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            INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

Les maladies tropicales négligées (MTN) constituent un groupe de 20 maladies 

infectieuses prévalentes dues à des bactéries, des protozoaires, des helminthes et des 

champignons. Elles sont principalement répandues dans les pays sous-développés, au climat 

tropical ou subtropical humide, notamment dans les zones rurales isolées loin des centres de 

santé, dans les zones de conflit et les zones dépourvues de l’eau propre, où les gens vivent 

dans de mauvaises conditions d'hygiène, à proximité des vecteurs de transmission (1). Les 

MTN affectent plus d'un milliard de personnes dans le monde et coûtent des milliards de 

dollars en termes de coûts de soins de santé et de perte de productivité. Cet énorme fardeau 

financier pèse lourd sur les économies des pays endémiques, fournissant un argument 

économique solide pour investir dans la prévention, le diagnostic et le traitement précoce de 

ces maladies (2). 

Les maladies tropicales négligées à manifestations cutanées (MTN-C) 

constituent un sous-groupe des MTN, une famille constituée de neuf maladies qui présentent 

des manifestations cutanées, soit comme symptôme principal, soit comme caractéristique 

clinique associée (3). Ces maladies sont l'ulcère de Buruli, la lèpre, le pian, la gale, la filariose 

lymphatique, le mycétome, la leishmaniose cutanée, la leishmaniose dermique post-Kala-azar 

et l'onchocercose (4). Le pronostic vital peut être défavorable en l'absence de traitement 

approprié. Ces maladies peuvent entraîner chez des patients des déformations cutanées 

visibles voire des handicaps physiques avec des incapacités permanentes. Les victimes des 

MTN-C sont soumises à une stigmatisation sociétale et une discrimination tout au long de 

leur vie. Dans certains pays, les personnes affectées sont rejetées par leur communauté, ce 

qui entraîne des dommages psychologiques importants (3,5). Enfin, ces maladies altèrent la 

qualité de vie de ces populations mal desservies (6). 

Ces neuf MTN-C peuvent être traitées par des traitements qui sont bien définis 

par l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Cependant, il est encore souvent difficile de 

mettre en place les outils nécessaires à leur diagnostic dans des pays à faible revenu. Le 

problème d’accès aux centres de soins dans les régions rurales aggrave également la situation 

(4). S’ajoute à cela un investissement dans la recherche qui n’est pas toujours à la hauteur des 

attentes (7).  

Les problèmes majeurs liés aux MTN ont depuis de nombreuses années motivé 

l'OMS à mettre en place des stratégies pour les combattre. Les actions de lutte de l’OMS ont 
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débuté au début des années 2000 (8) et une première feuille de route qui a mis en place des 

stratégies de lutte visant à contrôler, éliminer ou éradiquer chacune des 17 MTN dans les pays 

endémiques du monde été publiée en 2012 (9). Cette feuille de route a eu un énorme écho 

auprès de la plupart des pays et de nombreux succès ont été observés. En 2020, la gestion et 

la prise en charge de la plupart des MTN avait bien avancé. Cependant, la lutte contre ces 

maladies se poursuit et en 2021, l'OMS a publié une deuxième feuille de route pour évaluer 

l'impact global de nouvelles actions dont les résultats sont attendus en 2030 (10).  

S’agissant des MTN-C, l'OMS recommande depuis 2013 des stratégies de lutte 

intégrées qui ciblent en même temps ces maladies, étant donné qu’elles sont co-endémiques 

et qu’elles partagent des signes cliniques similaires (11). En 2022, l’OMS a d’ailleurs publié 

le premier rapport de lutte intégrée contre les MTN-C (12). 

 

Les MTN-C sont depuis longtemps endémiques dans les pays d'Afrique de 

l’Ouest, en particulier au Nigeria, au Bénin, au Ghana, en Côte d'Ivoire, au Burkina Faso et 

au Togo (13). L'Assemblée mondiale de la santé, qui s’est tenue en mai 2013, et le Comité 

régional de l'OMS pour l'Afrique, qui a eu lieu en septembre de la même année, ont tous les 

deux préconisé la création de programmes de prise en charge des MTN, dont les MTN-C 

(14,15). L'année suivante, la Région africaine de l'OMS a publié une stratégie régionale pour 

les MTN dans laquelle l'une des cibles identifiées était l'élimination de la lèpre, le contrôle 

de l'ulcère de Buruli et l'éradication du pian. Afin d'atteindre cet objectif, la Région africaine 

de l'OMS a demandé la mise en œuvre de plans et de programmes intégrés de lutte au niveau 

des pays où ces maladies étaient endémiques. Ainsi, des progrès encourageants ont été 

observés (16). 

 

Le Bénin, un pays d’Afrique de l’Ouest, est endémique pour plusieurs MTN-C 

surtout pour l'ulcère de Buruli et la lèpre (17). Comme dans d’autres pays d’Afrique de 

l’Ouest, le Bénin a mis en place un système de santé spécifique pour lutter contre les MTN-

C. Ce système a fourni des efforts importants au fil des années pour combattre ces maladies 

en appliquant les recommandations de l'OMS. Il est formé par des programmes nationaux de 

lutte et par des structures de dépistage et de prise en charge des patients localisées dans les 

départements endémiques du pays. Ainsi, des Centres de Dépistage et de Traitement de 

l’Ulcère de Buruli (CDTUB) ont vu le jour. Ce sont des structures installées au sud du pays, 

où l'ulcère de Buruli est endémique. Ces structures ont ensuite évolué avec les 

recommandations de l’OMS et ont intégré la prise en charge de la lèpre. Ces centres ont par 
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la suite été appelés Centres de Dépistage et de Traitement de la Lèpre et de l’Ulcère de Buruli 

(CDTLUB) (18).  

L’équipe de recherche ATOMycA (INSERM CNRS INCIT UMR 

1302/EMR6001), dirigée par le Dr Estelle Marion à Angers, a depuis de nombreuses années, 

établi des collaborations avec le CDTLUB situé à Pobè, dans le département du Plateau, au 

sud du Bénin. Dans ce cadre, l’équipe a mis en place le diagnostic par PCR de l’ulcère de 

Buruli au laboratoire de Pobè en 2012. L’équipe ATOMycA a également développé des liens 

très forts avec les équipes médicales de ce centre qui réalisent des consultations foraines dans 

plusieurs régions du pays pour le dépistage intégré des MTN-C. Les médecins sur le terrain 

nous ont fait état d’un manque d’outils pour le diagnostic de ces infections. 

 

 

Objectif de la thèse 

 

Ce travail de thèse s’est développé dans le cadre d’un projet collaboratif mené 

entre le laboratoire de recherche ATOMycA INSERM CNRS INCIT UMR 1302/EMR6001 

à l’Université et CHU d’Angers (France) et le Laboratoire d’Innovation Thérapeutique (LIT) 

de l’Université Libanaise (Liban). L’objectif global a été de valoriser le travail de terrain de 

l’équipe médicale du CDTLUB de Pobè pour le dépistage intégré des MTN-C et de participer 

à la mise en place d’outils permettant le diagnostic de certaines de ces maladies. 

 

 

Vue globale des différentes parties de la thèse 

 

La première partie de la thèse, intitulée « Maladies tropicales négligées à 

manifestations cutanées : contexte et prise en charge », constitue la partie bibliographique de 

la thèse. Elle est présentée sous forme de manuscrit, en cours de rédaction. La revue est 

intitulée « Intervention strategies for the management of tropical skin diseases: the context in 

Bénin ».  

 

La deuxième partie de la thèse, est intitulée « Focus sur l’ulcère de Buruli et 

les autres maladies tropicales négligées endémiques au Bénin ». Elle est consacrée à une 

valorisation des travaux de l’équipe des médecins, des infirmières et des techniciens de 

laboratoire du CDTLUB, elle est constituée de 2 articles publiés : 
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Article 1 : « An overview of 10 years of activity of a molecular laboratory for Buruli ulcer 

diagnosis at a field hospital in Benin». Ce travail présente les résultats de 10 ans de diagnostic 

microbiologique de l’ulcère de Buruli par le laboratoire de biologie moléculaire du CDTLUB 

installé par notre équipe de recherche en 2012. Il présente également l’évolution de ce 

laboratoire au fil des années et son investissement dans le diagnostic moléculaire d’autres 

MTN-C endémiques au Bénin.  

L’article a été publié dans le journal Journal of Clinical Microbiology. 

 

Article 2 : « Importance of consultations using mobile teams in the screening and treatment 

of neglected tropical skin diseases in Benin». Ce travail montre l’importance des 

consultations mobiles, mises en place par l’équipe des médecins du CDTLUB, dans le but de 

réaliser des dépistages intégrés des MTN-C endémiques dans des zones rurales à distance de 

centres de santé.  

L’article a été publié dans le journal PLoS Neglected Tropical Diseases.  

 

 

La troisième partie de la thèse est intitulée « Mise en place du kit GenoType 

LepraeDR à Pobè au Bénin, pour la détection de la résistance aux antilépreux chez 

Mycobacterium leprae ». Elle est consacrée à la mise en place, au CDTLUB de Pobè, d’une 

technique d’identification de la résistance aux antilépreux chez M. leprae, dans le but 

d’optimiser le traitement des patients. 

Le kit GenoType LepraeDR a dans un premier temps été testé au laboratoire de 

bactériologie du CHU d’Angers. Une procédure complète a ensuite été rédigée pour faciliter 

la mise en place du test au CDTLUB de Pobè.  

 

Une discussion générale, suivie d’une conclusion viendront ensuite compléter 

ce manuscrit de thèse.  
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Partie 1 : Maladies tropicales négligées 

à manifestations cutanées : contexte et 

prise en charge 
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Avant-propos 

 

La co-endémicité de certaines MTN-C ainsi que le fort degré de similitude des 

signes cliniques qu’elles possèdent, rendent leur diagnostic clinique souvent difficile. Afin 

d’aider les personnels de santé dans la reconnaissance et dans la prise en charge de ces 

maladies, l’OMS a publié en 2018 un guide de formation présentant les signes cliniques, les 

méthodes de diagnostic clinique et de confirmation biologique (4).  

  Parallèlement, afin de combattre les MTN-C, l’OMS a mis en place différentes 

stratégies. Un premier plan a ainsi vu le jour en 2007 (8) et en 2012, l’OMS a publié sa 

première feuille de route pour la lutte contre 17 MTN dont 7 MTN-C (9). Ces engagements 

ont permis à 42 pays d’éliminer au moins une des MTN et à 600 millions de personnes de 

guérir ou d’éviter l’infection (10). Cependant, des objectifs n’ont pas totalement été atteints 

et le fardeau des MTN est resté important malgré les progrès significatifs réalisés. En 2017, 

l'OMS a ajouté 3 maladies à la liste des MTN dont 2 présentant des manifestations cutanées. 

Une deuxième feuille de route a été publiée en 2021 dans le but de faire le point sur les 

stratégies mises en place dans la première feuille de route et de proposer un nouveau plan de 

lutte contre les 20 MTN (10). Dans un rapport complémentaire publié en 2022, l’OMS a ciblé 

les MTN-C par des stratégies intégrées (12).   

Au Bénin, des efforts importants ont été déployés au fil des années pour 

appliquer toutes les recommandations de l'OMS annoncées par les rapports et les feuilles de 

route. Des programmes et des structures de lutte contre les MTN-C ont ainsi vu le jour. 

Cependant, le pays s’est heurté à plusieurs difficultés pour développer ces stratégies sur le 

terrain. 

 

Cette revue bibliographique s’intéresse aux MTN-C, à leur prise en charge et 

aux problématiques rencontrées par les acteurs sur le terrain Béninois pour les combattre. Elle 

est divisée en 3 axes : 

 

Axe 1 : il décrit les principales caractéristiques cliniques de chacune des 9 MTN-C ainsi que 

les modalités de diagnostic et de prise en charge selon l’OMS. Il décrit également le statut 

épidémiologique mondial et Africain de chacune des MTN-C, selon les dernières données 

publiées par l’OMS.  
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Axe 2 : il détaille les principales stratégies d'intervention éditées par l’OMS pour la prise en 

charge des MTN-C. 

 

Axe 3 : il présente l’organisation mise en place au Bénin pour lutter contre les MTN-C 

endémiques, ainsi que les freins rencontrés dans l’application de certaines des mesures. 
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management of tropical skin diseases: 
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I. Introduction  

 

 According to the World Health Organization (WHO), neglected tropical 

diseases (NTDs) include 20 communicable diseases caused by bacteria, protozoa, helminths 

and fungi. These diseases are common in tropical and subtropical climates and affect more 

than one billion people, placing a huge annual financial burden on the economies of the 

countries in which these diseases are endemic [1]. 

 These make the lives of populations at risk in neglected areas much more 

complicated, which has motivated the WHO to implement strategies for combating them. 

Integrated and streamlined approaches were launched after the first meeting of WHO global 

partners in 2007 [2]. Progress has since been made towards the treatment and elimination of 

many of these diseases [3]. In 2020, 600 million fewer people required NTD interventions 

than in 2010, and 42 countries had succeeded in eliminating at least one of these diseases [4]. 

These huge successes have been achieved since the publication of the first WHO roadmap 

for combating NTDs in 2012 [5]. 

 However, the populations affected by these diseases are among the most 

vulnerable and marginalized in the world. For this reason, the burden of NTDs remains heavy 

despite the significant progress that has been made. The WHO therefore published a second 

roadmap in 2020. A final report will be published in 2031 to assess the overall impact of the 

actions planned in this roadmap [4]. 

Nine of the 20 diseases concerned have cutaneous manifestations in the form of plaques, 

swellings and ulcers on the face or body, and are therefore classified as “NTDs with skin 

manifestations”. These nine NTDs with skin manifestations are Buruli ulcer, leprosy, 

mycetoma, yaws, scabies, lymphatic filariasis, onchocerciasis, cutaneous leishmaniasis and 

post-kala-azar dermal leishmaniasis. Vital prognosis is poor in the absence of appropriate 

treatment, and these diseases can also lead to permanent disabilities associated with social 

stigma, promoting poverty, in survivors [2-5]. These diseases can, therefore, create 

psychological distress and lead to discrimination, often due to physical impairment and 

disfigurement [6]. 

 All nine of these skin diseases can be cured by treatments well-defined by the 

WHO, but it is difficult to implement the tools required for their diagnosis in lower middle-

income countries and to establish access to treatment and health care centers; as a result, the 

epidemiological status of these diseases is not regularly updated [7]. Little research is 
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performed and investment in the integration of care strategies for affected patients is limited 

[1, 8].  

 Benin is a country in West Africa in which several of these NTDs with skin 

manifestations, including Buruli ulcer in particular, are endemic [9]. The programs and 

centers for fighting these diseases in this country have made major efforts over the years to 

apply the recommendations of the 2012 WHO roadmap. Some plans have worked well, but 

others have run into difficulties.  

 In this review, we first describe the nine NTDs with skin manifestations. Then, 

we present the main intervention strategies recommended by the WHO in its latest report for 

the management of NTDs with skin manifestations. In the third part, we focus on how best to 

implement these strategies in Benin to minimize the burden of these diseases in the future. 

We then discuss the strategies that have been applied and those that have run into difficulties 

during the implementation in the country. 

 

 

II. NTDs with skin manifestations 

 

NTDs with skin manifestations mostly occur in humid tropical and subtropical 

regions, and frequently in very remote areas inhabited by low-income populations, in which 

access to clean water is difficult. All these conditions provide a favorable environment for 

the pathogens and their transmission. In this first part of the review, we will briefly present 

the nine NTDs with skin manifestations. Figure 1 shows one manifestation type observed for 

each of these nine diseases. A summary of the main characteristics of each NTD with skin 

manifestations is presented in Table 1. The worldwide distribution of the number of new 

reported cases or prevalence of the NTDs with skin manifestations is presented in Figure 2, 

with a focus on Africa presented in Figure 3. The numbers of recently reported new cases for 

which data are available are shown, by WHO region, in Table 2. 
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Figure 1: Presentation of the nine NTDs with skin manifestations. Source WHO [7]. 

Buruli ulcer – Stage of ulceration (detachment of the edges). Leprosy – Borderline 

tuberculoid leprosy (Multiple pale plaques with loss of sensation). Mycetoma – Lumps 

(discharge of pus and blood from the openings of the fistulous tracts). Scabies – Small 

itchy nodules and scabious furrows. Lymphatic filariasis – Alteration with grainy 

appearance of the skin of a leg whose swelling indicates a chronic obstruction of the 

lymphatic vessels. Cutaneous leishmaniasis – Multiple lumps with scabs. Post-kala 

azar dermal leishmaniasis – Multiple smooth nodules. Yaws – A large nodule with a 

raspberry-like surface (papilloma). Onchocerciasis – Hypopigmented onchodermatitis 

(leopard skin). 
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Table 1. Summary of the main characteristics of each NTD with skin manifestations 
Disease Main causal pathogen(s) Region Main clinical signs Location of lesions Age Pain/Fever/Pruritus 

Buruli ulcer Mycobacterium ulcerans 

Africa (++), Asia, 

Americas, Western 

Pacific 

Nodules, ulcers, 

swollen limbs, 

plaques 

Mostly on limbs Child/adult No / no / no 

Leprosy Mycobacterium leprae 

Africa, Asia, Americas, 

Eastern Mediterranean, 

Western Pacific 

Nodules, ulcers, 

plaques 

Anywhere - ulcers on 

the hands or feet 
Child/adult 

Loss of sensitivity / 

no, except in case of 

reactions / no 

Mycetoma 

Eumycetoma: Madurella 

mycetomatis 

Actinomycetoma: 

Streptomyces somaliensis, 

Actinomadura 

maduraeNocardia 

brasiliensis 

Africa, Asia, Americas, 

Eastern Mediterranean 

Nodules, ulcers, 

swollen limbs 
Limbs or trauma sites Child/adult No / no / no 

Yaws 
Treponema pallidum ssp. 

pertenue 

Africa, Asia, Americas, 

Western Pacific 

Nodules, 

ulcers, 

plaques 

Anywhere – but often 

on limbs 
Child/adult No / no / no 

Scabies Sarcoptes scabiei 

Africa (++), Asia (++), 

Americas (++), Europe, 

Eastern Mediterranean, 

Western Pacific (++) 

Nodules 

Anywhere – hands, 

external genitalia, feet, 

buttocks 

Child/adult No / no / yes 

Lymphatic 

filariasis 

Wuchereria bancrofti 

Brugia timori 

Brugia malayi 

Africa (++), Asia (++), 

Americas, Eastern 

Mediterranean, Western 

Pacific (++) 

Nodules, ulcers, 

swollen limbs (++), 

plaques 

Swelling of the lower 

limbs and scrotum 

Adults 

principally 

Only in acute 

episodes / only in 

acute episodes / no 

Onchocerciasis Onchocerca volvulus 
Africa, Americas, 

Eastern Mediterranean 
Nodules, plaques 

Anywhere - but mostly 

on limbs 
Child/adult No / no / possible 

Cutaneous 

leishmaniasis 

Leishmania major 

Leishmania tropica 

Leishmania aethiopica 

Africa, Asia, Americas 

(++), Europe, Eastern 

Mediterranean (++) 

Nodules, ulcers, 

plaques 
Exposed areas Child/adult No / no / no 

Post-kala-azar 

dermal 

leishmaniasis 

Leishmania donovani 
Africa, Asia, Eastern 

Mediterranean 
Nodules, plaques Anywhere 

Adults 

principally 
No / no / no 

..............................To be continued 
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Disease Transmission Type of diagnostic sample 
Laboratory diagnostic 

tests 
Medical treatment Care and support measures 

Buruli ulcer 

Unknown, favored by 

contact with natural 

water sources 

Swab, fine-needle aspiration, 

skin biopsy 
PCR 

Oral rifampicin + oral 

clarithromycin for 8 weeks 

Wound dressing, physiotherapy 

as needed, depending on 

location and size of lesions 

Leprosy 

Close and prolonged 

human-to-human 

contact 

Skin smear taken by incision 

or biopsy 

Direct microscopic or 

histological 

examination 

Treatment with a combination 

of rifampicin, dapsone and 

clofazimine for 6 months for 

paucibacillary leprosy or 12 

months for multibacillary 

leprosy 

Care of areas of insensitivity 

with regular wound inspection, 

physiotherapy as needed based 

on location and size of lesions, 

appropriate footwear, contact 

tracing 

Mycetoma 
Trauma, for example 

thorn prick 
Biopsy 

Microscopic or 

histological 

examination and grain 

culture 

Depending on the species 

concerned: ong-term antibiotic 

therapy or antifungal 

treatment + surgery 

Walking aid 

Yaws Skin-to-skin contact Swab DPP test and PCR 

Single dose of oral 

azithromycin (second-line: 

benzathine penicillin 

injection) 

Wound dressing, treatment of 

family and contacts 

Scabies 

Other household 

members who also have 

injuries 

Clinical examination, 

dermoscopy, 

videomicroscopy 

Search for the presence 

of mites, scratching 

Permethrin cream, sulfur 4%, 

benzyl benzoate ointment 

(15%), oral ivermectin 

Treatment of family and 

contacts 

Lymphatic 

filariasis 
Mosquitoes Blood sample 

Rapid diagnostic tests 

(thick drop taken 

during hours of 

maximum microfilaria 

circulation) 

Oral diethylcarbamazine for 

12 days + doxycycline for 4 to 

6 weeks 

Cleansing of the limbs, 

antibacterial/antifungal creams 

if necessary, physical exercise. 

Oral antipyretics and antibiotics 

during acute episodes. 

Onchocerciasis Simulium bites Bloodless skin biopsy 
Microscopic 

examination, PCR 

Oral ivermectin, doxycycline 

in areas where Loa Loa is 

present unless the risk of side 

effects is known to be low 

Emollients 

Cutaneous 

leishmaniasis 
Phlebotomus bites Fine-needle aspiration 

Microscopic 

examination 

Stibogluconate, paromomycin, 

miltefosine, amphotericin B 
Absence of care reported 

Post-kala-azar 

dermal leishm. 
Phlebotomus bites Swab/biopsy 

Microscopic 

examination, PCR 
Miltefosine, amphotericine B Absence of care reported 
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Figure 2. Worldwide distribution of the nine neglected tropical diseases with skin 

manifestations. A. new reported cases of Buruli ulcer (2021) [10], B. new reported cases 

of leprosy (2021) [11], C. new reported cases of mycetoma (2019) [12], D. new reported 

cases of yaws (2021) [13], E. prevalence of lymphatic filariasis (2019) [14], F. status 

of endemicity of onchocerciasis (2021) [15], G. new reported cases of cutaneous 

leishmaniasis (2021) [16].  
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Figure 3. Distribution in Africa of the nine neglected tropical diseases with skin 

manifestations. A. new reported cases of Buruli ulcer (2021) [10], B. new reported cases of 

leprosy (2021) [11], C. new reported cases of mycetoma (2019) [12], D. new reported cases 

of yaws (2021) [13], E. prevalence of lymphatic filariasis (2019) [14], F. status of endemicity 

of onchocerciasis (2021) [15], G. new reported cases of cutaneous leishmaniasis (2021) [16]. 
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Table 2. Number of new cases of Buruli ulcer, leprosy, cutaneous leishmaniasis, yaws and prevalence of lymphatic filariasis reported, by world 

region 
Skin NTDs (year of data collection) WHO Region Number of new cases/prevalence 

reported 

Total Souce 

Buruli ulcer (2021) Africa 1,370 1,661 WHO [10] 

Americas No data 

Eastern Mediterranean No cases reported 

Europe No cases reported 

South-East Asia No data 

Western Pacific 291 

Leprosy (2021) Africa 21,201 140,546 WHO [11] 

Americas 19,826 

Eastern Mediterranean 3,588 

Europe 14 

South-East Asia 93,485 

Western Pacific 2,432 

Cutaneous leishmaniasis (2021) Africa 9,165 221,731 WHO [16] 

Americas 37,502 

Eastern Mediterranean 174,861 

Europe 201 

South-East Asia 2 

Western Pacific No data 

Yaws (2021) Africa 918 1,102 WHO [13] 

Americas No data 

Eastern Mediterranean No data 

Europe No cases reported 

South-East Asia 169 

Western Pacific 15 

Lymphatic filariasis (2019) 

 

Africa 18,153,099 (prevalence) 71,740,509 

(prevalence) 

 

Our World in 

Data [14]  Americas 574,105 

Eastern Mediterranean 1,449,575 

Europe 0 

South-East Asia 45,948,077 

Western Pacific 5,615,653 
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2.1. Buruli ulcer  

 
 

Buruli ulcer, caused by Mycobacterium ulcerans, is the third most common 

mycobacterial disease worldwide after tuberculosis and leprosy [17]. This infection is 

characterized by painless skin lesions often in the form of raised nodules, plaques or edema, 

progressing to ulcers if left untreated. Buruli ulcers generally occur singly; they are large, 

with raised edges, a yellowish surface and a moist reddish-looking base [7]. Most affected 

individuals live in remote rural areas far from health centers, which delays the diagnosis and 

treatment of this disease. These delays in the initiation of treatment can result in long-term 

disabilities (25% of those affected), due to the need to amputate a limb or the occurrence of 

severe contractures after healing. These complications can lead to stigmatization of the 

patient, further increasing the burden of the disease [18].  

Most cases are reported in Africa, and children under 15 years of age are the most 

affected. About 50% of infections occur on arms or legs [9]. The incubation period varies 

strongly and ranges from a few weeks to five months or more [19].  

M. ulcerans is a bacterium associated with the aquatic environment [20]. No human-

to-human transmission of Buruli ulcer has ever been reported and this disease is not, 

therefore, considered to be contagious [21]. The most plausible mode of transmission for M. 

ulcerans infection involves anthropogenic or natural skin-puncturing microtrauma. 

Decreasing exposure to insect bites, improving access to clean water for bathing and the 

prompt treatment of wounds are, therefore, concrete measures likely to interrupt transmission 

[22,23]. 

According to WHO guidelines, clinical cases of Buruli ulcer should be confirmed 

biologically by qPCR targeting a specific M. ulcerans sequence [24,25]. Medical treatment 

was long based on a combination of daily oral rifampicin and intramuscular streptomycin for 

eight weeks [17]. However, a recent phase III clinial trial concluded a fully oral combination 

of rifampicin and clarithromycin should be preferred for the early treatment of limited Buruli 

ulcer lesions, and this is now the recommended treatment [17,26]. Clinical strains of M. 

ulcerans resistant to rifampicin, streptocmycin or clarithromycin have not yet been reported. 

Surgery and tissue grafts are often necessary for the treatment of large lesions [17].  
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2.2. Leprosy 
 

Leprosy, also known as Hansen disease, is a chronic granulomatous infection mostly 

affecting the skin and peripheral nerves. It is generally caused by the "Mycobacterium leprae 

complex" which includes two intracellular bacteria: M. leprae and M. lepromatosis [27]. In 

2000, the WHO considered leprosy to have been completely eliminated due to a decrease in 

prevalence to less than 1 case per 10,000 people [28], but this disease has not yet been 

completely eradicated. In total, 127 countries from six major world regions provided data for 

leprosy cases in 2020: 34 were in the WHO African Region, 22 in the Eastern Mediterranean 

Region, 19 in the Americas Region, 28 in the European Region, 13 in the Western Pacific 

Region and 11 in the South-East Asia Region [29].  

The mean incubation period of this disease is five years, but symptoms may take 20 

years or more to appear. The transmission pathway for leprosy is not fully understood, but 

there is evidence to suggest that individuals living in close contact with leprosy patients are 

at greater risk. Infection probably occurs through infectious aerosols created by coughing and 

sneezing, but also through direct contact. The reservoir for this disease was initially thought 

to be strictly human, but recent studies have suggested that anthroponotic and zoonotic 

transmissions may occur [30].  

M. leprae displays an affinity for peripheral nerve cells and causes a loss of axonal 

conductance through nerve demyelination after Schwann cell attack, presented clinically as 

numbness [31]. A large proportion of individuals exposed to the bacterium do not go on to 

develop the disease. Indeed, disease development is dependent on many factors, including 

genetic predisposition and immune function. Leprosy diagnosis is essentially clinical, based 

on the presence of clinical signs, with no confirmation tests currently recommended. 

However, other tests, such as serological tests and immuno-enzymatic assays can be 

performed, with some polymerization chain reaction (PCR)-tests both effective and providing 

greater diagnostic precision, as reported for the PCR test targeting the RLEP sequence [32]. 

Treatment generally involves multidrug therapy to ensure that microbial resistance 

does not develop. The drugs used include dapsone, rifampicin and clofazimine. In 

combination, these drugs are the most effective and, if used early, can prevent extensive 

deformity and neurological disability [32]. Forms of resistance to anti-leprosy drugs have 

been reported in this bacterium since 1967, and multidrug resistance has also been observed 

on several continents, including Africa, Asia and South America; the GenoType LepraeDR 

kit is a recently developed tool that can be used to detect resistance to anti-leprosy drugs [33]. 
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2.3. Mycetoma 
 

Mycetoma is a chronic infection of the skin. It was previously known as “anthill 

foot” in the Southern province of Madura, and is, thus, often referred to as “Madura foot” 

[34]. Mycetoma is caused by either filamentous fungi (eumycotic) or bacteria (actinomycotic) 

present in the soil and plants. Actinomycetomas are caused by aerobic actinomycete bacteria 

belonging to the genera Streptomyces, Actinomadura and Nocardia; the species most 

commonly implicated are Streptomyces somaliensis, Actinomadura madurae and Nocardia 

brasiliensis. Eumycetomas are caused by fungi, with Madurella mycetomatis the species most 

frequently implicated [35].  

Endemicity is highest in Sudan in Africa, Mexico and Venezuela in South America 

and India in Southern Asia. Cases have also been reported in other African countries and in 

Latin America [35]. The species causing mycetoma differ between countries, with M. 

mycetomatis the species most frequently implicated worldwide. Eumycetomas are more 

prevalent in areas of high rainfall, whereas actinomycetomas are more common in drier areas 

[34]. The incidence is higher in men than women, possibly due to a greater involvement of 

men in agricultural activities, in which the microorganism may enter the body through an 

injury when the person is working barefoot. The disease is more common in young adults and 

rare in children [34].  

Regardless of the causal organism, the clinical features are almost uniform, 

presenting as a triad of firm, painless subcutaneous swelling, multiple sinus formation, and a 

purulent or seropurulent discharge containing grains [34].  

The diagnosis of mycetoma is classically based on this triad. The causal agent can 

be identified by direct clinical examination, microscopy and culture of a grain on Petri dishes, 

or by molecular tests based on 16s RNA gene sequencing for actinomycetes and panfungal 

PCR for eumycetes. [36]. Choice of the most appropriate treatment is dependent on 

confirmation of the diagnosis and identification of the causal agent, as the treatment options 

for actinomycetoma and eumycetoma are different. Actinomycetomas are usually treated 

with a combination of antibiotics to prevent the development of drug resistance [36]. 

Eumycetomas are treated with antifungal agents for long periods -up to two or three years, 

but most respond poorly to drug treatment alone and surgery is generally also required [37]. 

It should also be noted that antifungal agents are expensive and difficult to obtain in some 

countries. 
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2.4. Yaws 
 

Yaws is caused by the Gram-negative bacterium Treponema pallidum ssp. pertenue 

from the spirochete family. Humans are the only known reservoir for this bacterium [38]. The 

disease is mostly seen in children between the ages of two and 15 years and it spreads through 

direct skin-to-skin contact. Poor hygiene is a risk factor for transmission. Unlike syphilis, 

yaws is non-venereal and there is no mother-to-child transmission.  

Clinically, the disease has two distinct stages, an early stage with cutaneous signs, 

followed by a period of latency and then a late stage in which yaws can manifest as gummy 

nodules and destructive bone damage [39]. Treponema pertenue is widespread in Africa, Asia 

and the South Pacific. The WHO has identified 12 countries in which this disease is endemic, 

eight of which are African: Benin, Central African Republic, Cameroon, Côte d'Ivoire, 

Republic of Congo, Ghana, Democratic Republic of Congo, Togo [39].  

Diagnostic methods are limited because Treponema pertenue is not viable in vitro. 

Laboratory serological tests such, as rapid plasma reaction (RPR) and Treponema pallidum 

particle agglutination (TPPA) tests are widely used to diagnose treponemal infections (e.g., 

syphilis and yaws), but cannot distinguish between them [39]. Combination of these tests 

with PCR targeting the tp0858 gene can be used for the definitive confirmation of cases of 

yaws [40].  

Treatment is based on the administration of a single dose of azithromycin [39]. In 

2012, the WHO implemented a policy of single-dose oral azithromycin and surveillance for 

the detection of cases in endemic areas, with the aim of eradicating yaws by 2020 [41]. 

 

2.5. Scabies  
 

Scabies results from infestations of the mite Sarcoptes scabiei, an infectious 

organism that spreads through skin-to-skin contact or on clothing. The female mite burrows 

into the stratum corneum of the skin, where it lays its eggs, which then develop into larvae, 

pupae and adults, causing a relentless severe itch, especially at night [42]. Each year, 300 

million people worldwide develop scabies.  

This disease is widespread in Africa, South America, Australia and Southeast Asia, 

with children most frequently affected [42]. Observation of the rash is the method classically 

used for scabies diagnosis. The diagnosis is then confirmed by observing the mites, their eggs, 

and their feces by light microscopy or dermoscopy [43].  
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Topical applications of 5% permethrin cream once weekly for two weeks are 

generally effective [43]. Oral ivermectin treatment is also highly effective and has been 

approved in several countries [43], although topical permethrin applications are also used to 

deal with scabies outbreaks. [42,44]. However, these molecules are not always available and 

affected families are likely to spend a significant proportion of their monthly income on 

treatment with these drugs as a direct cost of scabies [45]. 

 

2.6. Lymphatic filariasis  
 

This chronic parasitic infection is caused by three nematodes: Wuchereria bancrofti, 

Brugia timori and Brugia malay [46]. Mosquitoes from the genera Aedes, Anopheles, Culex, 

Mansonia, and Ochlerotatus serve as a vector for transmission to humans [47]. The mosquito 

deposits the larvae in the bloodstream, where they develop into adult worms after migrating 

to the lymph nodes. Larval growth and development disrupts lymphatic drainage by 

obstructing the lymph vessels. This inflammation leads to fibrosis, eventually resulting in 

elephantiasis.  

This disease is the second leading cause of permanent deformity worldwide after 

leprosy, with 120 million people affected in 72 countries around the world. Half of these 

individuals are in their 30s or 40s, and there is a heavy male preponderance (male:female 

ratio of 10:1) [46].  

This disease can be diagnosed through the microscopic identification of 

microfilariae in blood or skin samples during the hours of maximal microfilaria circulation 

[48]. The triple therapy currently recommended by the WHO consists of a single dose of a 

combination of ivermectin, albendazole and diethylcarbamazine. Topical flavonoids and 

coumarin have been found to be effective for reducing lymphedema. Treatment with 

antibiotics and antifungal creams is required, together with good skin hygiene, to prevent 

flare-ups of lymphangitis [47]. The Global Lymphatic Filariasis Elimination Program is 

ensuring massive drug delivery to populations in endemic areas with the aim of eradicating 

this disease [49]. 

 

2.7. Onchocerciasis  
 

This disease is caused by Onchocerca volvulus, a filarial nematode transmitted by 

bites of the female black fly of the genus Simulium damnosum, which breeds in fast-flowing 

rivers, hence the common name of this disease: “river blindness”. In addition to blindness, 
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onchocerciasis also causes chronic dermatitis [50]. The definitive host of these filial 

nematodes is humans, whereas the larval stages develop in the black fly Simulium.  

More than 99% of human infections occur in 31 African countries [15]. According 

to the WHO, at least 25 million people are infected worldwide, with vision loss affecting 

approximately 1.15 million people [51]. The prevalence and transmission of the disease are 

high in agricultural areas, especially near rivers, which serve as breeding grounds for the 

vector.  

Clinical diagnosis is based on analyses of skin sections, which are incubated for 24 

hours in a saline solution to encourage the emergence of cutaneous microfilariae, which are 

then observed and examined directly under a microscope. Serological test based on ELISA 

and western blotting for use with skin, tears and urine have also been developed for the 

detection of antibodies directed against the antigens of Onchocerca volvulus. PCR and 

ultrasound scans of subcutaneous nodules are also performed [50,52].  

Treatment is based on a combination of oral ivermectin, which paralyzes or kills 

microfilariae, and doxycycline, which can kill the adult worm by killing Wolbachia, an 

endosymbiotic bacterium essential for adult worm survival and embryogenesis [50]. 

 

2.8. Cutaneous leishmaniasis  
 

Cutaneous leishmaniasis is a skin infection caused by flagellated protozoa of the 

dermotropic type from the genus Leishmania: Leishmania major, Leishmania tropica and 

Leishmania aethiopica. The vectors of these protozoa are female dipterans from the genus 

Phlebotomus [16]. The WHO has estimated the number of new cases at 0.7 to 1.2 million per 

year [16].  

This disease can affect all age groups, and usually occurs sporadically, especially 

during the displacement and settlement of populations [53]. The infection appears as rounded 

skin nodules, plaques or ulcers, the central part of which can give rise to a bleeding ulcer with 

a red base, often with raised edges [16].  

Three major diagnostic methods of various degrees of accuracy have been used: 

parasitological examination (histopathology, microscopy and parasite culture), serology and 

molecular diagnostics [16, 54].  

Local treatment is based on the use of sodium stibogluconate and meglumine 

antimonate, whereas general treatment is based on injections of pentavalent organic salts of 

antimony, pentamidine or amphotericin B deoxycholate [54]. 
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2.9. Post-Kala azar dermal leishmaniasis 
 

Post-kala azar dermal leishmaniasis (LDPK) is a cutaneous syndrome that appears 

as a late complication of visceral leishmaniasis [16, 55]. It results in the formation of macules 

and papules, initially around the mouth, which can then develop into nodules similar in 

appearance to those of leprosy. This form of leishmaniasis can occur at any age. About 5 to 

20% of patients with visceral leishmaniasis develop LDPK and, in about 10 to 30% of 

patients, it appears within 6 to 12 months of recovery from visceral leishmaniasis.  

Parasites isolated from patients with LDPK are biochemically and serologically 

identical to the Leishmania donovani (L. donovani) isolated in cases of visceral leishmaniasis. 

PCR can detect the parasite in more than 80% of cases. Treatment is based on sodium 

stibogluconate (20 mg/kg), administered for four months in India and for two months in 

Sudan. Liposomal amphotericin B and oral miltefosine have also been shown to be effective 

[55, 56].  
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III. Main intervention strategies for the management of NTDs with skin 

manifestations  

 

3.1. Control, elimination, and eradication of NTDs with skin manifestations: the WHO 

roadmaps 

In its first roadmap published in 2012, the WHO discussed strategies for managing 

all NTDs, including those with skin manifestations, through control, elimination or 

eradication [5]. The WHO defines these three terms as follows:  

i) control of a disease is defined as a decrease in its incidence or prevalence, its 

morbidity and/or mortality to a locally acceptable level as a result of deliberate efforts, but 

with control measures still necessary because transmission continues. The NTDs with skin 

manifestations targeted for control are Buruli ulcer, mycetoma, cutaneous and scabies,  

ii) elimination implies the stopping of disease transmission over a limited geographic 

area, although control measures may still be necessary to combat or prevent reintroduction of 

the disease from somewhere else. Elimination can also be that there are no manifestations of 

the disease. The NTDs with skin manifestations targeted for elimination are leprosy, 

lymphatic filariasis, onchocerciasis and visceral leishmaniasis, and   

iii) eradication is defined as a permanent decrease to zero of the worldwide incidence 

of an infection caused by a specific pathogen, as a result of deliberate efforts, with no risk of 

reintroduction. The NTD with skin manifestation targeted for eradication is yaws [57-60].  

 

In 2012, mycetoma and scabies had not yet been included in the list of NTDs. At the 

end of this first roadmap, in 2020, some targets had been achieved, but others had not, due to 

difficulties encountered in the field. The updating of the WHO roadmap with the addition of 

three more NTDs (including two NTDs with skin manifestations: mycetoma and scabies) led 

to the publication of a second roadmap in 2021, with the aim of pursuing the objectives 

already defined and achieving others by 2030 [57]. Figure 4 shows a time scale of the history 

of the WHO strategy for NTDs with skin manifestations between 2012 and 2030 [4-5] and 

Table 3 summarizes the main objectives for each NTD with skin manifestations set by the 

WHO in its first roadmap in 2012 [5], the status of each (objectives achieved or not) in 2020, 

and the new WHO goals set out in the second roadmap published in 2021 for achievement by 

2030 [57]. 
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Figure 4. Evolution of the WHO strategic framework for the integrated control and management of neglected tropical diseases with skin 

manifestation [57].   
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Table 3. Summary of the objectives achieved in 2020, for each NTD with skin manifestations, according to the first WHO roadmap and the new 

objectives set in in the second roadmap for achievement in 2030. 

Disease 

Objectives to be achieved according to the WHO 

roadmap 2012-2020 

Achievement of objective in 

2020 

 

Objectives to be achieved according to the WHO 

roadmap 2021-2030 

 

Buruli ulcer 

● Study completed and oral antibiotic therapy 

incorporated into control and treatment of Buruli 

ulcer   

● 70% of all Buruli ulcer cases detected early and 

cured with antibiotics in all endemic countries in 

2020 

Achieved 

 

 

66% achieved 

 

●  <10% of cases in category III (late stage) at diagnosis 

●  >95% of laboratory-confirmed cases  

●  >98% of confirmed cases who have completed a full 

course of antibiotic treatment 

Leprosy 

● < 1/million grade 2 disabilities in newly detected 

cases 

 

● 0 grade 2 disabilities in new pediatric cases 

 

● 0 countries with discriminatory laws 

 

1.5/million grade 2 disabilities in 

newly detected cases 

Estimation of 400-500 cases 

including all countries 

39 discriminatory laws in 17 

countries 

● 120 (62%) countries with 0 new autochthonous leprosy 

cases 

● 62,500 new leprosy cases detected annually 

● 0.12/million new cases with grade 2 disability 

● 0.77/million new pediatric cases with leprosy 

Mycetoma 

Not applicable: mycetoma was not categorized as a 

WHO neglected tropical disease until 2017 

 

Not applicable 15/30 (50%) countries in which mycetoma, 

chromoblastomycosis, sporotrichosis and/or 

paracoccidioidomycosis are included in national control 

programs and surveillance systems 

Yaws 
Eradication in 2020 (194/194 countries) 

 

1 certified; 106 with no previous 

history of yaws 

194 (100%) countries certified free of transmission 

 

Scabies 

Not applicable: scabies and other ectoparasitoses 

were not categorized as WHO neglected tropical 

diseases until 2017 

Not applicable ● 194 (100%)  countries having incorporated scabies 

management into the universal health coverage package of 

care 

● 25 countries using MDA intervention in all endemic 

districts 

Lymphatic filariasis 
Global elimination (100%) as a public health 

problem in 2020 

24% achieved 

 

● 58/72 (81%) countries validated for elimination as a 

public health problem 
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● 72 (100%) countries implementing post-MDA or post-

validation surveillance 

● 0 population requiring MDA 

Onchocerciasis 

● 6 countries of the Americas eliminating 

transmission 

● Elimination of transmission in Yemen by 2015 

● Elimination of transmission in Africa, where 

possible 

 

4 countries reached the goal 

 

Not achieved 

Not achieved 

 

● 12 (31%) countries verified for interruption of 

transmission 

● 34 countries that stopped MDA for ≥1 focus 

● >16 countries that stopped MDA for ≥50% of population 

● >12 countries that stopped MDA for 100% of population 

Cutaneous 

leishmaniasis 

● 70% of cases detected in the Eastern 

Mediterranean Region 

● ≥90% of all detected cases treated/managed 

according to guidelines 

Estimated ~20% 

 

Unknown 

 

● 87/87 (100%) of countries in which 85% of all cases are 

detected and reported  

● 95% of reported cases are treated 

 

Post-kala-azar 

dermal 

leishmaniasis 

● 100% of districts/subdistricts on Indian 

subcontinent (Nepal, Bangladesh and India) with 

˂1 case/10,000 population 

● Countries validated as having eliminated visceral 

leishmaniasis as a public health problem 

(Bangladesh, India and Nepal) 

 

Bangladesh 100%, India 92%, 

Nepal 100% 

 

0: validation is required 

 

● 64/75 (85%) of countries validated for elimination as a 

public health problem (defined as ˂1% case-fatality rate 

due to primary visceral leishmaniasis). 

● 3/3 (100%) of countries in South-East Asia Region 

validated for elimination as a public health problem 

defined as ˂1 case (new and relapses) per 10,000 

population at district level in Nepal and at subdistrict level 

in Bangladesh and India 

● 100% in South-East Asia Region, post-kala-azar dermal 

leishmaniasis cases detected and treated 

 

MDA: mass drug administration 
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According to the WHO, core strategic interventions are required to control, eliminate 

or eradicate each of the NTDs with skin manifestations. These strategies have five elements: 

1) preventive drug treatments, 2) water, sanitation and hygiene (WASH), 3) vector control, 

4) veterinary public health and 5) case management. These applications of these core strategic 

interventions to NTDs with skin manifestations is presented in Table 4. The main critical 

actions required to achieve the objectives set by the WHO in its second roadmap for each 

NTD with skin manifestations are also summarized in Table 5.  

 

 

3.2. Focus on the management of NTDs with skin manifestations by integration 

strategies 

Nine years after the publication of the first WHO roadmap, many of NTDs have 

been reduced, with some close to elimination and eradication [5,57]. However, despite 

substantial progress in reducing the overall burden, many of the targets set for 2020 were not 

achieved, leading to a new roadmap taking previous positive experiences and difficulties into 

account [57]. This new roadmap recommends fighting NTDs in an integrated manner rather 

than focusing on specific diseases.  

Several proposals have been made to optimize the strategies for achieving the targets 

set [57]:  

 

● Social mobilization, with communities alerted to the importance of early diagnosis and 

treatment for suspected skin lesions 

● Improvements in skin hygiene through regular washing to prevent these diseases and to 

protect against secondary wound infections.  

● Reduction of the number of complications through the development of wound cleaning 

methods, massages, dressings and exercises to protect muscles or to maintain range of motion, 

practiced not only by health personnel, but also by the affected individuals themselves, and, 

in some cases, members of their families.  

● Active case detection through activities such as mobile team consultations, to screen 

populations at risk, thereby increasing the number of cases, and to shed light on the 

underestimated prevalence of each disease, especially in very remote areas.  

● Encouraging village volunteers to participate in the management and diagnosis and 

treatment activities for control.  
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● Implementation of appropriate training for health personnel, such as doctors, nurses and 

community health workers, to ensure a good knowledge of NTDs with skin manifestations.  

● Implementation of the necessary training materials and support for the local laboratories 

involved in diagnosing these diseases. This should be the responsibility of the health 

ministries of endemic countries, which should also develop a national policy that, with 

technical support from the WHO and other external actors, can help fight these diseases. 

● Patient care at specialist centers for complicated cases requiring surgical interventions. 

These centers must be supported at all levels by the public health system.  

● Apply strategies that consist of mass drug administration for diseases possible to eradicate.  

● Ensure access to better nutrition for all these endemic populations to boost their immunity. 

● Strategies for reducing stigma and improving the mental health and quality of life of those 

affected.  

● Approaches involving collaboration between human and animal health systems to prevent 

or mitigate certain NTDs with skin manifestations that have transmission vectors. These 

strategies will target the animal reservoir and its ecosystem. 

● Promotion of a mobile health approach using smartphone applications and other wireless 

technologies, developed by the WHO to facilitate the diagnosis of NTDs with skin 

manifestations through the selection of signs and symptoms and the use of an automated 

algorithm in a very recent application [1]. However, this strategy requires an operational 

internet network, which has proved problematic in remote areas.  

● A robust integrated routine surveillance system for all NTDs with skin manifestations in 

which data are sent to the national health information system via reporting forms or the 

internet, for continuous evaluation of the impact of these interventions on NTDs with skin 

manifestations. 

Figure 5 summarizes and represents the connections between the different actors in 

endemic countries for integrating the main strategies. 

 

We will now focus on Bénin, a country involved in the management of NTDs with 

skin manifestations in which efforts to integrate NTD control programs into national or 

regional priorities have paid off. We also discuss the obstacles faced by this country in the 

application of control programs. 
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Table 4 : The core strategic interventions recommended by WHO for each NTD with skin manifestations 

 

Disease 
Preventive drug 

treatment 

WASH 

 

Vector control 

 

Veterinary 

public 

health 

Case management 

 

Others 

 

Buruli ulcer Not applicable Not applicable Not applicable 
Not 

applicable 

Recommended treatment: 

rifampicin and clarithromycin or 

rifampicin and moxifloxacin, 

Hygienic wound care 

 

Early diagnosis essential for 

morbidity management 

(surgery, wound and 

lymphedema management, 

physiotherapy and long-term 

rehabilitation) 

Leprosy 

Post-exposure 

prophylaxis 

administered to all 

contacts of detected 

and consenting 

cases (single-dose 

rifampicin reduces 

the risk of leprosy 

among contacts by 

60% ) 

Access to clean 

water for wound 

care and routine 

self-care including 

daily soaking of 

hands and feet to 

prevent secondary 

disabilities; ensure 

hygiene, water and 

sanitation in health 

care facilities 

Not applicable 
Not 

applicable 

Early detection of cases, multidrug 

therapy lasting 6 to 12 months with 

dapsone, rifampicin and 

clofazimine, periodic monitoring, 

detection and treatment of 

immunological reactions (type 1 

and 2) and nerve damage, 

management of adverse drug 

reactions, counseling and 

psychological first aid, prevention 

of disability, wound care and 

management of disability including 

self-care, rehabilitation to optimize 

functioning of the individual in the 

community 

Interventions addressing 

stigmatization and 

discrimination. 

Counseling and health education 

are essential to help leprosy 

patients, their families and 

communities to complete 

treatment and cope with 

physical and mental 

consequences 

 

Mycetoma Not applicable 

Personal hygiene 

and self-care of the 

affected limbs to 

avoid secondary 

infections 

Not applicable 
Not 

applicable 

Long-term antibiotic combinations 

for eumycetoma, combined 

antifungal agents and surgery for 

actinomycetoma, wound care 

(cleaning, dressing, disinfecting) 

Wearing protective clothes 

(long sleeves and trousers) and 

closed-toe shoes 

 

Yaws 
Single-dose oral 

azithromycin 
Personal hygiene Not applicable 

Not 

applicable 

Azithromycin used as first-line 

treatment, intramuscular benzathine 

benzylpenicillin used for second-

line treatment and for those with 

Not applicable 
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proven resistance to azithromycin, 

patients should be examined after 4 

weeks; more than 95% cases are 

completely healed 

Scabies 

MDA using oral 

ivermectin and 

topical scabicides 

Hygiene measures  Not applicable 
Not 

applicable 

Topical scabicides (permethrin, 

benzyl benzoate, malathion and 

sulfur ointment), oral ivermectin, 

Treatment of all household 

contacts, specialist case 

management of crusted scabies 

cases 

Not applicable 

Lymphatic 

filariasis 

MDA stops the 

spread of infection 

through WHO-

recommended 

regimens of 

albendazole, 

diethylcarbamazine 

and ivermectin 

Hygiene of affected 

limbs is essential 

for morbidity 

management. 

Sanitation 

improvements can 

reduce vector 

breeding habitats 

Vector control to 

reduce 

transmission; type 

of vector control 

varies according 

to parasite–vector 

species and local 

ecology (e.g. use 

insecticide-treated 

nets in areas 

where Anopheles 

is the primary 

vector) 

Not 

applicable 

Skin care and hygiene, exercises 

and elevation to prevent severity 

and progression of lymphedema, 

treatment for episodes of 

adenolymphangitis, surgery to cure 

hydrocele, antifilarial medicines for 

treatment of infection, helping 

communities to complete treatment 

and cope with physical and mental 

consequences 

Not applicable 

Onchocerciasis 

Once to twice 

yearly community-

based MDA with 

ivermectin with 

adequate coverage 

for 10 or more 

years; may further 

increase frequency 

in selected 

circumstances 

Not applicable 

Environmentally 

safe spraying of 

insecticides at 

black fly habitats 

and larval 

breeding sites, 

new strategy of 

removing trailing 

vegetation in 

rivers under 

development 

Not 

applicable 

Ivermectin treatment to manage 

symptoms, doxycycline for cure in 

appropriate circumstances, 

management of visual impairment 

Where loaiasis is co-endemic, 

systems to manage serious 

adverse events must be in place; 

new strategies against loaiasis 

are being developed 
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Cutaneous 

leishmaniasis 
Not applicable Not applicable 

Insecticide 

spraying, 

insecticide-treated 

nets and 

environmental 

management 

Rodent 

control 

Local treatment includes 

pentavalent antimony drugs, 

paromomycin, cryotherapy and 

thermotherapy. Systemic medicines 

include liposomal amphotericin B, 

pentavalent antimony drugs and 

miltefosine. 

Early diagnosis (rapid 

diagnostic tests combined with 

clinical signs) and prompt 

treatment 

Post-kala-azar 

dermal 

leishmaniasis 

Not applicable Not applicable 

Insecticide 

spraying, 

insecticide-treated 

nets and 

environmental 

management 

Strategies 

such as 

vaccines 

evaluated 

in dogs 

Pentavalent antimony drugs 

liposomal amphotericin B 

paromomycin and miltefosine are 

used for treatment 

Early diagnosis (rapid 

diagnostic tests combined with 

clinical signs) and prompt 

treatment 

 

MDA: mass drug administration 

WASH: water, sanitation, hygiene 
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Table 5: The main WHO critical actions for reaching 2030 targets according to the second roadmap. 

Disease 
WHO critical actions to reach 2030 targets 

 

Buruli ulcer 

● Build capacity of health workers to clinically diagnose and treat the disease and community health workers to detect and 

refer cases for early treatment, furthering integration of NTDs with skin manifestations. 

● Develop rapid diagnostic tools for use in public health and community centres to ensure early diagnosis, reduce morbidity 

and confirm cases. 

● Create comprehensive surveillance systems in all endemic countries, including micromapping, to improve targeting and 

integrating interventions with those for other NTDs in coendemic areas to improve case detection 

Leprosy 

● Update country guidelines to include use of single-dose rifampicin for postexposure prophylaxis for contacts; advance 

research on new preventive approaches. 

● Continue investment into research for diagnostics for disease and infection; develop surveillance strategies, systems and 

guidelines for case-finding and treatment; ensure resources for validation. 

● Ensure the supply of medicines, including access to multidrug therapy, prophylactic drugs, second-line treatments and 

medicines to treat reactions; monitor adverse events (pharmacovigilance) and resistance. 

● Ensure capacity for case-finding (screening, diagnosis), treatment and surveillance; integrate with primary care, skin and 

other NTDs, TB and/or other programs where appropriate. 

● Combat stigmatization and discrimination to ensure access to services and inclusion in society; ensure human rights of 

people with leprosy are respected. 

Mycetoma 

● Develop differential rapid diagnostic tests and effective treatment, and establish surveillance for case detection and 

reporting 

● Develop a standardized field manual for diagnosis and treatment, and ensure proper training of healthcare workers. 

● Provide access to affordable diagnosis and treatment. 

Yaws 

● Start mass drug administration (MDA) in all endemic areas after mapping 

● Strengthen active and passive surveillance 

● Ensure effective, efficient integration and/or co-implementation with other programs and sectors (e.g. integrated 

management of NTDs with skin manifestations) 

● Increase funding and advocacy for yaws eradication, including securing longer-term commitments and increasing the 

priority of yaws as suitable for preventive drug treatment and as a NTD with skin manifestations. 
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Scabies 

● Develop guidance and tools for mapping in endemic countries to estimate the burden of disease. 

● Develop guidance for the implementation of preventive chemotherapy. 

● Create an advocacy and funding plan; secure financing for ivermectin and topical treatments; advocate for inclusion in 

universal health coverage. 

Lymphatic 

filariasis 

● Start MDA in all endemic districts and strengthen it in all settings; implement improved interventions where appropriate 

(e.g. three-medicine treatment in settings that qualify; strategies for hotspots). 

● Improve capacity for morbidity management and disability prevention; prioritize in primary health care and as part of 

universal health coverage. 

● Improve diagnostics, strengthen criteria for stopping MDA, establish post-MDA and post-validation surveillance 

standards; update guidelines with new tools and strategies as appropriate. 

Onchocerciasis 

● Start MDA in all endemic areas after mapping, improve delivery of current MDA programs, and implement alternative 

strategies where appropriate 

● Develop improved diagnostics to facilitate mapping and decisions to eliminate transmission; develop improved diagnostic 

strategy for loaiasis; increase program capacity to perform entomological and laboratory diagnostics. 

● Develop a macrofilaricide and diagnostic or other elimination strategies to accelerate interruption of transmission; design 

a case management strategy; develop and implement elimination strategies for areas where loaiasis is endemic but 

onchocerciasis is hypoendemic. 

Cutaneous 

leishmaniasis 

● Develop and scale up easy-to-administer oral or topical treatment that could be used in health centers. 

● Improve the affordability and sensitivity of rapid diagnostic tests for the detection of cases, and the availability of 

treatment 

● Estimate the burden of the disease by improving surveillance, and establish a patient database to ensure effective 

monitoring of the impact of control interventions. 

Post-kala-azar 

dermal 

leishmaniasis 

● Enable early detection to ensure prompt treatment, through, for example, active case detection. 

● Ensure the supply of medicines to ensure prompt access to treatment, especially during outbreaks, and especially for 

children and young adults, who make up 50–70% of the affected population 

● Develop more effective and user-friendly treatment and diagnostics, especially for East Africa. 

 

MDA: mass drug administration 
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Figure 5. Presentation of the main integrated strategies that target the neglected tropical diseases with skin manifestation.
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IV. Context of Benin regarding NTDs with skin manifestations 

 

4.1. General information on Benin 
 

Benin is a country located in West Africa. It covers an area of 114,763 square 

kilometers divided in 12 departments and subdivided into 77 communes, 546 districts and 

5,295 villages [61]. The country has about 13 million inhabitants and almost 54% of the 

Beninese population live in rural areas, 45% reside in urban areas. Children under 14 years 

old represent among 42% of the population. Concerning the economic activities, they are 

mainly represented by agriculture and fishing. The country is located in the intertropical zone 

between the equator and the tropic of cancer thus he has a hot and humid climate which favors 

the spread of several infectious diseases, especially during the floods that threaten the low 

valleys and deltaic areas of the major rivers [61]. Among the 9 NTDs with skin 

manifestations, those which are considered endemic in Benin are Buruli ulcer, leprosy, 

lymphatic filariasis and onchocerciasis [61]. 

 

In Benin, ethnic diversity is a richness and does participate actively in the 

implementation of different strategies to fight against NTDs. Various social actors are 

involved in these strategies, such as opinion leaders, local elected officials, religious leaders 

who participate in social mobilization and help to remove reluctance, as well as teachers who 

help to raise awareness [62]. In addition, community relays are involved in screening, mass 

drug administration and home management of certain infectious complications [62, 63]. 

Social actors may travel great distances to reach the people to be treated, when the latter live 

in remote areas that are difficult to access [61].  

 

4.2.Organization of strategies for the control of NTDs with skin manifestations  
 

Benin has organised the management of skin NTDs at a country level, according to 

the pathology. Thus, Buruli ulcer and leprosy are managed by the national leprosy and Buruli 

ulcer control program (PNLLUB, - Programme National de Lutte contre la lèpre et l'Ulcère 

de Buruli), whereas the national communicable disease control program (PNLMT, 

Programme National de Lutte contre les Maladiers Transmissibles) supports the two other 

skin NDTs endemic in the country, lymphatic filariasis and onchocerciasis. Here is the 

organization of these structures: 
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4.2.1. Management of Buruli ulcer and leprosy  
 

In 1997, Benin has developed a national program to fight Buruli ulcer (PNLUB - 

Programme National de Lutte contre l'Ulcère de Buruli). One of the priorities of this program 

was the establishment of a surveillance system against this disease [64]. For this, Benin has 

set up 4 Buruli ulcer screening and treatment centers (CDTUB – Centre de Dépistage et de 

Traitement de l’Ulcère de Buruli), in Allada (Atlantic department), Lalo (Couffo department), 

Zagnanado (Zou department) and Pobe (Ouémé department). These centers were built in the 

south of Benin, endemic for Buruli ulcer. Each center had as its primary mission the screening 

and management of Buruli ulcer according to the recommendations of the PNLUB [60].  

From 2004, the system has evolved to integrate leprosy in its activities. This led to a 

remarkable progress, the program and the centers were then respectively called national 

leprosy and Buruli ulcer control program (PNLLUB, - Programme National de Lutte contre 

la lèpre et l'Ulcère de Buruli) and leprosy and Buruli ulcer screening and treatment center 

(CDTLUB – Centre de Dépistage et de Traitement de la Lèpre et de l’Ulcère de Buruli). 

Besides, 8 leprosy treatment centers (CTAL - Centre de Traitement Anti Lèpre) were 

constructed to cover all the country in order to optimize the managment of patients. The 

functioning of all these structures has been possible thanks to the WHO, the Raoul Follereau 

Foundation and the ANESVAD Foundation, which support research on leprosy and Buruli 

ulcer in Benin [61,65,66]. 

Thanks to the efforts put by the control program and field structures in collaboration 

with the different partners, the number of Buruli ulcer new cases registered decreased 

gradually over the years from over 1,000 in 2007, to 240 cases in 2019 [10]. In 2021, 178 

cases were detected, probably linked to COVID-19 (Figure 6C). The distribution of the 

number of new cases of Buruli ulcer reported in each department of Benin are presented in 

Figure 6A.  

Concerning leprosy, the number of new cases recorded in Benin was around 400 in 

2005 and 2006.Then, a gradual decrease was observed over the years with only 77 new cases 

detected in 2021 (Figure 6D) thus giving a case detection rate per 1,000,000 population of 

5.92. This decrease can also be associated with the success of the large leprosy control 

program activities in this country for years [10]. Availability and good accessibility to 

treatment was also observed, with 100% of leprosy patients who were treated (data 2015) and 

82% of them who were monthly supervised in the peripheral health facilities [10]. The 
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Distribution of the number of new cases reported of leprosy in each department of Benin in 

2015 is presented in Figure 6B [61]. 

 

 

 

Figure 6. Distribution of the number of new reported cases of endemic neglected 

tropical skin diseases in each department of Benin and the evolution over the years. 

A. New reported cases of Buruli ulcer (2015) [61], B. New reported cases of leprosy 

(2015) [61], C. Evolution of the number of new reported cases of Buruli ulcer between 

2002 and 2021 [10], D. Evolution of the number of new reported cases of leprosy 

between 2005 and 2021; no data available for 2016 [11].
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4.2.2. Management of lymphatic filariasis and onchocerciasis 
 

Beside the PNLLUB, Benin has set up a national communicable disease control 

program (PNLMT) responsible for taking care of several other endemic communicable 

diseases in the country, including the endemic NTDs with skin manifestation lymphatic 

filariasis and onchocerciasis. Figure 7 represents the general health system of Benin with the 

programs and the structures that support NTDs with skin manifestations in the country. 

Concerning lymphatic filariasis, in 2000, global prevalence was 2.03%, with a 

variation of 0 to 12.5% depending on the village [61]. Following this observation, a plan to 

eliminate lymphatic filariasis was initiated in 2002, by the PNLMT, with the guidance of 

WHO. From 2002 to 2011, 30 communes were enrolled in the mass treatment in a progressive 

manner. In 2012, 23 of the 30 communes on treatment stopped the mass treatment after the 

transmission assessment survey, which was conclusive (0 positive cases in 5 evaluation units 

and only 1 positive case in one evaluation unit where the threshold not to be exceeded is 20). 

As of 2013, all of the remaining 25 endemic communes have been placed on mass treatment 

except Cotonou and Porto-Novo, two communes that have shown not be endemic for 

lymphatic filariasis [61, 67].  

Concerning onchocerciasis, control operations began in 1974 with the 

Onchocerciasis Control Program in West Africa (Programme de Lutte contre l’Onchocercose 

en Afrique de l’Ouest), supported by WHO. In 1988, the introduction of ivermectin as a 

treatment was launched in Benin, then vector control by spreading larvicides in watercourses 

was applied. Today, after more than 40 years of struggle, the prevalence of onchocerciasis is 

less than 5% in all the villages. The disease remains however endemic in 51 of the 77 

communes (data 2015) [61].  

The main lymphatic filariasis and onchocerciasis control activities triggered by the 

control programs in Benin and their endemic status before and after these activities are 

illustrated in Table 6. This table also presents the strategies to be maintained in the future in 

order to bring these 2 diseases under control.  
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Figure 7. Tree representing the general health system of Benin with its different structures as well as the programs to fight neglected 

tropical diseases with skin manifestation in the country.  
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Table 6. Endemic status of lymphatic filariosis and onchocersiasis before and after control activities in Benin. 

 
Endemic status in Benin 

before activities 

Support program 

(year of start of 

activities) 

Main activities Endemic status in Benin after 

control activities 

Perspective 

Onchocerciasis  - Endemic area: 81,000 km²  

- Endemic settlements: 51/77 

- Prevalence: 25% to 98% 

- Annual transmission 

potential: > 800 infective 

larvae per person and per 

year 

Onchocerciasis Control 

Program in West Africa 

(OCP) 

(1974) 

- Vector control by 

spreading larvicides 

in water courses 

- Treatment with 

ivermectin 

- 2000 to 2002: annual 

transmission potential < 100 and 

prevalence < 5% in most villages 

- In 2015: 51 endemic settlements 

under control with residual 

activities after: 

● Treatment with ivermectin 

● Epidemiological surveillance 

● Entomological surveillance 

- Treatment with ivermectin 

- Epidemiological 

surveillance 

- Entomological surveillance 

Lymphatic 

filariasis 

Cartography 2000:  

- Endemic settlements: 50/77 

- Prevalence: 0% to 12.5% 

- High prevalence rates in 

Mono, Couffo , Ouémé, 

Plateau, Zou, Collines, 

Atacora and Donga  

A lymphatic filariasis 

elimination plan has been 

implemented since 2002 

Mass drug 

administration  

- 2002 to 2011: 30 settlements 

have been enrolled in mass drug 

administration 

-2016 : only 25 district under 

treatment 

- Mass drug administration, 

Epidemiological surveillance 

- Set up a management 

system for the disabilities 

linked to this disease 

- Perform a treatment 

discontinuation study in the 

endemic municipalities that 

have gone through six rounds 

of treatment 
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4.2.3. Management of other NTDs with skin manifestation in Benin  
 

No case of cutaneous leishmaniasis and post-kala-azar dermal leishmaniasis has 

been reported in Benin [16]. Concerning yaws, the disease is currently not considered 

endemic in the country, even if in 2021, 198 suspected cases have been reported, but only 2 

were confirmed [13]. Regarding mycetoma, between 0.01 and 0.1 cases/100,000 inhabitants 

were reported in Benin in 2021 [68]. Unfortunately, there is currently no program or structure 

for the control of mycetoma in Benin, while physicians are faced with the problem of 

treatment, which is very long and expensive, and the lack of an ideal diagnostic tool. As a 

consequence, this disease is often neglected. It is therefore urgent to integrate mycetoma in 

national programs in order to provide an adequate management of patients. 

Scabies was only categorized a neglected tropical disease by WHO in 2017 [69], 

mainly because this disease should not lead to disabilities compared to Buruli ulcer and other 

NTDs with skin manifestations. Therefore, it is not yet well integrated among the strategies 

of control programs in Benin. However, according to recent studies, scabies is becoming the 

leading skin NTD in the country. This disease constitutes a real public health problem because 

of its high prevalence, and its high morbidity in children [61,70]. Thus, there is an urgent 

need to create an advocacy and funding plan but also to secure financing for ivermectin and 

topical treatments since currently, this treatment is reserved for onchocerciasis in the country. 

 

V. Conclusion 

 

This review provided an overview of all skin NTDs reported to date and their control 

strategies as recommended by the WHO. It also described the case of Benin, a West African 

country endemic for some of these skin NTDs and the national programs and structures for 

screening, treatment and prevention set up in this country for the management of infected 

patients. 

This work has also enabled us to understand the difficulties encountered in the 

Beninese field in applying WHO strategies, as well as the solutions that may have been 

proposed by local teams. Similar work should be carried out by the other endemic countries 

of West Africa, in collaboration with health workers in the field and community relays, in 

order to help the WHO and other partners to find appropriate solutions, and thus, lead to a 

definite reduction in the burden of these diseases. 
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Avant-propos 

 

L’ulcère de Buruli est une infection cutanée humaine due à Mycobacterium ulcerans, 

une mycobactérie environnementale. Cette pathologie sévit surtout dans les régions tropicales 

humides, notamment à proximité de régions marécageuses ou inondables. On la retrouve en 

particulier en Afrique de l’Ouest, où elle est endémique (19). En l’absence de prise en charge, 

l’infection conduit souvent à une destruction étendue de la peau et des tissus mous avec 

formation d'ulcérations importantes, généralement sur les membres, et à l'origine d'importantes 

incapacités fonctionnelles (20,21). La destruction tissulaire est liée à la production d’une toxine, 

la mycolactone. Cette toxine est le principal facteur de virulence de la bactérie, elle confère un 

caractère non douloureux à l’ulcère (22,23). Cette maladie touche majoritairement les enfants 

de moins de quinze ans et constitue une menace pour la santé publique dans de nombreuses 

régions en raison des conséquences socio-économiques qu’elle engendre (20). En 1998, 

l’Organisation Mondiale de la Santé a déclaré l’ulcère de Buruli «maladie émergente» (24) et 

en 2003, la maladie est devenue une «maladie tropicale négligée». Le traitement associe une 

bithérapie antibiotique si la prise en charge de l’ulcère est précoce, à la condition d’avoir un 

accès au dépistage et au soin. En cas de formes plus avancées de l’ulcère, le recours à la 

chirurgie en plus d’une antibiothérapie est indispensable, entrainant un lourd impact socio-

économique (19).   

En pays endémique, le diagnostic est avant tout clinique. Cependant, dans de nombreux 

pays notamment d’Afrique, l’ulcère de Buruli est souvent co-endémique avec d’autres maladies 

tropicales négligées à manifestations cutanées et avec des plaies chroniques et cancéreuses, qui 

présentent des signes cliniques similaires (12). Aussi, est-il nécessaire de confirmer les cas 

suspects par des examens paracliniques. La confirmation du diagnostic clinique est la PCR 

quantitative ciblant la séquence IS2404, présente en plus de 200 exemplaires sur le génome de 

la bactérie. Elle s’avère être le plus sensible et le plus spécifique des tests établis pour la 

détection de M. ulcerans, elle est donc actuellement considérée comme le gold standard par 

l’OMS (4).  

 

Le Bénin est depuis de nombreuses années un pays endémique pour l’ulcère de Buruli 

(25). Ce sont les CDTLUB qui sont impliqués dans la prise en charge de cette maladie. En 

novembre 2012, un laboratoire de biologie moléculaire de diagnostic de l’ulcère de Buruli a été 
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installé par notre équipe de recherche ATOMycA dans le CDTLUB de Pobè, au sud du Bénin, 

et les techniciens ont été formés à la réalisation de la qPCR (26).  

Depuis sa création, le laboratoire de Pobè a montré une évolution importante dans le 

domaine du diagnostic moléculaire d’autres MTN-C et a participé à différents programmes et 

réseaux de laboratoires dans le but de lutter contre ces maladies (27).  

Le but de l’article 1 a été de faire le point sur les 10 premières années d'activité de 

diagnostic de l’ulcère de Buruli du laboratoire de biologie moléculaire du CDTLUB de Pobè et 

de décrire l’évolution de ce laboratoire pour devenir un laboratoire de référence dans le domaine 

du diagnostic moléculaire.    

 

Au Bénin, d’autres MTN-C sont endémiques en plus de l’ulcère de Buruli. La prise en 

charge de ces maladies est rendue difficile du fait de l’éloignement des personnes infectées, 

vivant dans des régions rurales avec peu ou pas d'accès aux structures de soins. Sur la base de 

ces observations, des consultations foraines, utilisant des équipes mobiles pour le dépistage 

intégré des maladies de la peau dont les MTN-C, ont été mises en place dans les départements 

de l'Ouémé et du Plateau au sud du Bénin afin de diminuer le fardeau de ces maladies.  

Le but de l’article 2 est présenter les résultats de ces consultations foraines réalisées en 

2018, 2019 et 2020 et de partager les leçons apprises lors de cette expérience de prise en charge 

intégrée des MTN-C dans les communes rurales du Bénin. 
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3.1. Introduction 

 

La lèpre est une maladie infectieuse chronique causée par Mycobacterium leprae, une 

mycobactérie. Elle se manifeste par des lésions de la peau, des nerfs périphériques, de la 

muqueuse des voies respiratoires supérieures et des yeux. En l’absence de traitement, cette 

maladie peut être très mutilante. La bactérie a été découverte en 1873 par Armauer Hansen à 

Bergen, raison pour laquelle la lèpre est également appelée maladie de Hansen (28).  

En 1991, l’OMS avait défini comme objectif l’élimination de la lèpre en tant que 

problème de santé publique au niveau mondial, cette élimination étant définie comme une 

prévalence inférieure à un cas pour 10,000 habitants. Cet objectif a été atteint en 2000. 

Cependant, les chiffres sont sous‐estimés, étant donné qu’il s’agit d’une maladie «tabou» dans 

de nombreux pays. Aussi, la lèpre demeure un problème de santé publique selon les données 

provenant de 103 pays du monde (29). 

La lèpre peut conduire à des formes d’incapacités sévères aboutissant à une 

stigmatisation sociale. Aussi, est-il important de mettre en place un dépistage et un traitement 

précoce. Le diagnostic est avant tout clinique, mais une confirmation microbiologique est 

toutefois possible. Concernant le traitement, l’OMS recommande une polychimiothérapie afin 

de lutter contre la résistance bactérienne (29). En 1964 a été décrite la première résistance (30). 

Au cours du temps, d’autres résistances aux molécules de première puis de deuxième ligne sont 

apparues, et des cas de multi- résistance ont été décrits (31). Afin d’endiguer ce problème de 

santé publique, l’OMS a mis en place un réseau sentinelle de surveillance des résistances dans 

plusieurs pays endémiques ainsi qu’un guide pour la surveillance de la résistance aux 

antilépreux (32).  

Etant donné l’impossibilité de cultiver M. leprae sur les milieux de culture, la recherche 

de la résistance aux anti-lépreux se fait principalement à l’aide d’outils de biologie moléculaire. 

Les principales résistances sont identifiées au niveau de trois gènes, rpoB, gyrA et folP1 qui 

codent respectivement pour les cibles de la rifampicine, la dapsone et les fluoroquinolones. Ces 

molécules constituent le traitement de première intention utilisées dans la polychimiothérapie 

(33). Ces mutations peuvent être détectées par séquençage Sanger, cependant il est très difficile 

d’installer cette technique dans les pays endémiques. Le kit GenoType LepraeDR (Hain 

Lifescience) est un kit développé en 2012 permettant de détecter les mutations les plus 

fréquentes dans ces 3 gènes. Ce test, aisé d’utilisation, est disponible sur le marché. Il peut être 

installé dans les pays où l’accès au séquençage des gènes de résistance n’est pas possible (34).  
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Le Bénin est un pays d’Afrique de l’Ouest considéré comme endémique pour la lèpre 

(35). Selon l’OMS, 77 cas de lèpre ont été enregistrés dans le pays en 2021 (36). Entre 2009 et 

2015 le pays a signalé plusieurs cas de résistance aux antilépreux de première intention (37). 

La mise en place du test GenoType LepraeDR permettant de détecter ces résistances, peut être 

un énorme atout pour une prise en charge optimale des patients. 

En 2012, notre équipe de recherche ATOMycA a installé un laboratoire de biologie 

moléculaire dans un centre de diagnostic et de traitement de la lèpre et de l’ulcère de Buruli 

(CDTLUB) de Pobè, au sud du Bénin. En 2016 et grâce à l’expertise acquise par les techniciens 

du laboratoire de Pobè, la PCR en temps réel ciblant la séquence RLEP, spécifique à M. leprae, 

a été développée (38). Cependant le diagnostic de la résistance aux antilépreux n’était pas 

proposé aux médecins. 

Dans ce contexte, les objectifs de ce projet étaient : i) de tester le kit GenoType 

LepraeDR au laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers afin de pouvoir répondre à la 

problématique de la résistance aux anti-lépreux des patients diagnostiqués à M. leprae au 

CDTLUB de Pobè, ii) de rédiger une procédure complète permettant au laboratoire du 

CDTLUB de Pobè de mettre en place ce test et de pouvoir en interpréter les résultats. 

 

 

3.2. Diagnostic de la lèpre  

 

3.2.1. Diagnostic clinique 

 

Le diagnostic de la lèpre est avant tout clinique. Le patient présente une ou plusieurs 

tâches pouvant évoluer sur tout le corps, d’aspect pâle, rougeâtre ou de couleur cuivrée. Ces 

tâches peuvent être plates ou en relief, elles ne démangent pas. Une perte nette de sensibilité à 

la chaleur, au toucher ou à la douleur est observée.  

La réponse immunitaire du sujet atteint détermine la forme clinique de la lèpre. Ainsi, 

on distingue la forme tuberculoïde, appelée également Pauci-Bacillaire (PB) et la forme 

lépromateuse, dite Multi-Bacillaire (MB). La forme PB résulte d’un profil Th1 avec une 

immunité cellulaire adaptée et une réaction inflammatoire localisée. Peu ou pas de bacilles sont 

observés en microscope (0 à 10 bacilles/ 100 champs microscopiques) et les cytokines 

retrouvées sont l’interleukine‐2 et 12 et l’interféron gamma. La forme PB est la plus fréquente, 
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elle est non contagieuse et se caractérise par la présence de moins de 5 lésions, sous formes des 

tâches de dépigmentation.  

La forme MB quant à elle résulte d’un profil Th2 avec une mauvaise réponse 

immunitaire et une réaction inflammatoire disséminée, accompagnée d’un fort titre d’anticorps. 

De nombreux bacilles sont observés (1 à 10 bacilles/ 10 champs jusqu’au > 1000 bacilles/ 

champ microscopique) et les cytokines retrouvées sont l’interleukine‐ 4,5,6,10 et 13. La forme 

MB est moins fréquemment retrouvée mais elle est contagieuse. Elle se caractérise par la 

présence de plus de 5 lésions d’aspect papules ou pustules luisantes sur tout le corps (39,40,41). 

Le Tableau 1 résume les caractéristiques des deux formes cliniques de la lèpre. 

 

Tableau 1 Résumé des caractéristiques de 2 formes cliniques de lèpre. 

Caractéristiques Lèpre tuberculoïde ou 

Pauci-Bacillaire (PB) 

Lèpre lépromateuse ou 

Multi-Bacillaire (MB) 

Nombre de lésions <5 lésions >5 lésions 

Fréquence +++ + 

Caractéristique 

clinique 

Taches de dépigmentation Papules ou pustules luisantes sur 

tout le corps 

Profil Th Th1 Th2 

Réponse 

immunitaire 

Cellulaire Inadéquate avec fort titre 

d’anticorps 

Réaction 

inflammatoire 

Localisée Disséminée 

Nombre de bacilles Peu de bacilles Prolifération massive des 

bacilles 

Cytokines IL‐2, INF-γ, IL‐12 IL-4, IL‐5, IL-6, IL-10, IL-13 

Caractère contagieux Non contagieuse Contagieuse 
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3.2.2. Diagnostic microbiologique 

 

Le bacille de la lèpre est préférentiellement retrouvé dans les zones les plus froides 

du corps, en particulier au niveau du lobe de l’oreille ou encore dans les narines. Ces deux 

sites anatomiques seront ainsi préférentiellement prélevés pour réaliser le diagnostic 

biologique. M. leprae est non cultivable in vitro et sa durée de doublement est extrêmement 

longue, estimée à environ 2 semaines (28,42). 

Une confirmation microbiologique du diagnostic clinique est possible. En zone 

d’endémie, la coloration de Ziehl Neelsen est utilisée. Depuis quelques années a été 

développée la confirmation microbiologique par PCR. La principale cible est la séquence 

d’insertion RLEP, présente en 37 copies (43). Cette séquence est spécifique de M. leprae 

(44,45).  

 

 

3.3. Traitement de la lèpre  

 

Dans les années 1940, le premier antilépreux à avoir été mis sur le marché a été la 

dapsone (46). Cette molécule inhibe la synthèse des folates en agissant sur la Dihydroptéroate 

Synthétase (DHPS) codée par le gène folP, et bloquant ainsi la synthèse d’acide folique, 

composant indispensable à la croissance de la bactérie (47). En 1964, les premières résistances 

à la dapsone ont été décrites (30). Dans le but de limiter l’émergence de résistances liées à cette 

monothérapie l’OMS a mis en place polychimiothérapie en 1981. Elle associe, en premier ligne, 

la rifampicine (600 mg/mois) et la dapsone (100 mg/jour) pour 6 mois en cas de lèpre PB, ou, 

la rifampicine (600 mg/mois), la dapsone (100 mg/jour) et la clofazimine (300 mg/mois et 50 

mg/jour) pour 12 mois en cas de lèpre MB, une thérapie qui a permis de diminuer l’incidence 

et la prévalence de la lèpre au niveau mondial (29). La rifampicine possède une activité 

bactéricide importante. Elle bloque la sous-unité bêta de l'ARN polymérase ADN dépendante 

codée par le gène rpoB (48). La clofazimine possède une activité bactériostatique, avec un 

mécanisme encore assez mal connu à ce jour. 

 

Des molécules de seconde ligne sont utilisées en cas de résistance à celles de première 

ligne. Ainsi, en cas de résistance à la rifampicine seule ou de double résistance à la rifampicine 

et à la dapsone, la thérapeutique anti-lépreuse doit associer la minocycline (100 mg/jour) avec 
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l’ofloxacine (400 mg/jour) et la clofazimine (50 mg/jour) pour 6 mois suivi d’une combinaison 

d’ofloxacine (400 mg/jour) ou de minocycline (100 mg/jour) avec la clofazimine (50 mg/jour) 

pour 18 mois. D’autres formes de résistance existent mais n’impliquent pas le changement de 

la polychimiothérapie standard (32). La figure 1 résume les traitements recommandés dans les 

différentes situations.  

 

 

 

 

Figure 1 Présentation des différents traitements antilépreux recommandés, selon l’OMS.  

 

 

3.3. Résistance aux antilépreux 

  

La résistance à la dapsone a été notée dès 1964 (30), celle à la rifampicine dès 1976. 

Par la suite, des résistances aux quinolones ont aussi été mises en évidence (49). Plusieurs 

multi‐ résistances, définies comme la résistance combinée à plusieurs antilépreux, ont été 

décrites (31). A ce jour, il n’a pas encore été décrit de résistance à la clofazimine. 

Cependant, la cible de cette molécule n’est pas bien connue, rendant compliquée sa 

recherche.  

Les principales mutations conférant la résistance aux antilépreux sont présentées 

dans le tableau 2.  

 

 



 

92 

 

Tableau 2. Principales mutations dans les gènes rpoB, folP1 et gyrA, conférant des 

résistances à la rifampicine, à la dapsone et à l’ofloxacine, chez M.leprae (33). 

 

Antilépreux Protéine 

cible 

Mutations Fréquence 

Rifampicine rpoB 

His451Tyr, Ser456Leu Fréquente 

Ser456Met, Ser456Phe  Peu fréquente 

His431Asp , Gly432Ser, Gln438Val, Phe439 

(Lys + Phe insert) /Met440, Asp441Asn, 

Asp441Tyr, Ser447Cys, His451Asp, 

His451Val, Ser456Trp, Leu458Val, 

Leu458Pro, Gly459Ser 

Rare 

Dapsone folP1 

Thr53Ala, Thr53Ile, Pro55Arg, Pro55Leu Fréquente 

Thr53Arg, Thr53Val, Pro55Ala, Thr53Val, 

Pro55Ser 

Rare 

Ofloxacin gyrA 
Gly89Cys Rare 

Ala91Val Fréquente 

 

 

3.4. Le kit GenoType Leprae DR pour la détection de la résistance aux 

antilépreux. 

 

3.4.1. Principe du kit  

 

Le GenoType LepraeDR (VER 1.0, Hain LifeScience) est un test qualitatif de 

diagnostic in vitro pour l’identification de M. leprae et la détermination de sa résistance à 

la rifampicine et/ou l’ofloxacine et/ou la dapsone. Il possède un marquage CE IVD. Ce test 

peut être utilisé à partir d’échantillons cutanés positifs à la coloration de Ziehl Neelsen.  

 

● La présence de M. leprae est déterminée par la détection de la séquence répétée RLEP. 

● La résistance à la rifampicine est déterminée par la détection des principales mutations 

du gène rpoB, codant pour la sous-unité bêta de l’ARN polymérase. 
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● La résistance à l’ofloxacine ou aux autres fluoroquinolones est déterminée par la détection 

par la principale mutation du gène gyrA, codant pour la sous-unité A de l’ADN gyrase.  

● La résistance à la dapsone est déterminée par la détection de mutations dans le gène folP1, 

codant pour la dihydroptéroate synthétase.  

 

Le test GenoType LepraeDR VER 1.0 est basé sur la technique DNA•STRIP et 

comporte trois phases (figure 2) :  

Phase A : extraction de l’ADN à partir d’échantillons positifs à la coloration de Ziehl 

Neelsen 

Phase B : amplification multiplex à l’aide d’amorces biotinylées 

Phase C : hybridation inverse sur bandelette avec le TwinCubator 

 

 

 

Figure 2. Stratégie d’utilisation du test GenoType LepraeDR  

 

 

Le Mélange Amorces/Nucléotides, contenu dans le kit, contient des amorces 

biotinylées pour l’amplification de régions spécifiques du génome de M. leprae (RLEP, 

rpoB, gyrA et folP1). 
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Les bandelettes sont recouvertes de sondes spécifiques complémentaires aux acides 

nucléiques amplifiés. Après dénaturation chimique, les amplicons simple brin formés se 

lient aux sondes par hybridation. Sous l’action de conditions stringentes, les molécules 

d’ADN simple brin se lient spécifiquement à leur brin complémentaire, permettant ainsi 

aux sondes de différencier plusieurs mutations de séquences dans les régions des gènes 

examinées. Le conjugué streptavidine-phosphatase alcaline est ensuite immobilisé sur la 

membrane par l’intermédiaire de la biotine présente sur chaque amplicon formé. Enfin, la 

phosphatase alcaline transforme un substrat ajouté en colorant qui forme un précipité 

coloré sur la bandelette. Les signaux obtenus sont facilement et rapidement interprétés à 

l’aide d’une matrice fournie avec chaque kit. 

 

 

3.4.2. Interprétation des résultats  

 

Chaque bandelette contient 16 zones réactionnelles ainsi qu’un marquage coloré 

permettant son orientation (figure 3).  

 

Six bandes permettent de contrôler le bon déroulement du test : 

- une bande Contrôle Conjugué (CC) qui permet de contrôler la fixation du conjugué sur 

la bandelette et le bon déroulement de la révélation chromogénique. 

- une bande Contrôle Universel (UC) qui détecte les espèces connues de mycobactéries 

ainsi que les bactéries Gram-positives riches en G+C.  

- une bande ML pour Mycobacterium leprae qui permet de confirmer la présence de M. 

leprae dans le prélèvement.  

- une bande de contrôle du locus rpoB, une de contrôle du locus gyrA et une de contrôle du 

locus folP1. 

 

La présence de ces 6 bandes contrôles (CC, UC, ML, contrôle rpoB, contrôle gyrA 

et contrôle folP1) est obligatoire pour analyser les résultats. L’intensité de la bande ML 

varie selon la concentration d’ADN de départ, si cette bande n’est pas positive, 

l’échantillon ne peut pas être interprété. 
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Figure 3. Représentation d’une bandelette du kit GenoType LepraeDR avec l’emplacement 

des sondes. 

 

 Les sondes type sauvage (WT) comprennent les séquences non mutées de chaque 

région d’intérêt du gène testé. En présence d’une mutation, l’amplicon produit ne peut pas 

s’hybrider à la sonde de type sauvage correspondante. Ainsi, l’absence de signal dans au 

moins une des sondes type sauvage indique la présence d’une résistance à l’antilépreux 

correspondant. Lorsque tous les types sauvages d’un même gène sont positifs, il n’y a pas 

de mutation détectable au sein des régions analysées. La souche testée est alors considérée 

sensible pour l’antilépreux correspondent. 

 

Les sondes type mutant (MUT) comprennent les séquences qui correspondent aux 

mutations les plus fréquentes des 3 gènes à l’origine d’une résistance (Tableau 3).  

 

Seules les bandes d’intensité environ égale ou supérieure à celle du Contrôle 

Universel (UC) doivent être prises en compte pour l’interprétation. Il est à noter une 

possibilité que l’échantillon testé contienne plus d’une souche de M. leprae ou une hétéro 

résistance de souche, si au moins une des souches présente une mutation. Dans ce cas, une 

des sondes mutées ainsi que le type sauvage correspondant peuvent apparaître. 
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Tableau 3. Mutations détectées par le kit GenoType LepraeDR pour les gènes rpoB, gyrA 

et folP1. 

 

 

3.5. Contribution personnelle au travail 

 

En 2016, le CDTLUB de Pobè a mis en place le diagnostic de M. leprae par PCR. Le 

laboratoire a souhaité par la suite proposer un test de détection des résistances aux antilépreux 

afin d’optimiser la prise en charge des patients.  

Dans ce cadre, j’ai eu comme objectifs, dans un premier temps, de tester le kit GenoType 

Leprae DR au laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers à partir de prélèvements positifs 

adressés par le CDTLUB de Pobè et, dans un deuxième temps, de rédiger une procédure 
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complète permettant au laboratoire du CDTLUB de Pobè de mettre en place ce test et de pouvoir 

en interpréter les résultats. 

 

 

3.5.1. Matériels et méthodes 

 

Un total de 12 extraits d’ADN positifs à M. leprae provenant de 12 prélèvements 

de patients ayant consulté au CDTLUB de Pobè ont été adressés au laboratoire de 

bactériologie du CHU d’Angers afin de rechercher des résistances à la rifampicine, à 

l’ofloxacine et à la dapsone, avec le kit GenoType LepraeDR, les patients n’ont été jamais 

traités contre la lèpre. 

Les prélèvements analysés étaient du suc dermique d’oreille, des écouvillons de narine 

et un écouvillon cutané. Au CDTLUB de Pobè a été réalisé un examen direct par coloration de 

Ziehl ainsi qu’une PCR en temps réel ciblant le gène RLEP.  

Les caractéristiques des 12 extraits d’ADN positifs analysés par le laboratoire de 

bactériologie du CHU d’Angers sont présentées dans le Tableau 4.  

 

Tableau 4 : Caractéristiques des 12 échantillons adressés par le CDTLUB de Pobè. 

Numéro 

d’échantillon 

Type de prélèvement 

(Site) 

Résultat coloration 

Ziehl-Neelsen 

Quantification bactérienne 

(unité génome/ml) 

3/21 Suc dermique (Oreilles) - 3,4.103 

5/21 Suc dermique (Oreilles) 5+ 2,8.107 

670a/21 Suc dermique (Oreilles) 4+ 9,7.105 

670b/21 Écouvillon (Dos) 4+ 4,1.105 

810a/21 Suc dermique (Oreilles) - 2,5.104 

1079b/21 Ecouvillon (Narines) - 1,0.107 

1094a/21 Suc dermique (Oreilles) 4+ 1,3.106 

1094b/21 Ecouvillon (Narines) 3+ 6,4.107 

0058/22 Suc dermique (Oreilles) - 4,5.102 

101b/22 Écouvillon (Narines) 1+ 1,8.105 

101a/22 Suc dermique (Oreilles) 1+ 7,8.104 

139/22 Suc dermique (Oreilles) 6+ 2.0.107 

Légende : - : Absence ; 1+ : 1 à 10 bacilles/ 100 champs ; 2+ : 1 à 10 bacilles/ 10 champs ; 

3+ : 1 à 10 bacilles/ champ ; 4+ : 10 à 100 bacilles/ champs ; 5+ : 100 à 1000 bacilles/ 

champs ; 6+ : > 1000 bacilles/ champs. 

 

L’identification génétique des résistances de M. leprae à la rifampicine, l’ofloxacine et 

à la dapsone a ensuite été réalisée par le kit GenoType LepraeDR, selon les recommandations 
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du fournisseur. L’étape d’extraction n’a pas été réalisée étant donné que l’ADN adressé au 

laboratoire par le CDTLUB de Pobè était déjà extrait. 

Les différentes étapes réalisées par le kit GenoType LepraeDR sont présentées dans 

l’Annexe 1 et décrites brièvement ci-dessous. 

 

a) Etape d’amplification d’ADN à l’aide d’amorces biotinylées 

 

Le mélange réactionnel, correspondant à 45µl par échantillon à tester, a été préparé dans 

une pièce exempte d’ADN contaminant selon le protocole présenté dans le Tableau 5.  

 

Tableau 5 : Composition du mélange réactionnel permettant de réaliser l’étape d’amplification 

d’ADN avec le kit GenoType LepraeDR. 

 

Réactif  Volume pour 1 tube 

MIX GenoType LepraeDR PNM (nucléotides+ amorces 

biotinylées, fourni par le kit) 
35 µl 

Taq polymérase AmpliTaq Gold (Applied) 5U/µL 0,2 µl 

Tampon de PCR 10x pour AmpliTaq Gold (Applied) 5 µl 

MgCl2 25mM  2 µl 

Eau pour PCR Invitrogen  2,8 µl 

 

Un volume de 5µl d’ADN extrait est ensuite ajouté, dans une zone séparée et la PCR 

réalisée selon le protocole suivant :  
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b) Etape d’hybridation.  

 

Chacune de ces étapes est détaillée dans l’Annexe 1. Le principe technique a été décrit 

dans la partie 3.4.1. du paragraphe « le kit GenoType LepraeDR pour la détection de la 

résistance aux antilépreux » 

c) Evaluation et interprétation des résultats.  

 

Cette étape a été décrite dans la partie 3.4.2. du paragraphe « le kit GenoType LepraeDR 

pour la détection de la résistance aux antilépreux ». 

 

 

d) Confirmation des mutations par séquençage Sanger.  

 

Les mutations détectées par la bandelette ont été confirmées par séquençage de type 

Sanger. Les amorces utilisées ont été celles publiées par l’OMS (50). 

Pour le séquençage du gène folP1, les amorces utilisées étaient : OMS_folP1_F: 

CTTGATCCTGACGATGCTGT et OMS_folP1_R: CCACCAGACACATCGTTGAC. 

Concernant le séquençage du gène gyrA, les amorces utilisées étaient : OMS_gyrA_F: ATG 

GTC TCA AAC CGG TAC AT C et OMS_gyrA_R: TAC CCG GCG AAC CGA AAT TG. 

 

Le déroulé des différentes étapes de séquençage a été le suivant :  

 

  Réalisation de la PCR permettant d’amplifier les séquences d’intérêt 

Le mélange réactionnel a été préparé selon le protocole présenté dans le Tableau 6.  

 

Tableau 6 : Composition du mélange réactionnel permettant de réaliser l’étape d’amplification 

d’ADN. 

Réactifs Volume pour 1 tube 

Tampon 5X GoTaq FlexiBuffer  10 µl 

MgCl2 25mM  3 µl 

dNTP (5mM chaque) 2 µl 

Eau pour PCR (Invitrogen) 21,75 µl 

OMS_Amorce_F 20pmol/µl 1,5 µl 

OMS_Amorce_R 20pmol/µl 1,5 µl 

GoTaq G2Flexi DNA polymerase 5U/µL 0,25 µl 
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Ensuite, 10 µL de chaque extrait d’échantillon sont ajoutés et la PCR réalisée selon le 

profil suivant (Tableau 7) :  

 

 

Tableau 7 : Profil d'amplification de la PCR permettant le séquençage des gènes d’intérêt. 

 

 

Température Durée Nombre de cycles 

95°C 2 min 1 

95°C 30 s 

40 58°C 30 s 

72°C 1 min 

72°C 5 min 1 

4°C infini  

 

  Purification des amplicons 

Cette étape permet d’éliminer tous les réactifs afin de ne garder que les amplicons.   

 

  Réalisation de la PCR de séquence 

Le mélange réactionnel a été préparé selon le protocole présenté dans le Tableau 8.  

 

Tableau 8 : Composition du mélange réactionnel permettant de réaliser l’étape la PCR de 

séquence. 

Réactifs Volume pour 1 tube 

Tampon 5 Sequencing buffer BigDye terminator V3.1 3µl 

OMS_Amorce_R ou OMS_Amorce_F (20pmol/µl) 0,5µl 

BigDye terminator V3.1 1µl 

Eau pour PCR (Invitrogen) 10,5µl 

 

Ensuite, 5 µL d’amplicons précédemment purifiés sont ajoutés et la PCR réalisée selon 

le profil suivant (Tableau 9) :  

 

Tableau 9 : Profil d'amplification de la PCR de séquence. 

Température  Durée Nombre de cycles 

96°C 1 min 1 
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96°C 20 s 

25 50°C 5 s 

60°C 4 min 

4°C infini  

 

  Séquençage de l’ADN 

 

Après purification des amplicons obtenus lors de la réaction de séquence, le séquençage 

de la séquence d’intérêt est réalisé à l’aide du séquenceur 3130xl Genetic Analyzer de 

PerkinElmer, selon le protocole du fournisseur.  

 

  Analyse des séquences 

  Un « nettoyage » des séquences est ensuite réalisé à l’aide du logiciel ChromasPro 

v1.34. Ce logiciel permet d’aligner la séquence obtenue avec l’amorce OMS_Amorce_F, avec 

celle obtenue avec l’amorce OMS_Amorce_R, pour chaque échantillon analysé et de former 

une séquence consensus. Cette séquence consensus est ensuite analysée à l’aide du logiciel 

Clustal X2 avec le gène de référence, dans le but d’identifier la/les mutation(s). 

 

 

3.5.2. Résultats 

 

Parmi les 12 prélèvements positifs à M. leprae par PCR RLEP adressés par le 

CDTLUB de Pobè au laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers, 8 présentaient une 

coloration de Ziehl Neelsen positive (Tableau 4). Le Tableau 10 détaille les résultats des 

bandelettes pour chacun des 12 prélèvements. La figure de l’Annexe 2 représente les 

résultats obtenus.  
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Tableau 10 : Résultat du test GenoType LepraeDR sur les 12 échantillons adressés par le CDTLUB de Pobè. 

 

 Résultat par bande 

Echantillon CC UC ML rpoB 
rpoB 

WT1 

rpoB 

WT2 

rpoB 

WT3 

rpoB 

WT4 

rpoB 

MUT1 

rpoB 

MUT2 
gyrA 

gyrA 

WT 

gyrA 

MUT 
folP1 

folP1 

WT 

folP1 

MUT 

3/21 - Suc dermique (Oreilles) + + - - - - - - - - - - - - - - 

5/21 - Suc dermique (Oreilles) + + + + + + + + - - + + - + - - 

670a/21 - Suc dermique (Oreilles) + + + + + + + + - - + + - + + - 

670b/21 - Ecouvillon (Dos) + + + + + + + + - - + + - + + - 

810a/21 - Suc dermique (Oreilles) + + + + + + + + - - + + + + + - 

1079b/21 - Ecouvillon (Narines) + + + + + + + + - - + + - + + - 

1094a/21- Suc dermique (Oreilles) + + + + + + + + - - + + - + + - 

1094b/21 - Ecouvillon (Narines) + - - - - - - - - - - - - - - - 

0058/22 - Suc dermique (Oreilles) + + - - - - - - - - - - - - - - 

101b/22 - Ecouvillon (Narines) + - - - - - - - - - - - - - - - 

101a/22 - Suc dermique (Oreilles) + + + + + + + + - - + + - + + - 

139/22 - Suc dermique (Oreilles) + + + + + + + + - - + + - + + - 

 

CC : Contrôle Conjugué ; UC : Contrôle Universel ; ML : Mycobacterium leprae ; WT : sonde type sauvage ; MUT : sonde mutation.  
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Le test GenoType LepraeDR n’a pas mis en évidence d’ADN de M. leprae pour 

quatre des prélèvements (absence de la bande « ML »). Il s’agit des prélèvements 3/21, 

1094b/21, 0058/22 et 101b/22 (Tableau 10).  

Le test GenoType LepraeDR a par ailleurs montré un profil de sensibilité à la 

rifampicine pour tous les prélèvements positifs à M. leprae. Concernant la sensibilité aux 

fluoroquinolones, tous les prélèvements positifs à M. leprae étaient sensibles, excepté le 

prélèvement 810a/21 qui a mis en évidence une hétéro-résistance (S/R) objectivée par la 

présence concomitante d’une bande au niveau de la sonde gyrA WT et gyrA MUT, 

d’intensité quasi égale (Figure 4). 

 

Enfin, le test GenoType LepraeDR a montré que tous les prélèvements étaient 

sensibles à la dapsone excepté le prélèvement 5/21 qui a montré une absence de bande à la 

fois pour la sonde folP1WT et folP1 MUT, suggérant une résistance non détectable par le 

test (Figure 4).  

  

 

Figure 4: Résultat du test GenoType LepraeDR sur les prélèvements 05/21 et 810a/21. 

 

 

La résistance aux fluoroquinolones de M. leprae présent dans le prélèvement 

810a/21 ainsi que la résistance à la dapsone de M. leprae présent dans le prélèvement 05/21 
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ont été confirmées par séquençage respectivement du gène gyrA et folP1, afin de valider 

les résultats obtenus par le kit GenoType LepraeDR. 

 

Le séquençage du gène folP1 de M. leprae présent dans le prélèvement 5/21 a 

permis d’obtenir une séquence de 251 pb. L’alignement avec la séquence standard publiée 

par l’OMS (50) met en évidence une substitution du nucléotide A par le nucléotide G à la 

position 157, ce qui correspond au codon 53 du gène (Figure 5). Il s’agit ici d’une substitution 

de l’acide aminé thréonine par l’alanine au niveau de la position 53 de la protéine (Thr53Ala). 

Cette mutation n’est pas détectable par le kit, expliquant l’absence de bande pour folP1MUT 

en plus de l’absence de bande folP1WT. Cette mutation est déjà décrite dans la littérature, elle 

occupe le troisième rang en termes de fréquence de mutation conférant la résistance à la dapsone 

chez M. leprae (51).  

 

 

 

Figure 5. Résultat de l’alignement de la séquence folP1 obtenue par séquençage 

Sanger à partir du prélèvement 5/21, avec le gène folP1 standard publié par l’OMS. 

 

Le séquençage du gène gyrA de M. leprae présent dans le prélèvement 810a/21 a 

mis en évidence un double pic au niveau du nucléotide 91, avec la présence d’un nucléotide 

G dont le pic est majoritaire, et d’un nucléotide A, dont le pic est minoritaire (Figure 6). 

Le nucléotide G confère le caractère sensible aux fluoroquinolones et le nucléotide A, le 

caractère résistant. Le remplacement du nucléotide G par A modifie la composition en 
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acides aminés de la protéine. Ainsi, l’alanine est remplacée par une valine (mutation 

Ala91Val, détecté par la bandelette). 

 

 

 

Figure 6. Résultats du chromatogramme montrant la présence de 2 pics concomitants. 

 

 

3.5.3. Discussion des résultats obtenus 

 

Le kit GenoType LepraeDR permettant l’identification génétique des résistances aux 

trois antilépreux majeurs (rifampicine, ofloxacine, dapsone) a été appliqué dans le but de 

proposer un test rapide et aisé d’utilisation dans les pays où l’accès au séquençage n’est pas 

possible. Le kit est recommandé à partir d’ADN extraits de biopsies cutanées positives à la 

coloration de Ziehl Neelsen.  

Dans notre étude, parmi les 12 prélèvements analysés, 4 étaient négatifs à la 

coloration de Ziehl. Ces prélèvements avaient toutefois été analysés avec le kit car la PCR 

RLEP, réalisé au CDTLUB de Pobè, avait confirmé la présence d’ADN de M. Leprae. Pour 

2 d’entre eux, le kit GenoType LepraeDR n’a pas pu être interprété du fait d’une absence 

de bande au niveau du témoin ML, en lien avec une faible quantité d’ADN de M. leprae 
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quantifiée lors de la PCR RLEP (3,4.103 et 4,5.102 UG/ml). Concernant les deux autres 

prélèvements négatifs à la coloration de Ziehl et analysés avec le kit GenoType LepraeDR, les 

résultats ont pu être interprétés (tous les témoins étaient valides) ; un extrait d’ADN de 

prélèvement d’écouvillon de narine ne présentait pas de mutation pour les gènes recherchés 

mais pour l’extrait d’ADN du prélèvement 810a/21 (suc dermique d’oreille), nous avons 

trouvé une mutation au niveau du gène gyrA.  

Parallèlement, 2 extraits d’ADN dont les prélèvements ont été positifs à la 

coloration de Ziehl Neelsen n’ont pas pu être interprétés avec le kit GenoType LepraeDR, 

certains des contrôles n’ayant pas été validés. Les deux prélèvements concernés étaient des 

écouvillons de narine et pour l’un d’entre eux, la concentration bactérienne était 

importante, estimée à 6,4.107 UG/ml lors de la PCR RLEP. Le test GenoType LepraeDR 

avait été réalisé une seconde fois sur ce même extrait d’ADN qui a confirmé les résultats 

du premier test. Il est possible, notamment pour ce dernier prélèvement, que l’ADN ait été 

dégradé durant le processus de conservation, de transport et d’envoi au laboratoire de 

bactériologie du CHU d’Angers, expliquant un test GenoType LepraeDR négatif alors que 

la quantité d’ADN de M. leprae était importante.  

Selon les préconisations du kit GenoType LepraeDR, seules les biopsies cutanées 

sont recommandées pour l’analyse génétique des résistances aux antilépreux. Dans notre 

étude, parmi les 12 prélèvements analysés, 8 correspondaient à du suc dermique d’oreille, 

3 à des écouvillonnages de narine et 1 à un écouvillonnage cutané au niveau du dos et nous 

avons pu interpréter le test pour 6 des 8 prélèvements de suc dermique d’oreille, pour 2 des 

3 écouvillonnages de narine et pour le prélèvement d’écouvillonnage cutané du dos. 

Plusieurs études ont montré l’intérêt de l’écouvillonnage de la narine pour réaliser le 

diagnostic de la lèpre (52,53). En effet, la charge bactérienne peut être importante au niveau 

de cette localisation anatomique. Il a aussi été montré que le suc dermique au niveau du 

lobe des oreilles pouvait être un bon prélèvement pour le diagnostic de la lèpre (54).  

Le nombre de prélèvements analysés dans notre étude est bien trop faible pour tirer 

des conclusions quant aux types de prélèvements pouvant être étudiés avec le kit GenoType 

LepraeDR, toutefois, nos résultats sont plutôt encourageants. Il serait intéressant à présent 

de réaliser une étude de plus grande ampleur testant des prélèvements de différente nature. 

Le kit GenoType LepraeDR peut présenter quelques limites. Notamment, il ne 

détecte que certaines mutations sur les gènes rpoB, gyrA et folP, celles le plus fréquemment 

retrouvées. Le cas du prélèvement 5/21, négatif pour la bande sauvage et mutée du gène 

folP a montré la présence d’une souche résistante à la dapsone, mais dont la mutation n’est 
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pas connue du test. Afin de connaitre le nucléotide muté, nous avons séquencé le gène. 

Dans notre cas, nous avons mis en évidence une substitution du nucléotide A par le 

nucléotide G à la position 157, conduisant à une substitution d’un acide aminé Thr53Ala. 

Cette mutation a déjà été décrite par Kai et al. en 1999 (51). Enfin, selon les données publiées 

par Cambau et al. en 2018, seules 4 mutations conférant une résistance à la dapsone ont été 

décrites au Bénin entre 2009 et 2015 (37). 

  

 

3.5.4 Conclusion  

 

Nous avons appliqué la technique GenoType LepraeDR à partir des extraits d’ADN 

de prélèvements positifs à M. leprae adressés par le CDTLUB de Pobè. Un protocole 

détaillé a été écrit et adressé au laboratoire de biologie moléculaire du CDTLUB de Pobè, 

accompagné de tout le matériel nécessaire pour la mise en place de ce test. Depuis fin 

février 2023, le CDTLUB de Pobè a ainsi la possibilité de proposer l’identification 

génétique des résistances de M. leprae à la rifampicine, à l’ofloxacine et à la dapsone aux 

cliniciens qui prennent en charge les patients atteints de lèpre. La mise en place de cette 

technique est une grande avancée dans la prise en charge globale et intégrée des patients 

atteints de MTN-C.   
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En raison des complications physiques et des stigmatisations sociales importantes 

qu’elles génèrent, les MTN-C représentent un lourd fardeau à l’égard des pays concernés. Pour 

combattre ces maladies, une prise en charge individuelle des patients est souvent nécessaire. De 

plus, afin d’éviter les complications et les récidives, il est indispensable de disposer de moyens 

financiers suffisants, de structures de soins, de matériel adéquat et de personnel de santé bien 

formé. Enfin, les patients et les proches aidants doivent être acteurs de la prise en charge.  

Le Bénin a été parmi les premiers pays à déployer un plan quinquennal (2012-2016) de 

lutte intégrée contre les MTN-C en renforçant la surveillance globale et en améliorant la 

coordination entre les différents partenaires impliqués dans la prise en charge de ces maladies. 

Le contexte politique et économique favorable du pays a permis de mettre en place les différents 

axes de ce plan pour atteindre les objectifs (18). Ainsi, l’instauration d’un plan directeur de lutte 

intégrée contre les MTN (via la création du PNLLUB), de même que le développement de 

structures de dépistage et de prise en charge de ces maladies (via les 4 CDTLUB) ont rencontré 

un grand succès sur le terrain. Quelques fois même, l’application de protocoles a précédé les 

recommandations de l’OMS.  

Les consultations foraines avec des équipes mobiles pour le dépistage intégré des MTN-

C et des autres maladies de la peau ont été organisées dans les villages au plus près des patients. 

Elles ont montré un rôle majeur dans la prise en charge des cas. Les équipes médicales ont ainsi 

pu pallier la méconnaissance des patients et des proches aidants s’agissant des symptômes de 

l’ulcère de Buruli et des autres MTN-C, et proposé un suivi médical personnalisé. De plus, étant 

donné que ces consultations ont été mises en place avec l’accord et l’aide de la communauté 

des villageois (chef du village, religieux, instituteurs,...), l’adhésion de la population a été 

excellente.  

Nous avons pu observer que le système de santé du pays était en capacité d’évoluer avec 

la situation sur le terrain pour assurer la couverture la plus large possible des MTN-C. En effet, 

l’étude de l’évolution du statut épidémiologique de l’ulcère de Buruli, de la lèpre, de la filariose 

lymphatique et de l’onchocercose, connus pour être endémiques au Bénin depuis longtemps, a 

montré une baisse importante de leur fardeau, confirmant l’efficacité des stratégies de lutte 

appliquées par le système de santé du pays. L’analyse de la situation épidémiologique d’autres 

MTN-C a également pu montrer une sous-estimation de certaines d’entre elles, comme par 

exemple la gale. En effet, 88,4% des 646 patients présentant une MTN-C étaient diagnostiqués 

avec une gale. Ce constat a conduit à alerter les autorités sanitaires locales et le ministère de 
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santé du pays afin que des stratégies de lutte contre ce parasite soient mises en place pour assurer 

une prise en charge adéquate des patients affectés par cette pathologie.  

Le laboratoire du CDTLUB de Pobè est devenu laboratoire expert dans le diagnostic de 

l’ulcère de Buruli mais également de la lèpre. Il a su par ailleurs proposer avec beaucoup de 

réactivité des tests qPCR pour le diagnostic COVID lors de l’épidémie mondiale. Ces activités 

ont pu être déployées à la faveur du soutien d’organisations gouvernementales et non 

gouvernementales telles que la fondation Raoul Follereau ou encore la fondation ANESVAD 

qui assurent les ressources financières de différents projets. Grâce aux expertises acquises, le 

laboratoire du CDTLUB de Pobè a également été moteur dans la mise en place du BU-

LABNET, un solide réseau de 11 laboratoires de 9 pays africains endémiques pour l’ulcère de 

Buruli (Bénin, Cameroun, Côte d'Ivoire, Ghana, République Démocratique du Congo, Togo, 

Libéria, Nigéria, Gabon). Ce réseau s’est engagé à améliorer la qualité du diagnostic 

moléculaire de l'ulcère de Buruli par l'utilisation de procédures standardisées et par l'implication 

dans un programme d'assurance qualité externe. Le réseau BU-LABNET a également vocation 

à partager des connaissances entre les laboratoires membres, à fournir une formation et un 

soutien à tous les laboratoires souhaitant développer la PCR M. ulcerans et à améliorer la qualité 

des données communiquées par l'OMS en Afrique (27). 

Des collaborations entre le CDTLUB de Pobè et l’équipe de recherche d’Angers ont été 

initiées au début des années 2000 pour étudier l’écologie de M. ulcerans et son mode de 

transmission à l’Homme. Rapidement, le laboratoire de bactériologie du CHU d’Angers a 

rejoint les deux équipes et a proposé la PCR M. ulcerans pour confirmer les suspicions cliniques 

d’ulcère de Buruli dépistées au CDTLUB. Devant la volonté du CDTLUB d’acquérir de 

l’autonomie dans le diagnostic biologique de l’ulcère de Buruli et de permettre une prise en 

charge plus rapide des patients atteints, la plateforme de biologie moléculaire a été créée avec 

l’aide technique des équipes d’Angers. Ces collaborations, qui ont su se pérenniser dans le 

temps ont ainsi permis de développer d’autres axes de recherche comme l’étude de la réponse 

de l’hôte au cours des différentes phases de colonisation du tissu cutané ou encore l’étude de 

l’écologie de la bactérie  (55,56,57,58,59,60,61). 

Plusieurs obstacles persistent cependant au Bénin s’agissant de la lutte contre les MTN-

C et ils constituent un véritable challenge pour le pays.  
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Certaines des MTN-C sont co-endémiques dans le pays et elles partagent des signes 

cutanés similaires rendant le diagnostic clinique souvent difficile. De plus, les signes cliniques 

retrouvés dans ces infections sont souvent similaires à ceux observés dans d’autres pathologies 

cutanées comme les plaies chroniques qui sont également fréquemment diagnostiquées chez les 

patients. Pour une prise en charge optimale des cas, il est nécessaire d’avoir recours à des 

dermatologues. Malheureusement, au Bénin, cette spécialité médicale est très récente. En outre, 

peu de médecins se formant à la dermatologie s’installent en milieu urbain en clinique privée. 

Très peu de dermatologues sont présents dans les zones rurales où résident la majorité des 

patients atteints de MTN-C. Des équipes d’infirmiers et d’aides-soignants ont été déployées 

pour pallier le manque de dermatologues mais elles ne disposent pas de toutes les compétences 

médicales. De surcroît, elles souffrent d’un manque de matériel nécessaire à la prise en charge 

des patients dans les centres de santé. Ces équipes sont également souvent confrontées à la 

présence de « faux soignants » qui prennent en charge les patients sans aucune compétence dans 

le domaine des pathologies cutanées. Au CDTLUB de Pobè, l’équipe médicale est composée 

d’un médecin dermatologue en plus d’un médecin de spécialité générale et d’un chirurgien, 

permettant de répondre au mieux à la prise en charge des patients venant consulter. Les 

collaborations pérennes entre le CDTLUB de Pobè et Angers ont permis de mettre en place 

depuis quelques années déjà un partenariat entre le service de dermatologie du CHU d’Angers 

et les acteurs sur le terrain de Pobè avec la réalisation de missions de la part d’internes et de 

médecins d’Angers pour sensibiliser les personnels soignants à la reconnaissance des 

pathologies cutanées.  

Une autre problématique à laquelle se heurtent les personnels soignants est la perception 

culturelle de la maladie. L’ulcère de Buruli en particulier est vu comme relevant de la 

sorcellerie. Il est dans l’imaginaire collectif un malheur d’origine invisible qui serait l’œuvre 

des sorciers (62) et sa guérison est spirituelle étant donné que le patient a été « envouté », qu‘un 

« sort » lui a été jeté. Aussi, seule la prière pourrait délivrer l’âme de l’emprise maléfique (62) 

ou encore une séance chez le tradi-praticien pour se faire désenvouter. De surcroît, de 

nombreuses personnes estiment que l’ulcère de Buruli est une maladie d’origine africaine et 

que la médecine d’origine occidentale ne serait pas compétente. Il est d’usage dans les villages 

de pratiquer l’automédication en utilisant par exemple des cataplasmes à base d’argile ou 

d’autres composés à appliquer sur la plaie, retardant malheureusement d’autant la prise en 

charge optimale des patients. Dans notre travail nous avons pu montrer que le succès des 

consultations foraines a pu être attribué en partie à la communication et aux échanges 
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d’informations entre les équipes médicales et les différents acteurs ayant autorité dans les 

villages, tels que les chefs religieux, les élus locaux, les gouvernants, ou encore les chefs de 

village. 

L'accès aux médicaments pour traiter certaines pathologies est également un frein à la 

guérison des malades. Nous avons montré dans notre étude que la gale était la première MTN-

C en termes de taux de détection dans les départements du Plateau et de Ouémé, loin devant 

l’ulcère de Buruli ou encore la lèpre. La gale est très contagieuse, des épidémies sont décrites, 

en particulier chez les enfants qui se contaminent à l’école. Pour soigner les patients, un 

traitement de masse par ivermectine est recommandé par l’OMS. Malheureusement, cette 

molécule est réservée au Bénin dans le traitement de l’onchocercose et les patients atteints de 

gale n’ont pas accès à cet anti-parasitaire.  

Enfin, la mise en place des différents plans de lutte contre les MTN-C, la surveillance 

de ces maladies, l’organisation et la logistique des consultations foraines, la formation des 

personnels médicaux et para-médicaux, exige un financement important et récurent. 

Actuellement, les organisations non gouvernementales apportent un soutien financier 

conséquent mais uniquement pour des missions spécifiques. Les financements n’étant pas 

pérennes, le déploiement de stratégies à moyen et long terme peut s’avérer compliqué.  

 

En conclusion, ce travail de thèse de doctorat a permis de bien décrire la situation du 

Bénin vis-à-vis des MTN-C et les problèmes rencontrés par les équipes sur le terrain pour 

appliquer les stratégies de lutte. Il a également permis de tirer la sonnette d’alarme sur les MTN-

C sous-estimées dans le pays et qui constituent un problème important de santé pour la 

population. Les consultations mobiles ont montré l’importance de réaliser un dépistage intégré 

de toutes les maladies cutanées fréquentes et pas seulement des MTN-C. Le succès dans la lutte 

contre les MTN-C et les autres maladies endémiques dépend de l’implication de nombreuses 

équipes, qu’elles soient médicales, paramédicales ou encore techniques, la multidisciplinarité 

est ainsi un prérequis. L’organisation mise en place par le CDTLUB de Pobè pour la prise en 

charge des MTN-C constitue un exemple pionnier qu’il est important de mettre en lumière afin 

que d’autres pays endémiques à ces maladies puissent bénéficier de cette expérience pour 

développer des structures efficaces permettant de diminuer le fardeau des MTN-C. Mais le 

chemin est encore long dans la lutte contre les MTN-C et l’un des axes à approfondir est le 
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développement d’outils diagnostic simples d’utilisation et peu onéreux pour dépister les 

patients les plus à risque et vivant dans des contrées loin des centres de soins.  
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ANNEXE 1 : Procédure pour la mise en 

place du Kit Genotype LepraeDR au 

CDTLUB de Pobè 
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PROCEDURE  

Identification génétique des résistances à la 

rifampicine, à l’ofloxacine et à la dapsone 

de Mycobacterium leprae à l’aide du test 

GenoType LepraeDR (HAIN 

LIFESCIENCE) 

Version : 1 

 

Date d’application 

: Mars 2022 

 

I. OBJET 

 

La lèpre est une maladie chronique causée par le bacille Mycobacterium leprae (M. 

leprae). Elle touche principalement la peau, les nerfs périphériques, la muqueuse des voies 

respiratoires supérieures ainsi que les yeux. Faute de traitement, elle peut entraîner des lésions 

progressives et permanentes de la peau, des nerfs, des membres et des yeux. 

Le GenoType LepraeDR (VER 1.0 - HAIN LIFESCIENCE) est un test d’identification 

génétique de M. leprae et des résistances à la rifampicine, à l’ofloxacine et à la dapsone.  

 

 

II. DOMAINE D’APPLICATION  

 

Le GenoType LepraeDR (VER 1.0) est un test qualitatif de diagnostic in vitro pour 

l’identification de M. leprae et la détermination de sa résistance à la rifampicine et/ou 

l’ofloxacine et/ou la dapsone. Ce test sera réalisé au CDTLUB de Pobè, à partir d’extraits 

d’ADN de prélèvements positifs à M. leprae par qPCR ciblant le gène RLEP.  

La présence de M. leprae est déterminée par la détection de la séquence répétée RLEP. 

La résistance à la rifampicine est déterminée par la détection des principales mutations 

du gène rpoB, codant pour la sous-unité b de l’ARN polymérase. 

La résistance à l’ofloxacine ou aux autres fluoroquinolones est déterminée par la 

détection par la principale mutation du gène gyrA, codant pour la sous-unité A de l’ADN gyrase  

La résistance à la dapsone est déterminée par la détection de mutations dans le gène 

folP1, codant pour la dihydroptéroate synthétase  

 

 

III. DOCUMENTS ASSOCIES  

 

- Notice technique GenoType LepraeDR VER 1.0. Test d’identification génétique des 

résistances à la Rifampicine, l’Ofloxacine et à la Dapsone de Mycobacterium leprae. 

- Feuille de travail pour PCR multiplex. 

 

 

IV. PRINCIPE DE LA METHODE  

 

Le test GenoType LepraeDR VER 1.0 est basé sur la technique DNA•STRIP et 

comporte deux étapes que sont :  

étape 1 : amplification multiplex à l’aide d’amorces biotinylées à partir des ADN 

extraits positifs à M. leprae 

étape 2 : hybridation inverse sur bandelette 

 

Le Mélange Amorces/Nucléotides (PNM) contient des amorces biotinylées pour 

l’amplification de régions spécifiques du génome de M. leprae (RLEP, rpoB, gyrA et folP1). 
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Les bandelettes sont recouvertes de sondes spécifiques complémentaires aux acides 

nucléiques amplifiés. Après dénaturation chimique, les amplicons simple brin formés se lient 

aux sondes par hybridation. Sous l’action de conditions stringentes, les molécules d’ADN 

simple brin se lient spécifiquement à leur brin complémentaire, permettant ainsi aux sondes de 

différencier plusieurs mutations de séquences dans les régions des gènes examinées. Le 

conjugué streptavidine-phosphatase alcaline est ensuite immobilisé sur la membrane par 

l’intermédiaire de la biotine présente sur chaque amplicon formé. Enfin, la phosphatase alcaline 

transforme un substrat ajouté en colorant qui forme un précipité coloré sur la bandelette. Les 

signaux obtenus sont facilement et rapidement interprétés à l’aide d’une matrice fournie avec 

chaque kit. 

 

 

V. ECHANTILLONS  

 

Les prélèvements biologiques sur lesquels le diagnostic de lèpre peut être réalisé sont le 

suc dermique des oreilles, des écouvillons de narine et des biopsies cutanées. L’ADN est extrait 

des prélèvements selon la procédure Genolyse mise en place au CDTLUB de Pobè.  

Les extraits d’ADN des prélèvements positifs à M. leprae sont conservés à -20°C 

jusqu’à analyse des résistances à la rifampicine, à l’ofloxacine et à la dapsone à l’aide du test 

GenoType LepraeDR. 

 

 

VI. REACTIFS ET INSTRUMENTS 

 

6.1. Équipements nécessaires 

- Thermocycleur pour PCR conventionnelle 

- TwinCubator (instrument pour hybridation) 

- Congélateur -20°C pour stocker les réactifs propres (dans la pièce « propre ») 

- Congélateur -20°C pour stocker les extraits d’ADN (dans la pièce « extraction 

d’ADN ») 

- Congélateur -20°C pour stocker les amplicons (dans la pièce d’amplification) 

- Réfrigérateur 2-8°C pour stocker les réactifs propres (dans la pièce « propre ») 

- Réfrigérateur 2-8°C pour stocker les extraits d’ADN (dans la pièce « extraction 

d’ADN ») 

- Réfrigérateur 2-8°C pour stocker les réactifs les amplicons (dans la pièce 

d’amplification) 

- Enceinte à flux laminaire pour préparer les mix de PCR  

- Micro-centrifugeuse  

- Micropipettes ajustables 2 μL, 10 μL, 100 μL, 200 μL et 1000µl 

- Vortex  

- pipetboy 

 

6.2. Consommables nécessaires 

- Gants nitrile  

- Microtubes à vis 1,5 mL  

- Tubes de 10 – 15 ml pour préparation des solutions d’hybridation 

- Embouts de pipettes 2 μL, 10 μL, 100 μL, 200 et 1000 μL stériles et avec filtre 
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- Pipettes graduées 5 et 10 ml 

- Support pour microtubes  

- Microtubes pour PCR exempts de contamination par DNase et RNase 

- Pinces à usage unique (autant de pinces que de tests à réaliser) 

- Papier absorbant 

- Feuilles aluminium 

- Marqueur indélébile  

- Crayon en papier 

 

6.3. Réactifs  

 

6.3.1. Réactifs fournis par le kit GenoType LepraeDR 

 

- Bandelettes sensibilisées avec les sondes spécifiques (LepraeDR VER 1.0 STRIPS)  

- Mélange Amorces/Nucléotides (PNM LepraeDR VER 1.0), contenant les amorces 

spécifiques, les nucléotides et le colorant  

- Solution de Dénaturation (DEN) 

- Solution d’Hybridation (HYB) 

- Solution de Lavage Stringent (STR) 

- Solution de Rinçage (RIN) 

- Conjugué Concentré (CON-C) 

- Tampon Conjugué (CON-D) 

- Substrat Concentré (SUB-C) 

- Tampon Substrat (SUB-D) 

- Bac en plastique blanc permettant de recevoir les bandelettes 

- Feuille d’évaluation  

- Notice d’utilisation  

- Matrice 

- Étiquettes des lots 

 

 

6.3.2. Réactifs nécessaires mais non fournis par le kit GenoType LepraeDR 

 

- ADN polymérase thermostable avec 1 tube Tampon 10X et 1 tube  MgCl2 25mM 

NB : L’ADN polymérase utilisée au laboratoire de bactériologie du CHU 

d’Angers est l’AmpliTaq Gold™ (Applied, 250U ref N8080241). Le kit comprend 

également le Tampon 10X ainsi qu’un tube de MgCl2 25 mM 

 

- Eau pour préparation injectable (PPI) 
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6.4. Conservation des réactifs  

 

- Les réactifs fournis par le kit GenoType LepraeDR sont conservés selon les recommandations 

du fournisseur :  

o dès réception, conserver le Mélange Amorces/Nucléotides (PNM) entre 2°C et 

8°C dans une zone exempte d’ADN. Si la durée de conservation doit excéder 4 

semaines, conserver au congélateur, entre –20°C et –18°C. Éviter les 

congélations et décongélations répétées du PNM. Lorsque peu d’échantillons 

sont traités par série, aliquoter le PNM.  

o conserver tous les autres composants du kit entre 2°C et 8°C.  

 

- L’eau pour préparation injectable (PPI) est conservée au frigo 2-8°C. 

- ADN polymérase, Tampon 10X, MgCl2 sont conservés selon les recommandations du 

fournisseur. 

- Les ADN extraits de prélèvements positifs à M. leprae sont conservés dans le congélateur 

« extraction d’ADN »  

 

 

VII AMPLIFICATION 

 

1- Préparer la feuille du travail :  

o Enregistrer les noms des patients (ou numéros d’identification) 

o Réaliser le plan de plaque (en bas de la feuille de travail) 

 

2- Calculer, à partir de la feuille de travail, le volume de chaque réactif en fonction du 

nombre d’échantillons + 1 témoin négatif (correspondant à de l’eau PPI) à réaliser  

NB : étant donné le coût des réactifs, le mix sera préparé pour « N » tests qui 

comprennent les échantillons à tester + le témoin négatif (et non pour N+1 tests). Il n’y 

a pas de témoin positif. 

 

A. Dans la pièce « mix » de PCR : 

 

3- Laisser décongeler le tube Amorces/Nucléotides PNM du kit GenoType LepraeDR, le 

Tampon 10X et le tube de MgCl2 du kit AmpliTaq Gold 

NB : l’AmpliTaq Gold™ reste au congélateur 

 

4- Vortexer doucement les réactifs de PCR puis centrifuger  

NB : l’AmpliTaq Gold™ est toujours au congélateur  

 

5- Préparer un tube Eppendorf pour le mix de PCR. 

 

6- Préparer pour chaque échantillon le mix suivant (Annexe 1, feuille de travail) :  

- 35 µl du mélange Amorces/Nucléotides PNM 

- 5 µl de Tampon 10X  

-2 µl de MgCl2  

- 2,8 µl eau niveau de pureté pour Biologie Moléculaire 

NB : préparer le mix pour N échantillons + le témoin négatif 
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7- Recongeler les réactifs 

 

8- Vortexer doucement le mix pendant quelques secondes puis centrifuger rapidement 

pour faire tomber les gouttes 

 

9- Sortir l’AmpliTaq Gold™ du congélateur. 

 

10. Ajouter 0,2 µl l’AmpliTaq Gold™ par échantillon au mix 

NB : préparer pour N échantillons + le témoin négatif 

 

11. Aspirer et refouler délicatement pour mélanger 

 

12. Recongeler l’AmpliTaq Gold™  

 

13. Homogénéiser le mix par vortex à très faible vitesse puis centrifuger quelques secondes 

pour faire tomber les gouttes 

 

14. Préparer un portoir couvert de papier aluminium  

 

15. Placer les barrettes pour PCR sur le portoir 

NB : autant de tubes que de points de PCR à faire 

 

16. Distribuer 45 µl de mix de PCR dans chaque tube. 

 

 

B. Sur la paillasse dépôt de l’ADN : 

 

17. Sortir les extraits d’ADN positifs à M. leprae à tester du congélateur situé dans la pièce 

« extraction d’ADN », vortexer et centrifuger.  

 

18. À l’aide d’une pipette, ajouter 5 µl d’ADN extrait ou 5 µl le témoin négatif 

(correspondant à de l’eau PPI) dans les microtubes pour PCR contenant le mix 

 

19. Bien fermer la barrette, centrifuger quelques secondes pour faire tomber les gouttes.  

 

20. Recongeler les extraits d’ADN 

 

21. Transporter les barrettes pour PCR vers le Thermocycleur. 

 

22. Nettoyer la paillasse du RNase away 

 

C. Dans la pièce du Thermocycleur : 

 

23. Allumer le Thermocycleur 
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24. Placer les barrettes pour PCR dans le Thermocycleur  

 

25. Fermer le Thermocycleur et choisir le protocole d’amplification suivant, selon les 

recommandations du fournisseur (durée environ 2h40) :  

 

TEMPERATURE DUREE CYCLE 

95° C 15 min 1 

95°C 30 sec 
10 

58°C 2 min 

95° C 25 sec 

30 53°C 40 sec 

70°C 40 sec 

70°C 8 min 1 

 

26. Lancer le Thermocycleur   

 

27. Vérifier la montée de la température jusqu’au atteindre 95°C (première cycle de PCR) 

 

28. Conserver les amplicons au réfrigérateur (situé dans la pièce de PCR) s’ils sont utilisés 

dans les 24h. Sinon, les conserver au congélateur situé dans la pièce de PCR 

 

 

VIII. HYBRIDATION  

 

Remarques préalables :  

- L’étape d’hybridation est réalisée dans le secteur de post-amplification 

- Durant les phases d’incubation, ne pas retourner dans les pièces de PCR pour éviter tout 

risque de contamination par de l’ADN amplifié 

- Bien refermer la poubelle après chaque étape 

- A la fin de l’étape, rajouter de la soude dans la poubelle 

- le TwinCubator indique la fin de chaque étape par une sonnerie. Appuyer sur la flèche 

à droite afin de mettre l’appareil en pause, ce qui ne modifie pas la température, le temps 

de réaliser les gestes techniques préconisés (ajout ou élimination de réactif). 

 

1- Décongeler éventuellement les produits de PCR s’ils ont été congelés préalablement 

 

2- Mettre en marche le TwinCubator :  

- sélectionner « PROGRAM »-HYB-5 puis RUN. 

- lancer le programme avec la flèche à droite puis réappuyer immédiatement sur 

la flèche pour le mettre en pause, le programme ne se lancera pas mais la 

température atteindra 45°C. 

 

3- Préchauffer les solutions HYB (tampon d’hybridation, vert) et STR à 37 - 45°C avant 

utilisation, sur la plaque chauffante du TwinCubator  

NB : Les réactifs ne doivent présenter aucun précipité. Si besoin, agiter 
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4- Mettre les autres réactifs, à l’exception des solutions CON-C et SUB-C, à température 

ambiante. 

 

5- Dans un tube approprié, diluer le Conjugué Concentré (CON-C, orange) au 1:100 dans 

un volume adéquat de tampon CON-D. Par échantillon à tester, mettre 1ml de tampon 

conjugué (CON-D), ajouter 10µl de conjugué concentré (CON-C), puis bien 

homogénéiser par retournements.  

NB : Préparer CON-C dilué au 1 :100 extemporanément 

 

6- Dans un tube approprié, diluer le Substrat Concentré (SUB-C, jaune) au 1:100 dans un 

volume adéquat de tampon SUB-D. Par échantillon à tester, mettre 1ml de tampon SUB-

D), ajouter 10µl de substrat concentré (SUB-C), puis bien homogénéiser par 

retournements.  

NB : Préparer SUB-C dilué au 1 :100 extemporanément 

 

7- Sortir le bac blanc en plastique (fourni dans le kit GenoType LepraeDR). Il servira à 

accueillir les bandelettes. 

 

8- Numéroter les emplacements utilisés sur le rebord du bac à l’aide d’un marqueur 

indélébile fin. Laisser un emplacement vide entre deux emplacements utilisés.  

NB : tester au maximum 6 amplicons : 5 patients + le témoin négatif 

 

9- Centrifuger rapidement les barrettes de PCR. 

 

10- Déposer 20 µl de Solution de Dénaturation (DEN, bleu) à une extrémité de chaque 

emplacement utilisé. 

 

 
 

11- Ajouter 20 µl d’échantillon amplifié et mélanger les deux solutions par pipetages répétés 

puis incuber 5 minutes à température ambiante.  

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

 
 

12- Pendant ce temps, à l’aide d’une pince, sortir du tube le nombre approprié de bandelettes 

(STRIPS), les déposer sur une feuille d’aluminium propre. 
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13- Inscrire au crayon en papier le numéro d’identification du patient au-dessus du 

marquage coloré de chaque bandelette. 

 

 

 

 

 

 

 

14- A la fin des 5mn d’incubation, ajouter dans chaque emplacement utilisé du bac, 1 ml du 

Tampon d’Hybridation (HYB, vert) préalablement préchauffé 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

15- Homogénéiser doucement par aspirations-refoulements tout le long de chaque 

emplacement utilisé, jusqu’à ce que le mélange atteigne une coloration homogène verte. 

NB : veiller à ne pas faire d’éclaboussures entre les différents emplacements car 

risque de contamination 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement  

 

 
 

16- A l’aide d’une pince stérile, déposer la bandelette correspondante dans chaque 

emplacement utilisé. Les bandelettes doivent être entièrement recouvertes par le liquide, 

avec la face sensibilisée (identifiable par le marquage coloré) tournée vers le haut. Si la 

bandelette s’oriente mal, la repositionner à l’aide de la pince.  

N.B. il est important de changer de pince entre chaque bandelette. 

 

 
 



 

130 

 

17- Placer le bac dans le bain-marie agitateur du TwinCubator, lancer le programme 

avec la flèche à droite : incubation 30 minutes sous agitation à 45°C. 

 

18- Puis, à l’aide d’un cône de P1000, aspirer le liquide  et le jeter dans la poubelle 

« liquides ».  

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

19- Ajouter dans chaque emplacement utilisé 1 ml de Solution de Lavage Stringent 

(STR, rouge). 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

 
 

20- Relancer le TwinCubator en appuyant sur la flèche à droite (incubation 15 

minutes sous agitation à 45°C).  

 

21- A l’aide d’un cône de P1000, éliminer la Solution de Lavage Stringent. 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

22- Ajouter dans chaque emplacement utilisé 1 ml de Solution de Rinçage (RIN). 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 
 

23- Relancer le TwinCubator en appuyant sur la flèche à droite (incubation 1 minute 

sous agitation à 25°C).  

 

24- A l’aide d’un cône de P1000, éliminer la Solution de Rinçage (RIN). 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 
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25- Ajouter dans chaque emplacement utilisé 1 ml de Conjugué CON-C 

préalablement dilué  

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

 
 

26- Relancer le TwinCubator en appuyant sur la flèche à droite (incubation 30 

minutes sous agitation à 25°C).  

 

27- A l’aide d’un cône de P1000, éliminer la solution de Conjugué. 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

28- Faire un 1er rinçage : ajouter dans chaque emplacement utilisé 1 ml de Solution 

de Rinçage (RIN). 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

29- Relancer le TwinCubator en appuyant sur la flèche à droite (incubation 1 minute 

sous agitation à 25°C).  

 

30- A l’aide d’un cône de P1000, éliminer la Solution de Rinçage (RIN).  

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

31- Faire un 2ème rinçage : ajouter dans chaque emplacement utilisé 1 ml de Solution 

de Rinçage (RIN). 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

32- Relancer le TwinCubator en appuyant sur la flèche à droite (incubation 1 minute 

sous agitation à 25°C).  

 

33- A l’aide d’un cône de P1000, éliminer la Solution de Rinçage (RIN). 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

34- Ajouter dans chaque emplacement utilisé 1 ml d’eau PPI. 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 
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35- Relancer le TwinCubator en appuyant sur la flèche à droite (incubation 1 minute 

sous agitation à 25°C).  

 

36- Eteindre le TwinCubator 

 

37- A l’aide d’un cône de P1000, éliminer totalement l’eau PPI. 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

38- Ajouter dans chaque emplacement 1 ml de Substrat SUB-C préalablement dilué 

au 1:100. 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

39- Incuber à l’obscurité, sous une feuille d’aluminium, sans agiter. 

 

40- Arrêter la réaction dès que des lignes colorées sont clairement visibles, en rinçant 

brièvement par deux fois avec 1ml d’eau PPI : 

- à l’aide d’une P1000, éliminer le Substrat SUB-C préalablement dilué 

au 1:100. 

- ajouter à chaque emplacement 1 ml d’eau PPI. 

- à l’aide d’un cône de P1000, éliminer totalement l’eau PPI. 

- ajouter à chaque emplacement 1 ml d’eau PPI. 

- A l’aide d’un cône de P1000, éliminer totalement l’eau PPI. 

NB : il est important de changer de cône entre chaque emplacement 

 

Le temps de révélation peut varier en fonction des conditions de température de la pièce 

(de 3 à 20 mn). 

Des temps de révélation trop longs peuvent entraîner un bruit de fond qui peut gêner 

l’interprétation des résultats 

 

 
 

41- Récupérer les bandelettes à l’aide d’une pince stérile et les sécher entre deux 

feuilles de sopalin.  

NB : une même pince stérile peut être utilisée pour toutes les bandelettes 

 

 

42- Remplir la poubelle avec de la soude, la fermer, la mettre dans le sac autoclave 

et fermer le sac 
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43- Nettoyer le bac blanc en plastique avec de l’alcool modifié non camphré, rincer 

puis avec du RNase away, puis rincer à l’eau PPI 

 

44- Nettoyer la paillasse et les surfaces de l’appareil à l’aide de détergeant 

désinfectant. 

 

 

IX EVALUATION ET INTERPRETATION DES RESULTATS 

 

1. Une feuille d’évaluation et une matrice sont fournies avec le kit. 

 

2. Lors de la première utilisation du kit, coller l’étiquette comportant les références et le 

numéro de lot du kit sur la feuille d’évaluation. 

 

3. Coller les bandelettes avec scotch dans leur emplacement réservé, en alignant les 

bandes CC et UC (ou IC) des bandelettes avec les bandes CC et UC (ou IC) de la 

feuille. 

 

4. Identifier à côté de chaque bandelette l’identité du patient 

 

5. Déterminer le numéro des bandes positives à l’aide de la matrice fournie. 

 

6. Noter les bandes positives dans l’avant-dernière colonne, et déterminer le statut de 

sensibilité (S) ou de résistance (R) pour chacun des 3 gènes rpoB, gyrA et folp1. 

 

7. Noter le résultat dans la dernière colonne. 

 

8. Les feuilles d’évaluation et les matrices sont rangées à l’abri de la lumière. 
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ANNEXE 2 : 

Résultats des bandelettes des 12 

prélèvements analysés par le kit 

GenoType LepraeDR. 
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ANNEXE 3: 

Article 3: Clonal Dissemination of 

Plasmid-Mediated Carbapenem and 

Colistin Resistance in Refugees Living in 

Overcrowded Camps in North Lebanon 
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Titre : Maladies tropicales négligées à manifestations cutanées : vers un développement de nouvelles 
stratégies préventives, de diagnostic et de traitement. 

Mots clés : Maladies tropicales négligées à manifestations cutanées, Bénin, Ulcère de Buruli, Lèpre, 
dépistage intégré 

Résumé : Les maladies tropicales négligées à 
manifestations cutanées (MTN-C) sont un problème 
majeur de santé pour les populations à risque. Le 
Bénin, endémique pour certaines de ces maladies, a 
mis en place un système de lutte spécifique formé de 
programmes nationaux et de structures de diagnostic 
et de prise en charge des patients. L’objectif de ce 
travail de thèse a été de valoriser les efforts 
importants réalisés au fil des années par les équipes 
du Centre de Dépistage et de Traitement de la Lèpre 
et de l’Ulcère de Buruli (CDTLUB) de Pobè au sud du 
Bénin, pour faciliter la prise en charge de l’ulcère de 
Buruli (UB) et d’autres MTN-C. Dans un premier 
temps, nous avons analysé les résultats de 10 ans de 
diagnostic de l’UB par le laboratoire du CDTLUB de 
Pobè. Ce travail a particulièrement montré le rôle 
majeur du laboratoire comme laboratoire expert en 
biologie moléculaire pour le diagnostic des MTN-C. 
Dans un deuxième temps, nous avons montré 
l’importance des consultations avec des équipes 
mobiles sur le terrain, pour la prise en  charge 

intégrée des MTN-C. Ces travaux ont notamment 
mis en évidence des maladies sous-déclarées dans 
des villages reculés et des épidémies qui nécessitent 
des interventions rapides pour leur contrôle. Ils ont 
également montré l’efficacité de ces consultations 
foraines dans la réduction du fardeau des maladies 
à manifestations cutanées.  Enfin, nous avons 
participé à la mise en place d’un test de détection 
moléculaire de la résistance aux antilépreux au 
CDTLUB de Pobè. Ce travail fait suite à une 
demande des médecins du centre pour la prise en 
charge adaptée des patients lépreux.  
L’organisation mise en place par le CDTLUB de 
Pobè pour la prise en charge des MTN-C constitue 
un exemple  pionnier qu’il est important de mettre en 
lumière afin que d’autres pays endémiques à ces 
maladies puissent bénéficier de cette expérience 
pour développer des structures efficaces permettant 
de diminuer le fardeau des MTN-C. 
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Abstract:   Neglected tropical diseases with 
cutaneous manifestations (NTD-C) are a major health 
problem for populations at risk. Benin, endemic for 
some of these diseases, has set up a specific control 
system made up by national programs and structures 
for diagnosis and patient care. The objective of this 
thesis work was to highlight the significant efforts 
made over the years by the teams of the Center of 
Screening and Treatment of Leprosy and Buruli Ulcer 
(CDTLUB) in Pobè in southern Benin, to facilitate the 
management of Buruli ulcer (BU) and other NTD-C. 
First, we analyzed the results of 10 years of BU 
diagnosis by the CDTLUB laboratory in Pobè. This 
work has particularly shown the major role of the 
laboratory as an expert in molecular biology for NTD-
C diagnosis. Secondly, we showed the importance of 
consultations with mobile teams in the integrated  
 
 

management of NTD-C in the field. This work has 
highlighted under-reported diseases in remote villages 
and epidemics that require rapid interventions for 
control. They also showed the effectiveness of these 
mobile consultations in reducing the burden of this 
diseases with cutaneous manifestations. Finally, we 
participated in the implementation of a molecular 
detection test for leprosy drugs resistance at the 
CDTLUB of Pobè. This work follows a request from the 
doctors of the center for the appropriate care of 
leprosy patients. 
The organization set up by the CDTLUB of Pobè for 

the management of NTD-C constitutes a  pioneering 
example that should be valorised so that other 
countries endemic to these diseases can benefit from 
this experience to develop effective structures to 
reduce the burden of NTD-C. 
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