d'étude si j'ai des questions ou des préoccupations.

Nom du participant

Nom du Parent Signature du participant/parent

Nom du témoin Signature du témoin

Signature du Chercheur Principal

Date Lieu

(Numéro d'identification de 1’étude attribué a cette participation)
Si les volontaires ne peuvent pas lire le formulaire eux-mémes, un témoin doit signer ici:

J'étais présent lorsque les avantages, les risques et les procédures ont été lus au volontaire.

Toutes les questions ont été répondues et le bénévole a accepté de participer a la recherche.

Date Signature du Témoin

Je certifie que la nature et le but, les avantages potentiels et les risques possibles associés a la

participation a cette étude ont été expliqueés a I'individu ci-dessus.

Date

Signature de la personne qui a obtenu le consentement




Annexe 3 : Questionnaire ménage
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Enquéte sur les perceptions des facteurs de risque de
I'ulcere de Buruli dans les zones endémiques de la Cote
d'Ivoire (Daloa et Taabo)

QUESTIONNAIRE MENAGE

Q1 | NOM €t PréNOM de PPeNQUELEUL & ..ouvititt ettt et et ettt et et e e e et et et e e et e et e et e s et e e e e e e e e e re e e aenenns

Q2 | Numéro du questionnaire : [ 1

Q3 | Date de I’enquéte : [ ] A
Durée de I’enquéte

Q4 | DEDUL (HEUTE). ...ttt Il
Fin (HEure)....ooouiii e
Village d’enquéte 1. Léléblé 2. Ahondo 3.Sokrogbo 4.Gorodi 5.Zaibo

Q5 .

Q6 | Précisez le NOm du QUATTIET ..............ccoiutee et [l
Si campement, précisez le nom du campement

Q7 | et 1




Q8

Région d’enquéte 1. Taabo 2. Daloa

NOTE INTRODUCTIVE

Le Centre Suisse de Recherches Scientifiques en Cote d’Ivoire et ses partenaires meénent une
¢tude sur les facteurs de risques de contamination de 1’ulcére de Buruli dans votre localité.

Nous voudrions vous poser quelques questions relatives a votre niveau de connaissance de la

maladie.

Ces questions seront adressées au chef de ménage ou a son substitut. Cet entretien durera

environ 30min.

Toutes les informations recueillies resteront strictement confidentielles. La participation a

cette étude est volontaire et vous pouvez refuser de répondre a ces questions. Nous espérons
cependant que vous accepterez de participer a cette étude afin d’éradiquer 1’ulcére de Buruli
dans votre zone. Avez-vous des questions particuliéres?

SECTION | : CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES DU CHEF

DE MENAGE
N° QUESTIONS MODALITES REPONSES SAUT
S
Q10 .
1 NOM €1 PIre&NOM & ..
2 2. Féminin T
Q10
Age /| | _lans 11
3
1. Cote d’lvoire Si#1,
Q10 o 2. Burkina Faso .
Pays d’origine 3. Guinée I/ allez a
4 4, Mali Q106
5. Autres
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N° QUESTIONS MODALITES REPONSES SAUT
S
1. Akan (baoulé, ébrié,
agni, abron, attié...)
2. Mandé (malinké, dioula,
bambara, yacouba,
gouro, gagou...)
Qio | = o 3. Krou (bété, krou, wobé,
Si ivoirien, ethnie d'origine . . 1
5 dida, guéré, niaboua...)
4. Gour (sénoufo, lobi,
tagbana ; koulango...)
5. Autres..................
1. Célibataire
010 | | . | 2. Marié
Situation matrimoniale 1
6 . ,
3. Divorcé
4. Veuflveuve
010 o N | s
. Activité socioéconomique | e [l
1. Chrétien
10
Q Religion 2. Musulman .
8 3. Animiste
4, Autre.........ccceenii..
1. Aucun
Q10 _ ] 2. Coranique
9 4. Secondaire
5. Supérieur

SECTION Il : CADRE PHYSIQUE ET HUMAIN DU MENAGE

Xl




QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
Certains membres de votre ) _
) vent.l q 1. Oui Si non,
ménage vivent-ils ans
Q201 | N9 - 2. Non I allez a
maisons champétres au cours
Q204
de 'année ?
Si oui, a quelle période de 1. En saison séche
Q202 | , . 2. En saison pluvieuse [_1
'année se déplacent-ils ? .
3. Atoutes les saisons
Combien de temps dure leur .
Q203 | . /| | Semaines |11
séjour ?
Y-a-t-il dans votre ménage
Q204 | actuel des membres ayant % 8‘“ |/
. Non
vécu dans d’autres villages ?
Y-a-t-il dans votre ménage
actuel des membres ayant .
Q205 y 1. Oui I/
vécu dans d’autres ménages 2. Non
du village ?
1. Poulet/canard/pintade
2. Porcs
4. Moutons
Si
_ 8. Chévres
Quel type d’animaux élevez- Aucun,
Q206 R
vous? 16. Chiens allez a
Q208
32. Chats [l _1
64. Vache

X1




QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
128. Aucun.
256.Autre
1. Aucun
Dans quel endroit sont gardés 2. Enclos
Q207 ces animaux ? 3. Parc '
' 4. Autre.................
Y-a-t-il des membres de votre
ménage ui ratiquent la ,
Q208 Je il prefd 1. Oui I_1
chasse ou la capture 2. Non
d’animaux ?
1. Agouti
2. Gazelle
4. Singe
Si
8. Lapin Autre
Au niveau du village, quels sont _
Q209 |les animaux généralement | 16. Rat I B
Aucun,
captures ? .
32. Ecureuil allez a
Q211
64. Porc-épic

128. Serpent

256. Autre.................
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QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
A quelle saison de l'année . .
_ 1. Saison séche
Q210 | pratique t-on la chasse dans le 2. Saison pluvieuse 1
village? 3. Toutes les saisons
_ Si non,
Y-a-t-il des membres de votre _ R
Q211 ) _ . 1. Oui 2. Non I/ allez a
ménage qui font la péche ?
Q214
A. Riviere 10Oui 2 Non
B. Marigot 1 Oui 2 I/
Si oui, ou vont-ils pécher ?
Non
Q212 /1
(Preciser le nom) C. Fleuve 1Oui 2 Non ;o
: , . 1. Saison séche
A quelle saison de [l'année . .
Q213 2. Saison pluvieuse |/
pratiquent-ils la péche ? 3. Toutes les T
saisons
Y-a-t-il des membres de votre _
] _ i g Si non,
ménage qui pratiquen es :
Q214 _ _9 A pratd 1. Oui . allez &
activites de cueillette et de 2. Non
Q301
ramassage ?
A.Escargot 1 Oui 2 Non
1
0215 Si oui, quels sont les produits | g pjantes médicinales 10ui 2Non
ramasseés ou cueillis ? 1

C.Champignons 1 Oui 2 Non

XV




QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
D. Bois de chauffe 1 Oui 2 Non /I
E.Feuilles comestibles 10ui 2Non |
F.Ecorces 1 Oui 2 Non I
G.Condiments (Akpi...)1 Oui 2Non
/1
H. Autre 1Oui 2Non ...........o......
/1
/1
SECTION Ill : PERCEPTION DE L’'ULCERE DE BURULLI
N° QUESTIONS MODALITES REPONSES SAUT
S
1. Paludisme
2. Fievre typhoide
4. Diarrhée
_ 8. Verminose
Q30 | Quelles sont les maladies
1 fréquentes dans votre localité ? | 16 Ulcere de Buruli 0o
32. Bilharziose
64. Rhumatisme
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NO

QUESTIONS

MODALITES

REPONSES

SAUT

128. Hémorroide

256. Toux

B12. Autre......................

Q30

Connaissez-vous

Buruli ?

lulcere de

1. Oui

2. Non

Si non,
allez a
Q406

Q30

Quels sont les symptomes de

cette maladie ?

=

2. Plague

4. Plaie

8. Fievre

16. Démangeaison

32. Mal de téte

64.Autre....................

Boule/Bouton

I

Q30

Quelles sont les causes de

cette maladie ?

1. Eau sale
2. Animaux

4. Insectes

8. Herbes

16. Sorcellerie

32. Malédiction

I

XVII




N° | QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
64. Autres..................
1. Oui Si non,
Q30 . .
Redoutez-vous cette maladie ? 1 allez a
5 2. Non Q307
1
A. Maladie incurable 1.0ui 2.Non I
B.Soin colteux 1.0ui 2. Non
I/
Q30 |Si oui, pourquoi la redoutez- C. Maladie douloureuse 1.0ui 2.Non
’ I/
6 vous ? D.Maladie honteuse 1. Oui 2. Non
/1
E.Centre santé éloignél.0ui 2.Non
. 1
F. Autre 1. Oui 2.Non ............
1. Guérison possible
2. Codt des soins
abordable
Q30 4.Proximité du centre de
Si non, pourquoi ? . Il
7 santé
8. Autre..................
1. Bras
_ 2. Corps
030 Quelles sont les parties du
A corps  humain  qui  sont 4. Jambes N/
particulierement touchées ? _
8. Pieds

XVIII




N° | QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
16. CEil
32.Main
64.Parties génitales
128. Autres..................
1. Cécité
2. Déformations des pieds
4, Déformations des bras
Q30 | Quelles sont les conséquences 8. Deéformations du tronc A
9 de l'ulcére de Buruli ? o
16. Invalidité
32.Echec scolaire
64.Rejet par la société
128. Autre.................
SECTION IV : MODE DE TRANSMISSION DE L’'ULCERE DE BURULI ET
ACTIVITES DES POPULATIONS EN LIEN AVEC LE
FLEUVE /MARIGOT /RIVIERE
N° QUESTIONS MODALITES REPONSES SAUT
S
1. Partout
Q40 | Ou peut-on attraper l'ulcére de 2. Prés des points d'eau P
1 Buruli ? T

4. Dans les champs

XIX




N° | QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
8. Dans la forét
16.
Autre..........coooiin.
1. Au contact d’'une plaie
infectée
2. En se baignant dans la
méme eau que le
malade
Q40 Selon vous, comment une 4. Au contact du sol infesté Il
) personne  peut  contracter
l'ulcére de Buruli ? 8. En partageant le repas
avec le malade
16. Ne sais pas
32. Autre.........oooeiiiiinn
1. Hommes
2. Femmes
4. Jeunes (Filles et
Gargons)
. N/,
Q40 | Qui sont les personnes les plus 8. Enfants
3 touchées dans ce village?
16. Paysans

32. Pécheurs

64. Chasseurs

XX




N° | QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
128.Tout le monde
256. Ne sais pas
512 Autre..................
Q40 | Selon vous, l'ulcere de Buruli 1 Oui L
4 est-il une maladie héréditaire ? 2. Non T
Selon vous, l'ulcere de Buruli
Q40 . :
peut-il se transmettre par la 1. Oui /1l
5 ] 2. Non
sorcellerie ?
Q40 | A g Si non,
vez-vous es ompes ,
_ _p P 1. Oul | allez &
6 hydrauliques dans le village? 2. Non
Q408
Q40 | Si oui, combien de pompes
bomp Il Il
7 avez-vous ?
1. Pompe hydraulique
2. Fleuvelriviere/marigot
4. Marre/étang/barrage
8. Puits
Q40 Quelles sont vos sources
8 d’approvisionnement en eau 16. Citerne Il
potable?
32. Autres ...........oee.
1. Accessibilité
Q40 | Pourquoi avez-vous recours a 2. Proximite
9 cette source ? 4. Rapidité

XXI




N° | QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
8. Appréciation du golt
16. Uniqgue  source Il
d’approvisionnement en eau
32. En cas de panne(
pompe)
64. Autres.................
1. Hommes
) ) 2. Femmes
041 Qui sont ceux qui sont 3. Enfants
responsables de la collecte 4. Les femmes et les I__1
0 , enfants
d'eau ? 5. Hommes et enfants
6. Hommes et femmes
7. Tout le monde
1. Matin
041 A quel moment de la journée 2. Aprés-midi
1 frequentez-vous ces points 4. Soir I/
d'eau ?
8. N’importe quel moment
_ L 1. Oui Si non,
Q41 | Menez-vous certaines activites 2. Non
_ _ ' I/ allez a
2 domestiques au fleuve/marigot
Q414
A. Lessive 1. Oui 2 Non I/
B. Vaisselle 1. Oui 2 Non
C. Bain 1 Oui 2 Non /o
D. Boisson 1 Oui 2 Non —
Si oui, quelles sont les activités E. Lavage manioc 10ui
Q41 domesti e 2Non I/
3 Omesliques que vous menez F. Autre 1.0Oui 2. Non
dans le fleuve/marigot? | ... ;)
I/

XXI11




N° | QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
I/
Menez-vous certaines activités Si non,
Q41 | L o \
de subsistance au - Qul /|l allez a
4 ) 2. Non
fleuve/marigot/marre ? Q417
. . I/
A.Péche 1. Oui 2. Non — ]
Si
o _ .. | B.Arrosage plants culture 1.0ui 2.Non I_1 Q415
Si oui, quelles sont les activités
Q41 . A
c subsistance que vous menez | C.Culture irriguée 1. Oui 2.Non 1
=non,
en lien avec ces points d’eau? .
D.Abreuvage bétail 1. Oui 2. Non /] allez a
Q417
E. Autre 1.Oui 2. Non ...............
I/
1. Poissons
Q41 | Si péche, que péchez-vous 2. Grenouilles
6 dans ces eaux ? 3. Les deux '
' 4. Autres...........oeiiinnnl.
. o Si non,
Q41 | Menez-vous certaines activites , .
- _ 1. Oui |/ allez &
7 de loisirs au fleuve/marigot ? 2. Non
Q420
Si oui, quelles sont les activités _
Q41 o 1. Baignade /Nage
8 de loisirs que vous menez dans 2 Jeux 1
ces pOIntS d’eau ') 3 AUtre ......................
1. En saison pluvieuse
Q41 | A quelle période de l'année ) .
L 2. En saison séeche I/
9 menez-vous cette activite ?
3. A toutes les saisons

XXIH1




N° | QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUT
S
Quelle distance sépare votre
Q42 habitation du point d'eau
0 fréquenté ?
I Il __JI_I métres I
1. Champs inondés Si pas
2. Champs irrigués de
3. Champs secs
Q42 | Quels types de champs 4. Champs labourés champ
1 utilisez-vous pour les cultures ? tous les ans ' allez
' 5. Foréts abattues ’
6. Pas de champ a
7. Autre..................... 0501
] 1. Marche
042 Quel moyen de deplacement 2. Pirogue
utilisez-vous pour accéder a 3. Marche et pirogue /1l
2 4. Bicyclette
votre champ? 5. Voiture
6. Autre..........................

XXV




SECTION V : PRATIQUES PREVENTIVES LIEES A L’ULCERE DE BURULI

QUESTIONS MODALITES REPONSES | SAUTS
A. Ne vais pas a I'eau .
1.0ui 2.Non
B.Port de bottes pour le champ
1
Q50 | Comment faites vous pour 1.0ui 2.Non
1 eviter l'ulcere de Buruli ? C. Port de vétements protecteurs
1
1.0ui 2.Non
o , /1
D. Ne fais rien 1.0ui 2.Non -
E. Autre 1.0Oui 2. Non ............ I/
050 Etes-vous  sensibilisé  sur 1. Oui <
i non
lulcere de Burulidans le 2. Non I
2 . Q601
village?
1. ONG
2. Infirmier/Médecin
Q50 | Si oui, qui est-ce qui fait la P
3 sensibilisation ? 4.ASC
8Autre.....................
A.Présentation images 1.0ui 2. Non
Q50 | Comment se fait la
o . B.Projection de films 1.0ui 2. Non
4 sensibilisation? I/
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o Dassi C, Mosi L, Narh CA, Quaye C, Konan DO, Djaman JA and Bonfoh B. (2016).
Distribution and risk of non-tuberculous mycobacteria transmission within Buruli ulcer
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Abstract

The endemicty of Burull ulcer (BU), a non-tuberculous mycobacteria infection, has significantly Increased Iin Cote
d'lvoire. The exact transmission mode remains unknown but DNA based evidence of Mycobacterium ulcerans, the
causative agent, have implicated potential environmental reservoirs, similar to those suspected in the transmission
to humans. The role of small mammals In transmission has recentlly recelved some research altention. Based on the
hypothesis that the overlapping ecology of human and animal habitals would favour mycobacteria transmission, the
study aimed to Idenlify BU like Infections In small mammals living In close proximity to humans, In endemic
communities. One hundred and eleven animals were trapped vAthin five communities in two major endemic areas,
Daloa and Tabbo. Majority of lrapped small mammals were mice, Mastomys natalensis, of which 8 animals had
external lesions. PCR on organ and lesion samples identified, predominantly, mycobacterium spp, of which five mice
were positive for 1S2404. 1S2404 sequencing confirmed infection in two mice as M ukerans strain Agy99. Our
findings sugges! that small terrestrial mammals could be susceplible to mycobacteria, particularty, M. ukerans,
within endemic communities in Cote d'lvoire. It also consolidates earlier evidence asserting their role as potential
environmental reservoirs of M. ukcerans in endemic communities. The potential public health threat from these small
mammals warrants an “OneHealth” approach to investigating the ecology and transmission of M wukerans In
endemic countries

Small  mammals;  aquatic insects, masquitoes, ceustaceans, seails and wild amphibians as

sources and/or reservoirs of M. w/cerns [12-20).

Keywords: Non-tuberculous  mycobacteria;
I'ransmission; Reservoirs; Bundi ulcer

Mammals, especially rodents, living in close proximity to humans
have been also implicated as potential reservoirs and/or hosts for
mycobacteria, particularly M. wicerans [21-23]. [ndeed, the possible
role of rodents in the ecology of M. wlcerins was also considered over
30 vears ago in Uganda (East Africa), where researchers attempted but
were unsuccesstul to calture M. wheerans from rodents collected in a
BU endemic area [24]. Separately, studies in Australia observed skin
ulcers on koalas, which were later isolated and confirmed as M.
wleerans and M. scrofidaceun [25.26]. Recent findings in the same
country showed high concentrations of M. w/cemns DNA in possum
facces [23]. [n West Alrica, rodents and some insectivores like shrews
may carry pathogenic mycobacteria [21] and this has been proven in
experimental infections in animal models [27-30].

Introduction

Mycobacteriun wlcerans (MU) is the causative agent of Bundi wlcer
(BU), a severe necrotizing skin infection, occurring in tropical and
subtropical regions of the waorld. It is the third most common
mycobacterial disease after leprosy and tubercwlosis [1]. M. wleeraas is
environmental like most non-tuberculous mycobacteria {(NTM),
which are ubiquitous opportunistic pathogens causing infections in
both humans and animals [2]. Although transmission of BU s still
unknown, a few hypotheses have been proposed [3,4]. BU is a serious
public health prablem in developing countries including Benin [1],
Cate divoire [5,6] and Ghana [7,8] where several new cases have been
reported in rural areas since 1980. Much of research efforts have

focused on risk factors associated with environmental habitat of the
pathogen. A case-contral study in 3 BU endemic districts in Ghana
associated the disease with water badies [9]. Using variable number
tandem repeat (VNTR) typing, a recent study in Ghana showed that
BU patients could be infected from MU-contaminated water bodies
[10). Similarly, a study conducted in three BU endemic communities
in Cote d'lvoire associated water bodies used by rural populations to
MU infection [11].

Ecological and molecular data, further, suggest contaminated water,
soil, detritus and a variety of organisms including protozoans, fish,

,\h’t‘ul\.k'( Dis
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A study conducted in Benin detected different mycobacteria, but
not M. wicerans, in small mammals collected in BU endemic
communities. The authors advocated for mare research on small
terrestrial mammals [22],

The reservoirs and source of transmission o humans remains
unclear and whether small mammals have a role in tansmission is an
important question, which has received litte attention. To address this
question, surveys of small mammals are urgently required in BU
endemic areas. The cases of natural infections reported in wild and
domesticated animals {koalas, possums and an alpaca) in Australia,
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suggest that BU may cause lesions clinically identical to those observed
m humans, Both humans and animals are probably infected through
ontact with environmental sources of M. w/cerans [31). To extend
lindings from studies in Ghana [10], suggesting that transmission of
MU depends on the overlap between human and environmental
abitat of the pathogen, we aimed to identify BU like infections in
small - mammals  which  lived in cdose proximity to human
sovironments, including homes and water bodies used by the
ommunities in endemic areas. We present data, both clinical and
molecular evidence, suggesting that small mammals may be

suscepuible o M. wlceruns intections and may be acting as reservoirs
Materials and Methods

Study communities and animal collection sites

Study sites were selected based on data provided by the National
rogramy for BU control {(PNLUB) and BU endemicity. They were

located in two major BU endemic areas in Cote d'lvoire with
characteristic aquatic ecosystems (Figure 1). The first area, Daloa
(Haut-Sassandra District), is located in the western centre, 406 km
from Abidjan, the economic capital. This area is covered largely with
farest and has the Sassandra River tributaries, which are used for
agricalture irrigation and fishing activities, Gorodi and Zaibo were the
two selected rural communities. The second area, Taabo (Tiassalé
Department), is located in the south eastern, 160 km from Abidjan.
This area has three communities, Sokrogbo, Léleblé and Ahondao, with
reported hugh BU incidences. Also, peculiar to this second area were
the ditferent environmental modifications, attached to Bandama River,
including the hvdroelectric dam construction, displaced populations
with attached socio-economic activities.
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Pigure 1: Location of the sampling sites with BU incidence for last 4 years. Daloa and Taabo areas are located in the western centre and south
eastern, respectively, in Cote d'Ivoire. Studied sites selected had a considerable number of BU cases registered from health centers within the
communities; Zaibo, Gorodi {lower left ) and Léléblé, Sokroghbo, Ahando {lower right).
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Social and demographic characteristics of the population as well as
contact rates of the community members with various animal types
and aquatic environments were estimated by the use of stractured
questionnaires.

Questionnaire administration

Five hundred questionnaires were administered in the study
communities. The questionnaires inquired mainly the demographic
characteristics of the community inhabitants, maie cccupations of
houschalds, common diseases, knowledge of BU, contact with animals
{types, raised and captured), and the prevention and treatment of
Buruli wlcer. Communities were stratified into subsets based on
population and reported cases of BU. Questionnaires were mainly
administered to a member of the househald in the French language.
Local languages were used only to verify unclear responses using the
help of a trained local community aid.

Small mammals trapping, identification and specimen
preservation

Small mammals were investigated simultaneously in two different
habitat types at each site {water bodies usually used by the
communities and within the villages, precisely in houses. Animal
trapping was dore in the communities following standard live
trapping techniques [32] and protacal described by Narh et al. [10].
Examination for suspected lesion and organ harvesting  were
performed as described elsewhere [10,22]. For each animal, sample
specimen were collected and labelled individually.

DNA extraction, gel-based PCR and sequencing analysis

Prior to laboratary anpalysis animal samples were processed in a
Biosafety hood (CYTAIR Equipements Scientifiques & Industriels
S.A) following the protocols described elsewhere [10,22]. Total
genomic DNA was extracted from lesion and organ specimen of the
eight small radents following the protocol described by Williamson et
al. [19]. DNA extracts were screened for Mycobacterium sp. by PCR,
which included negative and positive controls. All PCR reactions were
performed in a A206 gradient thermal cycler {LonGene ). Samples
were initially screened for bacteria species using the 168 primer as
described by Narh et al. Then, 168 positive samples were tested for the
presence of bacteria which harbour the IS2404 insertion sequence
using 182404-PCR. Subsequently, positive samples from the latter were
tested for the presence of pMUMOOL using ER-PCR [10]. Sequencing
of 168 and 182404 PCR products was performed using the forward
primers as described elsewhere [10]. Sanger sequencing was performed
by Macrogen Inc {Netherlands).

Data analysis

Data was recorded and stored in Microsoft Excel. The mean
trapping success in all selected sites was calculated and compared.
Sequences were aligned using NCBI BLAST [33]).

Results

Human activities related to animal

Of the 500 questionnaires, 288 {57.6% ) were administered to males
and 212 {42.4%) to females. Ages of respondents were ranged from 18
to 98 vears old. The prapartions of respondents involved in animal

related-economic activities are shown in Figure 2. A higher proportion
of respondents hunted for animals in the wild compared to those
having domestic animals. Mostdy animals hunted were rodents {85%
for grass-catters and 72% for rats).

(b)

Figure 2: Percentage of respondents involved in animal related
economic activities, (a] Animals reared in househalds. (b) Animals
hunted tor by respondents.

Trapping effort and traps success

After performing animal capture during two nights, a total of 111
animals were canght representing 11.46% of capture success (Table 1),

Community Trapping effort Trapping  Performance (%)
success
| Night 1 Night2 Total ' .
Zabo ‘ 100 99 | 193 " 553
GOrod 4 100 90 190 34 189
Leélébns ‘ 100 - a0 ' 190 . 3 1622
Sokrogto l 100 - 100 ' 200 ' 14 v 7
Ahondo l 495 a5 ‘ 190 . 21 1105
Tota ‘ 495 ' 474 . 69 . m 1146

Table 1: Relative density of small mammals captured in BU endemic
areas in Cote d'lvoire.

Small rodent community analysis

The diversity of small mammals caught in the 5 communities is
summarised belaw (Table 2). Different species of small rodents were
identified among those trapped including Mastomys natalensis
(74.78%), Crocdura sp. (1L71%), Rattus  sp. {9.01%), Mus
muscwloides {1.80%), Praomys rostratus {1.80%) and Jophwomys
sikapusi 10.90%). The majority of animals trapped were Mastomys
natalensis

Mycobact Dis
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Distribution and data of animal presenting external lesions Praomys rostrsfus 2 180
within communities 1
Lophuromys sikapusi 1 0ad
The proportion of small rodents observed with external lesions f
were 7.2% (N=111) {Table 3). Animals presented lesions were Total i 100

dentified as Mastomys natalensis (Table 4) and lesions were observed
on the tail, hind foot, foot, abdomen, lateral side and bottom. Identical
numbers of animals observed with lesions were found for both female

Table 2: Diversity of capture within small rodents community.

and male rodents. At least, one sinall n)}lcl‘lt with lesion was present in Community No external lesions External lesions
cach study community and all were of adult age. They were trapped -
withiin the community (homes), Zaibo 10 1
(A 19 >
Species Number Percentage (%) e o . -
Mastomys nalalenss 83 74 78 Loktié _ 0 1
S 11 3,
Crocxdura olivaen a an S0kogho | .
Crocxdura poensis < 360 | SN0 - '
Rattus ratius g9 311 Total 103 8
Rattus novegicus ! 020 Table 3: Distribution of smal rodents with external lesions per
hus musculodes 2 180 community.
Area Community Trap Location Animal Code Species SexiAge Lesion location Sample specimen
Daloa Zaibo (Miessoko) House N1 Mastomys Female Adult Net specfiad Leson bopsy
nalalensis
Léson swab
Gorod [Ponagbeu) House GPla Mastomys Famale Adult Tal Lason opsy
nalalensis
House GPE Mastomys Female Adult Hind foct Leson topsy
natalensis
Léason swab
Taabo Ledetie (Dyandyikro) House LOy3a Mastomys Male Aduk Foct Leson opsy
nalalensis
Leson swab
Sokrogbo [Troko) House ST Mastomys Male Aduk Abdomen Leson bopsy
nalalensis
Sokrogbo (Kpaa) House SK2a Mastomys Male Aduk Lataral cide Lason swab
nalalensis
Sokrogbo [Kpala) House SK2 Mastomys Famale Adult Foot [swsling) Fne nesdla
nalakensis asprabon
Ahondo [Awlooo 1) House AAYL2a Mastomys Male Aduk Bottom Leson swab
nalalensis

Table 4: Data of small rodents with extemal lesions.

Detection of Mycobacteria/ M. ulcerans in animals presenting
external lesions

PCR analysis of 165 rRNA and 152404 markers for lesion samples
detected bacteria DNA in 5 mice {Figure 33,

The amplification of enoy! reductase {ER) marker from lesion did
not show any positivity for the protocol we used. Besides that, 165
rRNA positivity was observed for some organs harvested from the
animals with lesions (Table 5).

Mycobact Dis
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Animal Code Lesion site 1S2404 lesion positivity ER
positivity
P Tal L8 none
SPY Hnd oot LE. | nona
T Abdomen L8 none
SR Foot Fus FNA none
AAL Ja Bottom LS none
B Spleen, K1 Kidney L1 Liver, LU Lung, ST omach, AS And Swab, Sl

ine Neade Aspirab on

lable 5: Data af small rodents with exter

Pr <
2%0bp

Figure 3: identification of NTM/M, ulcerans from animals with
suspected lesions DNA after [82404 PCRM: 100bp DNA ladder;
Ctl': positive control (MU positive culture); Ct': negative control
{water); lanes 1-6, 7-9: animal lesions specimens tested.

J

Sequence analysis of the amplified 168 rRNA and 182404 from the
samples  confirmed  bacteria  as  shown  previously.
Corynebacterium kutschery strain MYL-3 was detected in 3 lesions on
ind foot, abdomen and bottom sites respectively for animals with
26, ST1 and AAL-2a test codes. Arthrobacter spp. was also identified
n a lesion infected by Convaebacterium kutscheri strain MY L-3 (GP6
inimal test cade); the sequence matching with Arthrobacter spp. NS4
artial 168 rRNA gene, suggesting co-infection. Furthermaore, 2 lesions
sampled on the tail (GP2a) and foot {SK3b) (Figure 4] were confirmed
s M. ulcerans. The 152404 sequence fram these two animal lesions
ollected from Gorodi {Daloa) and Sokrogbo (Taabo) showed 98% and
M% sequence adentity to M. wlcerans Agy¥9  {(Accession N°
POD0325.1, GenBank).

oson

Discussion

Our data presents M. wlcerans infection in the African small rodent
Vastomys natilensis These rodents were trapped from Gorodi
Daloa) and Sakrogbo (Taabo), two BU endemic communities in the
western centre and south-eastern of Cate d'lvoire. The majority of
inimal trapped within the study sites were Mastomys natalensis. This
pecies is widespread and commaon in Sub-Saharan Africa. [t may be a

Mycobact Dis
SSN22161-1068 MDTL, an open access journal

lesion

168  RNA
positivity

lesion and organ Organism

(% Sequence |dentity)

LE, M ulcarans Agy99 (98%)

B.1 P KILLL LU STO, AS HT LE, Coviwbaclenym huls A1l
MYL-3 {86%) LS, Arhrobacter spp
(75%)
LB.SF KI L LL TO.AS. CS HT LE, Corvnebaclenuym kulschen frair
MY L2 (99%)
FNA, SP, KIL LI, LU, AS, HT FNA, M ulcerans Agy99 (94%)
Kl LLSTO, AS, « L Covvnebaclenum hulschern Srair
MY L-3 (98%)
small Intesting, ( Caocum HT Heart, LB Leson Bopsy. LS Lesion Swab. FNA

al lesions tested positive for bacteria/ NTM

natural carrier of pon-haman pathogens due ta its semi-commensal
habit and specitic factors as its lugh propagation rate [34].

(

Pigure 4: Suspected lesions observed with small rodents trapped
from houses. Left: lesion on tail; right: swelling on foot,

After 168 fRNA and 182404 PCR positivity, 182404 sequencing
showed 98% and 94% identity to M. ulcerans strain Agy99 for two
lesions specimens on tail and foot, Besides that, 168 FRNA sequencing
of suspected lesions confirmed presence of other bacterial strains like
Corynebacterinm kutscheri and Arthrobacter spp. The detection of
bacterial infections in small mammals i this study, particularly
mycobacterial infections, reflects previous findings [21,22,35]. Indeed,
studies conducted in Benin in order to identify reservoirs for M.
wlcerans in terrestrial mammals have shown the presence of other
mycobacteria in African rodents and insectivores [21] and more
particularly different mycobacteria were detected in small mammals
within endemic areas for BU [22]. In this setting, although earlier
studies conducted in a BU endemic village (Ananekrom) in the Ghana
Ashanti Region failed to detect M. wlcerans in the organs or faeces of
rodents and shrews, the hypothesis that these small terrestrial
mammals may be part of the reservoir of M. ulcerans was not rejected

1351

As shown previously, small mammals in BU endemic areas could
also present external lesions similar to those observed in humans. This
suggests common  sources of infection, the environment [10].
Additionally, experimental trials with grasscutters also revealed that
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this small rodents developed lesions characteristic of BU when infected
with M wleerans 127). In Australia, other terrestrial mammals were
nmplicated in BU transmission; M wicerans DNA was detected in the
faeces of possum leaving in BU endemic sites (23], These emphasize
the major role of small maminals in the ecology and transmission of
VL ulcerans.

Durnez et al. [21] did not observed M. wcerans DNA in the organs
f Rattus rattus teapped in Benin. An Australian study suggested that
the rodents could be infected with M whemns from  direct
nvironment shared with other animal species susceptible to M
wheerans, 2 similar source of ML wlcerans could be absent in Benin [21].
n the same way, Fyfe et al proposed that infected mammals may
ingest M. wlcerans from the environment or get infected by an insect
vector [23].

Thus, transmission to humans may occur via these vectons or from
lirect contact with contaminated environment. These findings
drengthen the bypotheses that both humans and animals could
probably be infected through contact with environmental sources of
VL wleerans [31]. Thereby, regarding the posible role of small
mammals in the dissemination of M wierans the mode of
ontamination from environment to bumans could be linked to
wverlapping and  sharing of ecological habitats. Several field
ybaervations during the study and data gotten from questionnaire,
suggest that inhabitants” lifestyle, activities and socio cultural
whavioun may be risk factors for MU infection; then the detection of
VL ufcerans in these rodents may enhance these risk factors. One more
point may be to determine if as in a disease reservoir, the pathogen
ould be permanently maintained and if infection could be
transmmitted from them to target population {other vector, buman)
36]. Regarding the few number of animals presented BU-like lesions
ybserved, trapping effort should be increase within our studies
‘ommunities. The barvested organs collected from animal which did
not present lesions should alse be processed for mycobacterial
screening as proceed for the ones with lesions. Investigations for
potential environmental reservoirs of M wicerans within small
mammals should also be done in other endemic communities in Cote
["Tvoire.

Conclusion

In light of ouwr finding, the role of small terrestrial mammals as
potential environmental reservoirs for M. w/lcerans in sub-Sabaran
\frica, particularly in West African communities, shonld not be
neglected. The model of ‘One Health” concept which has been used in
this study highlights the importance to consider an approach taking
into account human, anima! and environment they share, to
nndenstand manage and prevent disease transmission. As suggested by
previous studies, the precise role of small mammals particularly
rodents in BU transmission has to be clarified in order to develop
“flicient strategies for BU outbreaks, control and prevention.
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Abstract

Although several studies have associated Mycobactenium uicerans (MU) infection, Buruli
ulcer (BU), with slow moving water bedies, there is still no definite mode of transmissicn
Ecological and transmission studies suggest Variable Number Tandem Repeat (VNTR) typ-
ing as a useful tool to differentiate MU strains from other Mycolactone Producing Myccbac-
teria (MPM). Deciphering the genetic relatedness of clinical and environmental isclates is
seminal to determining reservoirs, vectors and transmission routes. In this study, we at-
tempted to source-track MU infections to specific water bedies by matching VNTR prefiles
of MU in human samples to those in the environment. Environmental samplaes were collect-
ed from 10 water bodies in four BU endemic communities in the Ashanti region, Ghana
Four VNTR loci in MU Agy99 gencme, were used to genctype envirenmental MU ecovars,
and those from 14 confirmed BU patients within the same study area. Length polymorphism
was confirmed with sequencing. MU was presentin the 3 different types of water bedies,
but significantly higher in bicfilm samples. Four MU genctypes, designated W X Yand Z,
were typed in both human and environmental samples. Other reported genotypes were only
found in water bodies. Animal trapping identified 1 mouse with lesion characteristic of BU,
which was confirmed as MU infection. Our findings suggest that patients may have been in-
fected from community associated water bodies. Further, we present evidence that small
mammals within endemic communities could be susceptible to MU infections. M. uicerans
transmission could involve several routes where humans have contact with risk environ-
ments, which may be further compounded by water bedies acting as vehicles for
disseminating strains.

Author Summary

Buruli ulcer is a skin disease, which is endemic in over thirty countries, mostly in West Af-
rica, with affected populations being largely rural. The causative organism, Mycobacterivm
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thaf na compefing inferests exist tdeerans (MU), is an environmental mycobacterium and although transmission is unclear,
frequent exposure to these MU <ontaminated environments have been suggested as risk
factors. We conducted this study on the premise that if patients are infected from MU-
contaminated water bodies, then the genotype of MU straing in these patients should be
identical to those in their community assodated water bodies and wetlands. Using Vari-
able Number Tandem Repeat (VINTR] as a genetic tool. we determined the genotypes of
MU from both water bodies and patient samples. Comparison and overlap of these geno-
types, within each community, suggest that patients were possibly infected from at least
one water body. Additionally, we present evidence that small mammals within endemic
communities could be susceptible to MU infections and may be acting as reservoirs. Qur
findings suggest that future ecological and molecular studies in the hope of elucidating a
definite transmission route, should focus on source-tracking MU infections to community
associated risk environments while employing a OneHealth approach in the process.

Introduction

Buruli ulcer (BU) is a necrotizing skin disease which has been reported in over thirty countries,
The most endemic countries indude Ghana, Togo, Cote d'[voire and Benin with affected popu-
lations significantly being rural [1]. Mycobacterisus wlcerans (MU), the cansative agent of BU is
an environmental mycobacteria. The mode of transmission to humans is still not clear al-
though a few hypotheses have been advanced and testad [2-4]. Relving on advances in environ-
mental microbiology and genotyping tools to identify habitats and reservoirs of M. wdcerans
persistence and proliferation could aid in such transmission studies [5, 5] Human-to-human
transmission is rare [7] and infection seems to be high among people with frequent contact to
slow moving water bodies or wet lands, in endemic communities [5, 2). Within an aquatic envi-
ronment, M. ilcerans can be found at the air-water interface, form biofilm on surfaces and
probably occupy microhabitats not directly exposed to light but aerated [9]. From these bio-
topes, it is possible for the bacteria to infect susceptible hosts [10]. The viability of MU from en-
vironmental sources was proven with successful cultivation of the bacterium from an agquatic
insect and subsequent establishment of infection in a mouse model [11]. Additionally, molecu-
lar data have correlated abundance of MU DNA from these environments with increasing BU
cases [5]. We posit that patients are infected from MU-contaminated water bodies, hence MU
genotypes from both sources should be identical. Earlier efforts have focused on comparing
and differentiating human isolates within and from different geographical origins leaving out
the environmental component [12-14].

An emerging development on the transmission of MU is the role small mammals could be
playing in the ecology of the pathogen. M. uleerans infection with clinical presentations similar
to those in humans have been ohserved in koalas [15], possums [15, 17] and in armadilles [1 2],
in studies conducted in Australia. A study conducted by Durnez ef al. in Benin, where small
mammals were trapped and analyzed for mycobacterial infections, detected several species of
mycobacteria but not M. wdeerans [15). Experimental studies in Ghana have also shown indige-
nous grasscutters, Thryononys swinderianus, to be susceptible to M. ulecerans infection [20].
Small mammals, living in close proximity to humans and commonly hunted animals, like
grasscutters, rabbits and rats could therefore be potential reservoirs of M. sdeerans,

Application of VNTR typing has revealed genetic differences among MU isolates collected
from different patients and geographical regions [5. 14, 21-25]. Hilty ef al [14], identified
three pathogenic MU genotypes in Ghana using this tool. Their findings were corroboratad by
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ecological studies, investigating the distribution of M. ulcerans in endemic and non-endemic
communities in Ghana [5]. The addition of other polymorphic loci will therefore increase the
discrimination power in differentiating intra-species variation.

Transmission of environmental mycobacteria is dependent on the overlapping habitats of
the pathogen and humans [25). Major overlap occurs in water where humans are exposed to
mycobacteria through drinking, swimming, and bathing [ 25). Thus, we source-tracked human
MU infections to 10 water bodies, in four BU endemic communities, in Ghana. Using VNTR
as an identifying tool, we uncovered additional genotypes and showed that patients were most
likely infected from the water bodies they were frequently exposed to. We also assessed the role
of small mammals as reservoirs of MU and suggest that they may be susceptible to MU infec-
tions and/or act as reservoirs, Using the ‘OneHealth’ concept, which secks to define, manage
and prevent diseases using a holistic approach of human, animal and environmental impor-
tance, we discussed a plausible transmission model, suggesting possible routes of MU infec-
tions from the environment.

Materials and Methods
Ethics statement

Ethical approval for patient recruitment into the study was sought and approved from the insti-
tutional review board of the Noguchi Memorial [nstitute for Medical Research (NMIMR), Uni-
versity of Ghana, (FWA $0001824: IRBGGSC1276; IORGEE00S08). This also covered the
administration of questionnaires. All participants signed a written informed consent form be-
fore recruitment into the study. All suspected cases were confirmed by PCR and results sent
back to the District Health Directorate for treatment to commence. Approval for animal trap-
ping and collection was under the permit of the Ashanti Regional Ministry of Health and the
Wildlife Division of the Forestry Commission of Ghana (FCWD/GH-02), following its guide-
lines on animal husbandry. Dissection and harvesting of animal organs was adapted from Dur-
nez et al. [15).

Selected communities and water bodies

The study was carried out in Numereso, sub-district within the Amansie Central District of the
Ashanti region, Ghana. The four selected communities for this study were Wromanso
(N06.03256 W001.85751), Bepotenten (N06.0S213 WE01.96604), Monia-Gyaman (N86.05113
W001.92242) and Sukuumau (NG6.65190 WG 1.94341 ). These communities were selected
based on reported BU prevalence of 12.1,7.8, 6.6 and 6.4 (per 1000 persons) for Bepotenten,
Sukuumu, Monia-Gyaman and Wromanso respectively (Amansie District Health Directorate
records). There was at least one working borehole with pump in cach community, but inhabi-
tants still used water from water bodies, for domestic and agricultural activities (S1 Table). We
sought to identify among other things, livelihood strategies, hunting and animal rearing in
households and perception on the modes of BU transmission, using a questionnaire

we developed.

Environmental sampling

Environmental sampling followed procedures described by Williamson et al. [5] with slight
modifications. Soil, water filtrands and detritus were collected in triplicates and biofilm in
quintuplicates. A sterile scalpel was used to collect about 5g of soil from the water floor and
two from the riparian zone Sm apart into a 1 Sml falcon tube (BD Biosciences). This was pre-
served in 96% ethanol (Pharmacos). Detritus consisted of dead leaves, stems and grass blades
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within the water body. These were cut into a 15ml falcon tube and also preserved in 96% etha-
nol. Biofilm were taken from the surfaces of stems and leaves of dominant aquatic vegetation.
Briefly, these parts were cut into Ziplock bags,100ml of double distilled water was added, sealed
and the biofilm material was dislodged by rubbing the bag vigorously several times. About
50ml of the resulting suspension was then poured out into a falcon tube for later analysis. For
water filtrand, about 2L of water was scooped from the surface of the water body. Fifty millili-
ters of this was filtered through a 0.45um nitrocellulose filter (Whatman Inc). The water was
then pumped through until the built resistance could not be overcome. The nitrocellulose filter
was then removed and wrapped completely in aluminum foil. All samples were kept cool and
transported to the laboratory where they were preserved at 4°C until processing. All materials
were washed and decontaminated with 70% bleach and, sterilized with 90% ethanol and DNA
away (Molecular BioProducts) between sampling sites.

Sample collection from suspected BU patients

Active case searches were organized in the four communities and clinical samples taken from
all suspected BU cases for confirmation and for the study. All participants signed a consent
form before recruitment into the study. All suspected cases were confirmed by PCR and results
sent back to the District Health Directorate for treatment to commence. Samples taken which
were stored in a cooler included fine needle aspirates (FNA) for nodules and swabs for

open lesions.

Small mammal trapping and dissection

Sherman livetraps (H.B. Sherman Traps, Inc.) were used in all small mammal collections.
Traps, baited with a mixture of dried fish, groundnut paste and flour were set randomly in se-
lected houses, farms and near water bodies. A total of 100 traps were set per community per
night. Successful traps were labeled with the GPS coordinates of the site and all traps were
washed with bleach between communities. Trapped animals were euthanized with chloroform
and examined for external lesions and swellings before dissection. Organs including heart,
lungs, liver, stomach, small intestines, caecum, kidneys, and spleen were harvested into sepa-
rately labeled vials (2ml screw-cap tubes). Additionally, anal swabs, lesion swabs and tissue bi-
opsies of lesions, if present, were taken. Animal carcasses were disinfected and buried 1.5t
below the ground. This paper presents data on the five animals with external lesions.

Sample processing for laboratory analyses

Biofilm samples were concentrated with an optimized protocol developed in the lab. Briefly,
the 50ml falcon tubes containing the biofilm in suspension were spun at 12,000 rpm for 5 min-
utes in a High Speed Refrigerated Centrifuge (Suprema 21, TOMY) at 4°C. Twenty milliliters
of the supernatant was carefully decanted off. This procedure was repeated at 13,000 and
14,000 rpm and each time discarding SmL of the resulting supernatant. The remaining 10ml
was preserved at 4°C until further use. All other environmental samples were processed as pre-
viously described [7]. FNAs and swabs from patient samples were processed for culture, mi-
croscopy, DNA extraction and PCR using protocols from other studies [0, 27, 28). The samples
were cultured in two ways. In one set, serial dilutions were performed, plated on L] media
slants and incubated at 32°C. [n another set, samples were decontaminated using the Modified
Petroffs method and plated on L] media slants. Processing of animal samples was carried out
in a biosafety cabinet (Clean Bench, Hitachi). About a half of each organ sample (entire biopsy
was used) was homogenized on a glass slide using a scalpel. The homogenized tissue was then
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scraped into a vial containing 1ml of 1X PBS. The homogenate was then vortexed vigorously
and 250ul was used for extraction.

DNA extraction, PCR and sequence analyses

DNA extraction for human and animal samples were performed using the Qiagen Dneasy
blood and tissue kit (QLAGEN) following the manufacturer's protocol. For eavironmental
samples, DNA extraction followed the protocol described by Williamson et al. [5].

Negative and positive controls were included for each PCR run. Additionally, for eaviron-
mental samples spiked samples (2.5ul each of, positive control and an environmental extract)
were included to check for inhibitions. Bovine Serum Albumin (Promega) was also added to
environmental samples to relieve PCR inhibition in the amplification of all target loci. All PCR
reactions were performed in a 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). All primer se-
quences used in this study are listed in $2 Table. To identify environmental mycobacteria, sam-
ples were first screened using mycobacterial 16S yRNA primer as previously described [28).
Samples were then screened for the insertion sequence 1S2404 PCR in a nested PCR, adapted
from Ablordey et al. [5¢]. New primer sets were designed to amplify a 476bp product on the
MIsA domain, encodes enoyl reductase (ER), of pMUMGO! plasmid. This was performed ina
250l reaction containing 1 X PCR buffer (Promega), 1.5mM MgCl;, 400uM each of deoxyribo-
aucleotide (Promega), 160nM each of forward and reverse primers, 1U GoTaq polymerase
{Promega) and 5ul of genomic DNA. Reaction was cycled at 95°C for 3mins followed by 40 cy-
cles each of, denaturation at 94°C for 30s, annealing at 63°C for 35s and extension at 72°C for
45s. Final extension was at 72°C for 10mins and reaction held at 4°C.

PCR for VNTRs was adapted from Williamson e al. and Hilty ef ai. [5, 14] with slight mod-
ifications. Allelic profiles used were in the order: MIRU1, Locus 6, ST1, Locus 19. Briefly, ther-
mal cycling for all four VNTR loci were increased by additional 5 cycles. Seven microliters
{7uL) of PCR products were run on a 2% agarose gel {Sigma-Aldrich), stained with ethidium
bromide (Sigma-Aldrich) and band sizes were estimated with 100bp ladder. Repeat numbers
for all VNTR loci were calculated based on published data (5, 14, 21, 23-25].

Representative amplicons of IS2404, ER. 16S and VNTRs were confirmed with sequencing
VNTR-profiling was performed for only IS2404 positive samples and repeats confirmed with
sequencing randomized samples. PCR products (40uL), with varying repeat sizes for each
locus, were sent for sequencing {Macrogen Inc, Netherlands). Multi sequence alignments
{MSA) and phylogenetic analyses were performed within MEGA V5 [31]. Representative se-
quences for loci including 182404, ER, MIRU1, ST1, Locus 6 and Locus 19 have been deposited
in GenBank under the following accession numbers, KM459555, KM455598, KM455557,
KM459598, KM459595, KM459690, KM459661, KM459602, KM459663 and KM455504.

Results
Profile of selected communities

Majority of the inhabitants in all four communities were farmers (£3 Table) but some youth
were into small scale surface gold mining (galamsey) mainly along the Offin River (Fig. 1),
which runs through all four communities. Preliminary analysis showed that although about
50% of inhabitants in a community used nearby surface water bodies for various purposes,
swimming and bathing in these water bodies were the only activities (S1 Table) that were asso-
ciated with an increased risk for BU infection {unpublished data). This informed our choice of
specific water bodies to sample. [n total, ten water bodies were selected after active case surveil-
lance, where 2,4, | and 7 cases were detected in Wromanso, Monia-Gyaman, Bepotenten and
Sukuumu respectively.
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Figure 1. Four water bodies that were sampled. A} Twingun 2 pond at Sukuumu; B} llegal mining activities (galamsey; on the Cff n River at Mon a-
Gyaman; C) Nkotia stream at Sukuumu; D) Bebonu pond at Wromanso.

30i:10.1371joumnal prad 0003437 9001

Case confirmation

Both microscopy and culture were attempted for FNA and swabs. However, acid-fast bacilli
were not detected. There was over growth of other bacteria in the set that was serially diluted
but not decontaminated. No growth was observed in the decontaminated set. Case confirma-
tion was therefore based only on PCR (Table 1),

Preliminary detection of MPMs in environmental samples

All environmental samples (N = 140) were first screened for Mycobacterium spp using the my-
cobacterial 16S rRNA primers. Positive samples were then tested for 1S2404. Total sample posi-
tivity was 38/140 (27%) and 25/38 (66%) for 16S and 1S2404 respectively (Table 2). The Offin
River at Sukuumu had the highest positivity for Mycobacterium spp and MPMs. Of the 14 sam-
ples from this river, eight contained mycobacteria out of which 5 were confirmed as containing
MPMs. Mycobacteria was not detected in all 14 samples from Mon-Offin. At least one sample
from all type of water body; River (Suk-Offin, Wro-Offin and Bep-Oda), Stream (Mon-Nkotia,
Mon-Ampoma and Suk-Nkotia) or Pond (Wro-Bebonu, Suk-Twingun] and Suk-Twingun2)
tested positive for 1S2404 (Table 2). The Offin River flows close to all four communities, but
could not be sampled at Bepotenten as it was inaccessible due to galamsey (illegal surface gold
mining) activities at the time of sampling (Eig. 1). Highest positivity for 16S was observed with
biofilm 22/50(44%) with the lowest being detritus 2/30 (7%). Differences in matrix positivity
was statistically significant (P = 0.0007) when tested with the Chi-square contingency table for
independence (Table 2). AFB microscopy showed clumps of bacilli in biofilm samples as
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Table 1. MU confirmaton and VNTR profile of MU detected in human sampies.

Amansie Central Tests
Diagnosis VNTR allelic profiles Genotype

Communites TestID 16S 1S2404 ER MIRU1 LS STt L19

Wromanso Fw1 Pos Pos Pos 1 2 2 2 V4
Fw2 Pos Pos Pos 1 2 2 1 Y

Monia-Gyaman SMm1 Pos Pos Pos 1 1 2 2 X
swe Pos Pos Pos 1 1 2 1 w
MG Pos Pos Pos 1 2 2 1 Y
(20 Pos Pos Pos 1 1 2 2 X

Bepotenten FB1 Pos Pos Pos 1 2 2 1 Y
FB2 Neg Neg Neg

Sukuumu FS1 Pos Pos Pos 1 1 2 2 X
Fs2 Pos Pos Pos 1 2 2 1 Y
FS3 Pos Pos Pos 1 1 2 0 UA
FS4 Pos Pos Pos 1 2 2 2 z
FSS Pos Pos Pos 1 1 2 2 X

1 1 2 1 W

FS8 Pos Pos Pos 1 1 2 0 UA
FY1 Pos Pos Pos 1 2 2 2 z

UA, unassigned. PCR ampification of Locus 19 was unsuccessful for FS3 and FS6. Locus 6 and Locus 19 were the main determinants for a genotype.
Patient, FB2 was negative for MU. Pos, positive, Neg = negative, L6 = locus 6, L 19 = locus 19.

d0:19.137 Voumnal. prid.0003437.4001

compared to single bacilli in detritus (S1 Fig.). Twenty-five of the thirty-eight {66%) 16S posi-
tive samples were positive for 1S2404. All four 16S positive soil samples were 182404 positive
and 4% of 16S positive biofilm samples tested positive for 1S2404.

VNTR analysis of human samples reveals additional M. uicerans
ecovars

Fifteen suspected patients were included in this study following an active case surveillance.
Fourteen were positive for 16S, 1S2404 and ER (Table 1). ER sequence analysis showed >55%
similarity to M. uicerans except sample FY1 which had equal identities, $1%, to both M. wicer-
ans and M. lifiandii. All 14 BU confirmed patients were recommended for treatment VNTR-
PCR was performed for 152404 positive samples (14/15) and repeats confirmed with sequenc-
ing (Fig 2). Allelic profiles were written as (MIRU1, Locus 6, ST1, Locus 19). Four genotypes,
designated, W(1,1,2,1),X(1,1,2,2),Y(1,2,2,1) and Z (1, 2, 2, 2), were observed for
human samples. Locus 6 and 19 were the main determinants of a particular genotype because
each gave two repeats, 1 or 2. MIRU1 and ST1. invariably gave repeats of 1 and 2, respectively.
Four samples showed genotype X, 4 showed genotype Y, 3 typed genotype Z and 2 as genotype
W. However, one patient (FSS) had MU infection with two genotypes, X and W (Table 1) with
band sizes at 280bp and 340bp at locus 15 (82 Fig.), differentiating these genotypes. Genotypes
for FS3 and FS6 were indeterminate because there was no amplification at locus 1. [nteresting-
ly, sample FY1 showed a partial repeat for locus 19 {Fig 2) leading to the profile Z.
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Table 2. 16S and 152404 positivity in sampled water bodes and matdces.

N186S positive/total sampled (%) N°1S2404 positive/total 168 positive (%)
Water bodies
Wro-Offin 2/14(14%) 2/2(100%)
Wro-Bebonu 1147 %) 1/1{100%)
Mon-Offin 0/14(0%) 0/0{0%)
Mon-Nkotia 5/14(36%) 4/5(80%)
Mon-Ampoma 3/14Q21%) 2/3(67%)
Bep-Oda 4/14(29%) 4/4(100%)
Sux-Offin 8/14(67%) 5/8{63%)
Sux-Twingun 1 3/1421%) 1/3(34%)
Suk-Twingun 2 5/14(36%) 4/5(80%)
Suk-Nkotia 7/14(50%) 2/7(29%)
Total 38/140 (27%) 25/38(66%)
Sample matrices
Biofitm 22/50(44%) 14/22(64%)
Filter 10/30(33%) 6/10(60%)
Dediftus 2/30(7%) 1/2(50%)
Soif 4/30(13%) 474(100%)
Total 38/140(27%) 25/38(66%)

Environmental samples were first screened for mycobacterial 16s rRNA positivity. Positive samples were
then screened for 1IS2404. At each water body, biofilm were collected in quintuplicates. All other samples
were collected in triplicates. Biofilm were the most positive, (22/38) for 16S and this difference in matrix
positivity was statistically significant (P = 0.0007) using the Chi-square contingency table for independence.

ot 10,137 oumal. pnid 0003437.1002

Environmental samples showed similar M. ulcerans genotypes as those
confirmed in patients

Six MU genotypes, W, X, Y, Z, A and B, were observed for environmental samples (Table 3), in
182404 positive samples. M. marinum DL genotype E (1, 2, 1, 2) was observed in a biofilm sam-
ple from Twingun pond 2. A biofilm sample, BAB-4, collected from the Oda River, Bepotenten,
showed a VNTR profile Y (1, 2, 2, 1) similar to a patient sample, FB1 (Table 1 and S2 Fig.),
from the same community. Additional bands were observed, suggesting presence of other
MPMs. A similar observation was made for BAF-3, which had ST1 repeat of 3 and was con-
firmed with sequencing as M. marinum M strain (Fig. 2). Also, we observed a unique genotype,
OTS (1,2, 7,ND) in soil and biofilm samples. Genotypes W, X, Y, A, B and E were observed in
Sukuumu Genotypes Xand Y, OTSand Y, Z and Y, were observed in Wromanso, Monia-
Gyaman and Bepotenten respectively. Twingun 2 pond had the most diverse genotypes (n = 5).

Increased discrimination of VNTR markers suggests heterogeneity of
MU strains and corroborates previously reported genotypes in Ghana

Four MU genotypes, W (1,1, 2,1),X(1,1,2,2), Y (1,2, 2, 1) and Z (1, 2, 2, 2) were identified
from both human and environmental samples. Comparing them to published MU genotypes,
repeat variation (1 or 2), for Locus 6 and 19, were similar (S4 Table). MIRUland ST1 had con-
served repeats of 1 and 2 respectively, for all human MU genotypes in this study. This again
was consistent with the published MU genotypes, except for B C, and the two Amansie MU
strains 2 and 3. Amansie MU strains 1, 2 and 3, were profiles from Amansie West, Ghana [14].
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Figure 2. Sequence confirmation of VNTR repeats and phylogeny of KU isolates. The avolutionary
history was inferred using the UPGMA method [39]. The optimal tree with the sum of branch length =
1.31839434. The percentage of replicate trass in which the associated taxa clustared together in the
bootstrap test (1000 replicates) are shown next 1o the branches [£0]. The reference sequences
{represented with square) of the MIRU1 (ScoA gene) onthologs, M. marinum, M. iiflandif and M. ulcerans
were retrieved from GenBank with accession numbers CP000854.1, CP003699.1 and DQ397533.1
respectively. Sequences of human and environmeanltal samples are represented with triangles and circles
respectively. Tandem repeats were analysed using Tandem Repeat Finder [4 1] and pattern searches in
Microsoft Word 2013,

ot 1. 1371 foutral prtd 0003437 9002

This is adjacent to the current study area. Furthermore, Genotype X had similar VNTR profile
as MU genotype D [(32]. M. liflandii with ceported genotype F (1, 2, 2, 1) [7] was identical to
current study genotype Y (1, 2, 2, 1). Overlapping the VNTR profiles of two Ghanaian

isolates, the Amansie West strain 1 and Ghana sequence strain, gives a complete VNTR profile
X(1,1, 2,2). Other genotypes observed, A (1,1,1,2), B(3, 1, 1, 2)and E (1, 2, 1, 2), were identi-
cal to published genotypes, however, they were typed to environmental samples. Phylogenetic
analysis clustered human (FW1, FY1 and FW2) and enviconmental (BAB4 and SKB5) samples
with reference M. ulcerans ScoA ortholog suggesting genetic relatedness as predicted with the
VNTR profiles (Fig. 2). In separate analysis we performed multi sequence alignment of the
MIRU repeat consensus sequences from all sequenced amplicons with the corresponding re-
peat sequence published [14). We observed a 100% sequence match, thus, supporting the ob-
served clustering of our profiles with reference MU. Similarly, a separate phylogenetic analysis
using 1S2404 sequences showed a similar clustering with reported M. wlcerans orthologs

(S3 Fig). However, we observed two clusters, Our samples formad one cluster with two

M. slcerans orthologs and the other cluster was formed by 12404 orthologs of other MPMs.

Detection and confinmation of MU in animal samples

A total of 78 small mammals were collected over 4 collection nights. Lesions (Fig. 3) were ob-
served on only five animals (6.41%). [dentified lesions were on the thigh, tail (2 animals), ear

PLOS Negected Tropical Diseases | DOI:10.137 1/joumal .pntd. 0003437  January 22, 2015 9/18
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Table 3. VNTR analysis of environmental samples.

Community Water body Type of matrix VNTR alislic profiles Genotypes
MIRU1 Locus 6 s Locus 19
Wromanso
Bebonu pond Biofilm
WEBE-S 1 2 2 1 Y
WEBB -1 1 2 2 2 z
Monéa-Gyaman
Akotia stream Biofilm
MNB 1 2 2 1 Y
Detritus
MND 1 2 2 1 Y
Soil
MNS 1 2 0 0 UA
Ampoma stream Biofilm
MPB 1 2 7 ND oTs
Detritus
MPD 1 2 2 1 Y
Bepotenten Oda River Biofilm
BAB-4 1 2 2 1 Y
Filter
BAF-2 1 2 2 2 z
BAF-3 0 2 3 0 UA
Susasurmnu Offin River Biofilm
soe-s 1 2 2 0 Y-
sSoe-4 1 2 7 ND oTs
Filter
SOF-1 1 2 7 NC OTS
Soil
S0S-3 1 2 2 0 Y-
S0S-3 1 2 7 ND oTs
Twingun 1 pond Filter
STF 1 ND 1 NC UA
Twingun 2 pond Biofilm
SKB-3 1 1 2 2 X
SKB-4b 1 1 1 2 A
SKB-5 1 2 2 1 Y
SKB-2 1 2 1 2 E
SKB-4a 3 1 1 2 e
Akotia stream Biofilm
SNBE-5 1 1 1 w
SNB-2 ND 1 4 1 UA

UA, unassigned, CTS, genotypic designation of unidentified MPM, NP, none positive. ND, not done, 0, no amplification. BAF-3 was confirmed as
M. marinum trom BLAST searches. Two water bodies (Wro-Offin and Mon-Ctfin} are not shown because no VNTR loci was amplified for any of the
samples collected. MU presence was independent (P = 0.8081) of the type of water body (river, stream or ponds.

40i10.137 Vjournal pnid 0003437.1003
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Figure 3. Two mice with lesions characteristic of BU. A) S6, had a lesion <Tcmonthe leftthigh. B} S 11, with a lesion < 1cm on the tail, Lesion biopsy was
positve for 16S IANA, 152404 and ER, which was confirmed as MU following sequencing.

dai:10.137 1journal pnid 0003437 9003

and abdomen. Table 4 gives the PCR and sequence data analysis for the organs and lesions of
the five small mammals. All five had at least one sample positive for 16S-PCR. However, se-
quences of the amplified 16S rRNA confirmed Microthrix parvicella, Corynebacterium mastiti-
dis and Corynebacterivm macginleyi in 3 animals (Table 4). 16S rRNA sequence of the lesion
sample from a mouse, Mastonys spp, with Test [D S11, showed sequence similarity at 81% to
the 168 rRNA of M. wlcerans AgyS9 (accession N° NR 674861, GenBank). Additionally, se-
quencing of the I$2404 amplicon revealed 99% identity to M. ulcerans Agy99 partial, plasmid,
pMUMODO1, GenBank accession N° CP000325.1 (S3 Fig.), and was also positive for ER. We
have not been able to determine the VNTR profile of this sample yet.

Micro geo-distribution of genotypes suggests ponds harbour diverse
M. ulcerans ecovars

We overlapped human and environmental VNTR profiles within our study communities to

observe MU genotype distribution (Fig. 4). Genotype Y intersects both environment and

human populations in all communities. Genotype Z was detected only in environmental
Table 4. Mycobacter a detection in organs of animals with lesions.

Mycobacteria detection in organs of animals with lesions

Test Genus community Trapping site of 16S-positive ER-positive Isolate: sequence match

D site lesion organs organs

B8 Rattus Bepotenten  Cda River Right ear SLK none K; M. parvicefa

W5 Mastomys Wromanso  house Tail S|, K, SP, LS, AS none NA

w11 Mastomys Wromanso  house Abdomen Sl 8, CS none SI; Corynebactenum. mastitidis

S6 Mastomys Sukuumu house left thigh St none St; Corybactenium macginieyi strain
JCL-2

s11 Mastomys Sukuumu house Tall Ly, CS, LB Le* LB; M. ulcerans strain Agy99

Stomach(St), Kidney(K}, Small intestine(S1}), Spieen(SP), Lesion biopsy(LB}, Lesion swab{LS), caecum(CS), lungs{Lu}, anal swab{AS}. NA, not amplified.
* Also positive for 1IS2404 (99% sequence identity to MU Agy99). 16S positivity was used to infer presence of Mycobac tenium sop in organs but 152404
sequencing was used to confirm presence of MU.

40i:10.137 Vjournal pnid 0003437.t0D4
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Figure 4. Community-based geographical distribution of MIPK1 genotypes from humans and water bodies. The map of study communities was drawn
using ArcMap 10. Rectangular and circular callouts contain genotypes of MU detected in humans and the environment resoectively. Intersection of callouts
contain ganotypes common to both sources. Red tiangle (in Sukuumu) represents MU-positive animal. Genotypes W, X, Y and Z were found bothin the
environment and human population. The Offin River is represented by blue dotted lines and contact sites on it are represented by green squares.
Communities are represented by symbol for a house and other sampled waler bodies are represented by colored dots as defined in the legend.

€0i:10.1371journal prid 00034370004

sources. A similar situation was observed in Monia where genotypes W and X were found in
humans but not in environmental samples. Genotypes X and Y were detected in both the envi-
ronment and in human infections in Wromanso. Sukuumu presented the most diverse geno-
types, W, X and Y in both human and environmental samples and Z, A, B and E in the
environment but not humans. The MU positive lesion sample, on the small mammal, was also
detected in Sukuumu. In grouping genotypes from the three types of water bodies, we observed
that ponds harboured 6/8 genotypes (X, Y, Z, A, B and E), rivers had 3/8 (Y, Z and OTS) and
streams with 3/8 (W, Y and OTS). However, mycobacteria presence, particularly MU, was in-
dependent of the type of water body (P = 0.8081) when tested using the Chi-square contingen-
cy test for independence.

Discussion

Environmental MPMs are of enormous medical importance due to their ability to cause oppor-
tunistic infections in humans and other vertebrates [15]. A better understanding of their ecolo-
gy is crucial to controlling the spread of diseases they cause. Although few studies have typed
environmental and clinical isolates of MU, the broader geographical distribution of these envi-
ronmental pathogens against observed focal infections in human populations (5, 13] still poses
a challenge to transmission studies. This is the first study that attempted to focally type MU
samples from populations, the enviconment and small mammals in four endemic communities
with the aim of tracking infections to MU-contaminated environments.
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Water contact by individuals in our study communities were high although the presence of
bore wells minimized the use of surface water for drinking purposes. Community members
however used surface waters for bathing and washing purposes. With nine of the ten {$/10)
water bodies sampled being positive for MU, frequent usage and exposure could be source of
MU infections to the communities. All MU genotypes detected in patient samples collected
from a community were also found in at least one community associated water body.

Mycobacteria presence was higher in biofilm (P = 0.0007). Similarly, MU presence was
higher in biofilm, consistent with other reports [5, 6]. These suggest biofilm as the preferred
microhabitat for MU within aquatic enviconments. AFB microscopy revealed clumps of MU
bacilli in biofilm samples as compared to single bacilli in detritus. Thus, future attempts to cul-
ture MU from the environment could focus on concentrating biofilm. Additionally, we noticed
that at least one sample from any type of water body tested positive for [S2404. Although a pre-
liminary confirmation of MPMs, it suggests that MU and other MPMs may be found in most
fresh water bodies, in endemic communities.

Using four loci, we increased the discrimination power of VNTR typing to obtain four MU
genotypes with similar allelic profiles consistent with previous data (6, 14] and showed that
VNTR typing for enviconmental samples could give varying allelic combinations. Currently,
MU is the only reported MPM causing BU in humans except a few reported cases in some
small mammals [15]. [n this study, we ficst genotyped MU samples from humans and then
compared the profiles to samples obtained from water bodies frequently used by inhabitants,
including patients. This helped to properly match genotypes from the two sources and establish
a possible source of infection within each community. At least one genotype was common to
both sources, in all four endemic communities, suggesting theic water bodies as likely sources
of infection. Furthermore, these water bodies, particularly, rivers, may serve as vehicles for the
dissemination of MU strains (32] and could partly explain why genotype Y was found in all
communities. The four MU genotypes; W, X, Y and Z, from humans were identical to those ob-
tained in the environment. Phylogenetic analysis clustered some environmental samples with
human samples, and showed significant sequence homology to reported MU orthologs S, 23,
24]. Additionally, genotypes A, B and E (M. marinum DL), similar to those reported by Wil-
liamson et al. 5], were found only in the environment. Ponds harboured most of the genotypes
including M. marinum DL, genotype E. This data is parallel with studies associating the disease
with stagnant or slow moving water bodies [5-8). Repeats of 1 and 2, for MIRU1 and ST1 re-
spectively, were constant for all human samples but varied for environmental samples. This is
consistent with that reported by Hilty and colleagues [14] for MU strains in the Amansie West
District, which is adjacent to the area of this study. Loci 6 and 19, each with repeats of 1 and 2,
were the determinants of these genotypes, corroborating findings by similar studies (6, 21, 22,
33). These data suggest that while it may be sufficient to use loci 6 and 19 to discriminate be-
tween MU strains from humans, a combination of all four is necessary to match human isolates
to environmental ecovars in transmission studies. There have been no reported cases of co-in-
fection and this was shown in a recent study [33]. However, Our VNTR typing, confirmed
with sequencing, showed that one patient had two strains of MU, genotypes W and X.

[nterestingly, in the current study, genotype Y, witha VNTR profile 0f(1,2,2, 1,) found in
humans and water bodies, is identical to the purported M. liflandii, genotype, F (1, 2, 2, 1), re-
ported by Williamson et al. (5]. M. lifiandii has been reported as an environmental pathogen
which causes infection in fishes and frogs and thus was considered a separate species [34].
However, recent sequencing and additional data on this pathogen suggest it is a M. wlcerans
strain, M. wlcerans ecovar {iflandii [35). Thus, our data support this assertion and further sug-
gest that genotype Y could be a pathogenic subtype of MU, which was previously considered
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M. liflandii, a frog, Xenopus laevis, pathogen [s]. However, this needs to be confirmed using
cultured isolates.

Furthermore, genotype Y, was ubiquitous in soil, biofilm and detritus, in most water bodies.
It was the only genotype common to the two sources, within each community. Genotype Z,
identified in filtrands and biofilm, appeared to share similar ecology and epidemiology as geno-
type Y. This observation may suggest that mycobacteria with this genotype are able to survive
and proliferate in different parts of the water body. Hence, patients could frequently be exposure
to them, in relation to other strains. This may explain why they were detected in 50% of human
samples, across the four communities. However, our data does not imply high transmissibility
of Y/Z-type strains to humans nor their relative virulence as suggested by a recent study (33).

MU presence was observed to be independent of the type of water body (P = 0.8081) but we
observed that ponds harboured most of the genotypes in all the four communities. Thus, while
MU may be widely distributed in the environment [5], strains of the bacteria may have micro-
habitat preferences and this could account for focal transmission of the pathogen in some en-
demic communities [5, 13]. Our data, although preliminary, provides a good basis for studies
to investigate ecological preferences of MU strains. Although genotypes A and B were present
in the environment, they were not typed in human samples. Arguably, our sample number was
low, however, it could be that strains with these genotypes occupy microhabitats where human
contact were infrequent. Samples with similar genotypes have been shown to cause infection in
humans [33]. Efforts to culture these environmental samples were unsuccess ful, consistent
with similar observations by Williamson et al [33], suggesting that existing laboratory culture
conditions may be unfavourable for certain mycobacteria. We uncovered MPMs with VNTR
profile OTS (1,2, 7,ND) and ST1 repeats of 3 (M. marinum), which have not been previously
reported, consolidating earlier statements of presence of pathogenic strains with propensity to

cause infection in aquatic vertebrates and other small mammals [5, 9, 16, 35]. However, isola-
tion and culturing of these strains are needed to substantiate these assertions.

Small mammals including possums and grasscutters have been observed to have lesions
characteristic of BU [16, 28). Field studies conducted in Benin to identify mammalian reser-
voirs detected other mycobacteria but not MU [19]. We report on the first detection of MU
DNA from a tail lesion of a mouse, Mastomys spp, trapped in Sukuumu, a BU endemic com-
munity in Ghana. We observed a lesion, < 1cm on the tail. ER-PCR of the lesion biopsy speci-
men was positive. Interestingly, sequencing of the 168 *RN'A and 1S2404 amplicons showed
greater than 81% and 98% identities respectively, to M. ulcerans strain Agy99. Our data, though
preliminary, suggest that small mammals in BU endemic communities could be susceptible to
MU infections. While these mammals may serve as reservoirs of MU, their definite role in
transmission needs to be thoroughly investigated.

Several hypotheses for the transmission of MU bacilli from the environment to susceptible
host have been put forth; bites from aquatic insects and mosquitoes, inoculation into open le-
sions and aerosolization of droplet nuclei [4, 35]. Activities including swimming, bathing and
washing of clothes, irrigation, mining and certain agricultural activities may expose humans to
MU. [ndividuals could be inoculated with MU, bacilli in biofilm, following a cut from a blade
of grass. Within the aquatic system, there are complex interactions, where plants may provide
substratum for MU to form biofilm [37], and aquatic vertebrates, e.g fish may serve as reser-
voirs [38]. Additionally, a few aquatic insects have also been implicated in other proposed
transmission routes [7]. Small mammals could infect humans with MU via bites, food and
water contamination or handling during hunting. In turn, activities of these animals including
drinking or searching for prey (fish, aquatic insects and food particles) around MU risk envi-
ronments may expose them to infections [15]. Although the current study does not provide
data on definite transmission route of MU or other MPMs, our results provide evidence to
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show that BU patients or individuals living in BU endemic communities could be most likely
infected from MU-contaminated water bodies. Measures to control MU infections, Buruli
ulcer, should therefore consider adopting a “OneHealth” approach, where various interdisci-
plinary efforts linking human, environmental and animal health sciences, can be used to deci-
pher definite transmission routes of the pathogen.

Conclusion

VNTR typing confirmed repeats previously reported by other studies and resolved the appar-
ent homogeneity in MU isolates, in Ghana. In this study, we identified four M. uicerans geno-
types (W, X, Y, & Z) both in humans and sampled water bodies in the Amansie Central
District of the Ashanti region, Ghana. Other previously reported M. wicerans genotypes

(A & B) and M. marimun DL, genotype E, were detected only in water bodies. Confirmation of
repeat numbers by sequencing showed that certain MU strains harboured partial repeats and
other MPMs had repeats not previously reported. Genetic comparisons and geo-distribution of
genotypes were used to source track MU infections to specific water bodies. Our findings sug-
gest that patients may have been infected from local water body sources, which also serve as
reservoirs and vehicles for the dissemination of MU strains and other MPMs in endemic com-
munities. Transmission of MU could involve several routes where humans have contact with
risk environments. Further, we present evidence that small mammals within endemic commu-
nities could be susceptible to MU infections and may be acting as reservoirs. Thus, we support
the hypothesis that transmission of MPMs, particularly, M. uicerans, is dependent on the over-
lapping habitats of the pathogen and humans.

Supporting Information

S$1 Fig. Comparison of AFB in two environmental samples. A) Shows a cord {clump of
bacilli) of acid fast bacilli in a biofilm sample and B) shows individual bacilli {detritus sample)
as shown by the arrow. (X1000 magnification)

(TIF)

$2 Fig. Gel picture showing VNTR profiles of environmental and human M. ulcerans ecov-
ars. FB1 is a human sample from Bepotenten and BAB-4 is a biofilm sample from Oda River,
Bepotenten. Both typed genotype Y (1, 2, 2, 1). Additional band higher up in lane 4 of BAB-4
may suggest presence of other MPMs with more than 3 repeats for Locus 19. FS5 is a human
sample taken from Sukuumu, which had two genotypes X (1, 1, 2,2) and W (1, 1, 2, 1). Band
sizes at lane, 340bp and 280bp, separated X and W respectively. Lanes 1, 2, 3 and 4 represent
MIRUL, Locus 6, ST1 and Locus 15 respectively, for both upper and lower gels. Both gels were
run with negative controls (Neg Ctrl).

(TIF)

S$3 Fig. Genetic relatedness of environmental samples using 152404 phylogeny. All environ-
mental samples, together with the animal and human samples, formed a single cluster with re-
ported M. ulcerans orthologs, The evolutionary history was inferred using the UPGMA
method [39]. The optimal tree with the sum of branch length = 1.31639434. The percentage of
replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1600 repli-
cates) are shown next to the branches [40]. The reference sequences of the insertion sequence
(182404) are represented with squares. Sequences of human and environmental samples are
represented with triangles and circles respectively. The MU-positive animal sample (S11LB) is
represented by the black dot.

(TIF)
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S1 Table. Activities around water bodies.
(DOCX)

$2 Table. List of primers used for PCR amplifications.
(DOCX)

$3 Table. Livelihood strategies.
(DOCX)

S4 Table. VNTR profiles and MPM strain designated genotypes of current study and

from published data. W, X, Y and X are M. uicerans designated genotypes from current study.
A, B,C,and D are M. wlcerans designated genotypes from literature. Other published MPM ge-
notypes; E is M. marinum DL, MPS is M. pseudoshottsii, MM is M. marinum and F is M. liflan-
dii.* *© means identical, > means same genotype as in current study. ND, not done. Gh seq,
Ghana sequence.

(DOCX)
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Résumé

L'endémicité de I'ulcere de Buruli (UB), infection a mycobactérie non tuberculeuse (MNT), est la plus élevée en Cote
d'lvoire (39,6 % des nouveaux cas dans le monde en 2013). Des études épidémiologiques ont identifié la mycobactérie
productrice de mycolactone (MPM), Mycobacterium ulcerans, comme agent pathogene et ont montré que les milieux
aquatiques constituent la principale source de l'infection. Plusieurs réservoirs environnementaux sont suspectés dans la
transmission a I'homme mais, le mode de transmission reste inconnu. Ainsi, en supposant que leur transmission dépendrait du
chevauchement de leur habitat écologique et ceux de ’homme et des animaux, cette étude a eu pour but de caractériser les
MNT, en particulier M. ulcerans et les autres MPM a I’interface homme-animal-environnement, afin d'élucider les possibles
modes de transmission.

Cette caractérisation a été réalisée aussi bien pour des environnements a risque incluant de potentiels réservoirs mais
également des isolats de cas d’infection cliniques, au sein de cing localités endémiques de 1’UB. Il s’est agi de deux localités
du Centre-ouest (Zaibo, Gorodi) et de trois localités du Sud-est (Léléblé, Sokrogbo, Ahondo) de la Cdte d'lvoire. La collecte
des échantillons a abouti & 195 matrices environnementales (biofilms, sols, détritus de plantes et filtrats d’eau) issues de 15
points d'eau couramment utilisés par les communautés ; 35 aspirations a l'aiguille fine et écouvillons de Iésions chez 30 cas
cliniques ; des échantillons d’organes et 1ésions provenant de 111 rongeurs piégés dont 8 présentant des lésions suspectes.

Apres extraction de I'ADN, un criblage utilisant le géne mycobacterial 16S rRNA et 1S2404 est effectué pour la détection
de Mycobacterium spp et des MPM, suivie par un typage VNTR (MIRUL, locus 6, ST1, locus 19) des isolats de MPM. La
majorité des matrices environnementales (52,8 % pour 16S rRNA, 8,7 % pour 1S2404) sont contaminés par les MPM avec
pour la plupart les filtrats d’eau. Tous les loci VNTR n’ont pu étre amplifiés avec ces échantillons mais, leur séquencage a
identifié des isolats de M. ulcerans Agy99 et M. liflandii, au niveau des environnements contaminés. De potentiels réservoirs
animaux sont également identifiés par la confirmation de lésions suspectes observées chez deux rongeurs (GP3a et ST1),
appartenant & I’espéce Mastomys natalensis, avec 94 % et 98 % de similarité de séquences respectivement, pour la souche M.
ulcerans Agy99. Par ailleurs, 94,3 % des 35 Iésions des cas d’infection chez I’homme sont confirmés. Le typage VNTR de
ces échantillons a identifié cing génotypes de M. ulcerans notamment Q, R, S, T, U ; le profil Q correspondant au profil
VNTR C de M. ulcerans précédemment décrit en Cote d’Ivoire et au Ghana.

Ces résultats mettent en évidence la présence des MNT au sein des localités étudiées et suggére le role de
I'environnement dans leur diffusion incluant les petits mammiféres comme sources d’infection. Un nouveau typage VNTR
des isolats issus de I’environnement, des cas d’infection chez I’homme et les animaux, permettrait donc de retracer
précisément la source de I’infection aux MNT chez I’homme. Sur cette base, les modes possibles de transmission pourraient
alors étre élucidées afin de promouvoir des politiques de contrdle plus adaptées au sein des communautés affectées par la
maladie.

Mots clés: environnement, homme, mycobactéries non tuberculeuses, transmission, ulcere de Buruli

Abstract

The endemicity of Buruli ulcer (BU), a non-tuberculous mycobacteria (NTMs) infection, is the highest in Cote d'lvoire
(39.6 % of worldwide new cases in 2013). Epidemiological studies identified the mycobacteria producing mycolactone
(MPMs), Mycobacterium ulcerans, as the causative agent and showed that aquatic environments represent the main source of
infection. Many environmental reservoirs are suspected in transmission to humans; however, the exact transmission mode
remains unknown. Thus, assuming that their transmission depends on the overlapping ecology of human and animal habitats,
this study aimed to characterize NTMs, particularly M. ulcerans and other MPMs, within human-environment-animal
interface, in order to elucidate possible transmission routes.

The characterization was performed for suspected environments including potential reservoirs as well as for human
isolates of infection cases, within five BU endemic localities. There were two in Western Centre (Zaibo, Gorodi) and three in
Eastern South (LéIéblé, Sokrogbo, Ahondo) areas in Cote d’Ivoire. The biological material collected included 195
environmental matrices (biofilms, soils, plant detritus and water filtrates) from 15 water bodies usually used by communities;
35 fine needle aspirations and swabs from lesions of 30 human cases of infection; organs and lesions samples from 111
trapped rodents from which 8 were observed with BU-like lesions.

After DNA extraction, a screening for Mycobacterium spp and MPM using the mycobacterial 16S rRNA and 1S2404
genes was performed. Then, VNTR loci (MIRU1, locus 6, ST1 and locus 19) were used to genotype isolates of MPMs. The
majority of environmental matrices (52.8 % for 16S rRNA, 8.7 % for 1S2404) were contaminated by MPM with mostly water
filtrates. All the VNTR loci were not amplified with theses samples but sequencing of positive ones identified M. ulcerans
Agy99 and M. liflandii, among contaminated environments. Potential reservoirs were also identified regarding BU-like
lesions, from two rodents (GP3a and ST1) belonging to Mastomys natalensis species, which showed 94 % and 98 %
similarity with M. ulcerans Agy99 strain respectively. Besides that, 94.3 % of the 35 lesions of human infection were
confirmed. VNTR typing of positive human samples identified five M. ulcerans genotypes, designated Q, R, S, T, and U;
profile Q matching with the previously reported genotype C of M. ulcerans, common in Cote d’Ivoire and Ghana.

These results highlight the presence of NTMs within investigated localities and suggest the role of environment in their
dissemination including small mammal as infection sources. A new VNTR typing of isolates from contaminated
environments, human and animal infection cases would allow precise source tracking of NTMs involved in human infection.
Based on that, possible transmission pathways could be elucidated to ultimately promote adapted control policies in affected
communities.

Key words: environment, human, non-tuberculous mycobacteria, transmission, Buruli ulcer



