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RESUME

La lépre est une maladie infectieuse, due a Myco-
bacterium leprae (M. leprae) ou bacille de Hansen. Elle
est incultivable sur milieu axénique. La Cote d’Ivoire
comme certains pays d’Afrique a atteint le seuil d’éli-
mination de la maladie et la polychimiothérapie est
disponible dans tout le pays. Cependant, des nouveaux
cas apparaissent, reflétant une transmission continue
du bacille de Hansen. La maladie sévit sous un mode
endémique; malheureusement, le mécanisme exact de
transmission de la lépre n’est toujours pas connu. La
différenciation des isolats de M. leprae, agent causal
dela lépre n’a pas encore été réalisée en Cote d’Ivoire.
C’est dans ce cadre que cette étude d’épidémiologie
moléculaire de M. leprae a été réalisée. Elle a pour
but d’identifier les souches de M. leprae circulantes
en Cote d’Ivoire.

Dans cette étude, 69 patients multibacillaires ont
été recrutés dans la région de la Mé (Adzopé). Ces
patients provenaient de l'Institut Raoul Follereau de
Cote d’Ivoire (IRFCI) en charge des patients souffrant
de cette maladie. Un total de 207 prélevements dont 69

mucus nasals et 138 prélévements de suc dermiques
ont été obtenus des patients. L’extraction de ’ADN de
M. leprae a été réalisée par la méthode manuelle utili-
sant un protocole mis au point utilisant le thiocyanate
de guanidine. La détection de M. leprae a été réalisée
par PCR conventionnelle en ciblant les séquences
répétées de type RLEP.

Tous les échantillons ont été positifs par PCR avec
la cible RLEP et ont été utilisées pour le génotypage de
M. leprae. 44,92 % (31/69) de souches identifiées ont
permis la recherche de polymorphisme d*un seul nu-
cléotide (SNP) présent dans le génome de M. leprae aux
positions 14 676, 1 642 875 et 2 935 685. Le génotype
obtenu était le génotype 4 de M. leprae. Ce génotype
correspond a ceux précédemment signalés comme
répandus dans les pays de Afrique de l'ouest dont fait
partie la Cote d’Ivoire. Aussi 'analyse phylogénétique
a montré que les souches ivoiriennes sont proches de
ceux de I'Inde, du Brésil et du Japon.
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1-INTRODUCTION

Mycobacterium leprae (M. leprae) ou bacille de
Hansen (BH) est un bacille acido-alcoolo-résistant
(BAAR), responsable de la lépre, une maladie infec-
tieuse chronique touchant principalement la peau,
les nerfs périphériques, la muqueuse, les voies
respiratoires ainsi que les yeux (Adhikari et al.,
2013). Sans traitement, les symptomes évoluent
vers des handicaps physiques irréversibles tels que
la cécité et des difformités des membres. La lépre
est considérée comme faiblement contagieuse et ne
se propage pas facilement dans les communautés.

Cependant, les patients atteints de cette
pathologie sont victimes d'un préjudice social ma-
jeur, conduisant au rejet par la société. La lépre
est la troisieme mycobactériose mondiale apres la
tuberculose et l'ulcére du Buruli (Aubry et Gau-
ziere, 2021) et elle sévit a I’état endémique dans
certaines régions du monde. Comme moyens de
lutte, ’'OMS a mis en place une polychimiothéra-
pie (PCT) en 1981 pour le traitement de la lépre
et la gratuité des soins en 1994 (Sigg, 2019).

L’utilisation de la polychimiothérapie a per-
mis la réduction de la prévalence de la lépre
de 80 % en 10 ans et d’épargner un million de
patients de l'invalidité (Richardus et Oskam,
2015). Néanmoins, de nouvelle contamination
continue a évoluer dans le monde et en 2020,
I’Organisation mondiale de la santé cite 177 175
« cas enregistrés « et 202 185 « nouveaux cas «
pour la fin 2019, dont 71 % ont été signalés en
Asie du Sud et de I’Est.

La lépre demeure donc un probléme de santé
publique et selon les données de 'OMS en 2018,
I’Afrique occupe le 3™ rang mondial aprés ’Asie
et ’Amérique.

Face a cette situation, hOMS s’est fixé trois
objectifs majeurs pour le controle de la lépre dans
le monde qui sont binterruption de la transmis-
sion, le traitement des patients et la prévention
des déformations (OMS, 2019).

Concernant la transmission, le mode exact
de transmission des bacilles de la lépre n’a pas
encore été élucidé. Cependant le contact avec
une personne infectée dans le méme ménage ou
la méme communauté est généralement reconnu
comme un facteur de risque élevé d’infection

(Araujo et al., 2016). Pour établir les schémas
de transmission de la lépre, de nombreuses
enquétes épidémiologiques se sont concentrées
sur des facteurs cliniques ou sociaux généraux
tels que ’age (Vieira et al., 2018), le sexe (Sarkar
et Pradhan, 2016), le type de maladie (Nobre et
al., 2017), le niveau de vie (Serrano-Coll et al.,
2019), le régime alimentaire, la distributionspa-
tial, la chronologie (Nazario et al., 2017) ainsi
que la génétique familiale (Cambri et Mira, 2018).
Récemment, I’épidémiologie moléculaire des ma-
ladies infectieuses a connu une croissance rapide
avec les progrés des techniques de typage molé-
culaire basées sur ’ADN, comme le génotypage et
le séquencage nouvelle génération (NGS) (Wang
et al.,, 2015). Les méthodes de génotypages des
mycobactéries reposent sur les polymorphismes
d’un seul nucléotide (SNP) (Morgil et al., 2020),
les nombres variables de répétitions en tandem
(VNTR) (Zeukeng et al., 2021), les courtes répé-
titions en tandem (STR) (Wang et al., 2020), les
analyses des répétitions en tandem du nombre
dunités variables interspersées des mycobac-
téries ( MIRU-VNTR) (Waing et al., 2020), et les
analyses de multiples locus variables de répéti-
tions en tandem (MLVA) (Mateus et al., 2019).
Quant au génotypage de M. leprae, il est basé sur
les polymorphismes d’un seul nucléotide (SNPs)
et le nombre variable de répétitions en tandem
(VNTR) qui ont été les seules permettant de révéler
toute diversité génétique parmi les souches (Lava-
nia et al., 2015). Ces techniques ont contribué
a une meilleure compréhension de I’étiologie, de
la transmission et de la distribution spatiale des
maladies infectieuses et ont donné un apercu sur
la variabilité génétique et I’évolution de l'agent
responsable (Wang et al., 2015).

La différenciation des souches de bacilles de
la lépre par I'étude du polymorphisme génomique
des souches de M. leprae pourrait permettre de
retracer les sources possibles d’infection, de dif-
férencier les cas de rechute des cas de réinfection
et d’établir les liens possibles entre ’homme,
I’'animal et les réservoirs environnementaux.

La Céte d’Ivoire comme certains pays d’Afrique
a atteint le seuil d’élimination de la maladie en
tant que probléme de santé publique (moins de 1
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cas pour 10 000 habitants). De plus, la polychi-
miothérapie (PCT) est disponible dans tout le pays
(Anonyme, 2018). Cependant, de nouveaux cas
ont été observés dans la plupart des centres de
traitements de la lépre et de prise en charge des
malades tels que I'Institut Raoul Follereau (Fofana,
2019). L'identification précoce des cas de lépre est
essentielle pour mettre en ceuvre rapidement la
PCT et ainsi prévenir la progression de la maladie.

Des travaux récents ont mis en évidence les
types de souches circulants dans certains pays
Africains. Aucune étude sur le génotypage de M.
leprae permettant identification des souches n’a

encore été réalisée en Cote d’Ivoire. Les souches
de M. leprae circulantes dans le pays sont donc
méconnues, ce qui ne permet pas de déterminer
leur niveau de transmission et I’échelle a laquelle
se fait la transmission de la maladie (entre voisins
ou entre des personnes de résidence éloignées).
La méconnaissance des souches rend difficile
I'identification des infections.

Ce travail de recherche ayant pour but d’iden-
tifier les souches de M. leprae circulantes en Cote
d’Ivoire, pourrait apporter des éclaircissements a
ces préoccupations.

2-MATERIEL ET METHODES

2-1 APPROBATION ETHIQUE

Cette étude a été approuvée par le Comité
National d’Ethique pour la science, de la vie et
de la santé de Cote d’Ivoire comme décrit dans
I’étude de Coulibaly et al., 2020.

2-2 POPULATION D’ETUDE

Les différents échantillons utilisés dans cette
étude provenaient de I'Institut Raoul Follereau
de Cote d’Ivoire (IRFCI), un centre de traitement
de la lepre a Adzopé dans la région de la Mé
en Cote d’Ivoire. Soixante-neuf (69) patients
diagnostiqué cliniquement comme faisant la
lépre et confirmé par la microscopie comme de
la forme multibacillaire ont été utilisés dans
cette étude. Les échantillons étaient constitués
de mucus nasal et de suc dermiques prélevés
au niveau du lobe de l'oreille gauche et droite
des patients. Chaque prélévement a constitué
un échantillon au laboratoire ce qui a permis
de collecté 207 échantillons.

2-3 EXTRACTION D’ADN

La méthode d’extraction chimique utilisée est
celle décrite par Amon et al., 2021, en utilisant
du thiocyanate de guanidine.

2-4 CONFIRMATION PAR PCR DES CAS
CLINIQUES DE LEPRE

La confirmation des cas cliniques a été réa-
lisé par PCR conventionnelle avec pour cible les
éléments répétées RLEP de M. leprae, selon le
protocole décrit par Dehe et al., 2020.

2-5 GENOTYPAGE ET SEQUENCAGE DES
SNP

La réaction PCR SNP a été réalisée a ’'aide du
kit de polymérase Gotaq G2 (PROMEGA, Madison,
WI USA) dans un volume final de 25 uL contenant
S uL d’ADN génomique et 10 pM d’amorces. Les
marqueurs SNP aux positions 14676, 1642875
et 2935685 (systéeme de numérotation des
contraintes TN de référence) ont été évalués selon
la méthode originale de Tio Coma et al., 2019.

Les amplifications ont été réalisées a l’'aide
d’un systéme de thermocycleur PCR GeneAmp®
9700 (Applied Biosystems, Singapour) selon le
protocole de Reibel-et al., 2015. Les produits de
PCR ont été révélés dans un gel d’agarose 3%
(Sigma) SybrGreen incorporé. Le séquencage a
été réalisé selon la méthode décrite par Amon et
al., 2021.

3-RESULTATS

3-1 CONFIRMATION DES CAS PAR PCR
CLASSIQUE

L’électrophorése sur gel d’agarose a révélé une
amplification de 545 pb pour la séquence répétée
RLEP, ce qui a donné une positivité de 100 %
sur 207 échantillons analysés (Tableau I). Cette
amplification a montré une spécificité de 100 %
pour M. leprae.
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Tableau I: PCR RLEP en fonction du type

d’échantillons
Caractéristiques PCR
Gene Positif (%) Négatif (%)
RLEP 207 (100 %) 0 (0%)
Echantillons cliniques Positif (%) Négatif (%)
Suc dermique (n =138) | 138 (100 %) 0 (0%)
Mucus nasal (n = 69) 69 (100%) 0(0 %)

3-2 AMPLIFICATION DES MARQUEURS
SNPS

Les résultats de la PCR ont montré une positivité
de 38,16 % (79 / 207), 50, 72 % (105 / 207) et 52,66
% (109 / 207) respectivement pour les loci 1, 2 et 3
(Tableau II). Quatre-vingt-six (86) échantillons corres-
pondant a 58 patients ont été positifs pour les trois
marqueurs SNPs. Le séquencage a été effectué sur 31
souches des 58 positifs dans cette étude en raison de
la qualité d’ADN présent dans le gel. Les SNPs ont été
déterminés avec un rendement de 44,52 % (31 / 69).

Tableau II : Résultats PCR des marqueurs SNPs

Génes locus 1 locus 2 locus 3
SNP (14676) SNP (1 642 875) SNP (2 935 685)
Résultat PCR Positif Négatif Positif Négatif Positif Négatif
(%) 79 (38,16 %) | 128 (61,83%) 105 (50,72 %) 101 (48,79 %) | 109 (52,66 %) 98 (47,34 %)

3-3 ANALYSE DES SEQUENCES DES SNPS

L’analyse des séquences des SNPs a été réa-
lisée pour affiner l'identification en utilisant la
banque de données pour retrouver l'identité des
souches. Tous les isolats analysés étaient com-
paré aux souches de M. leprae TN (AL583917.1)
de l'Inde, de M. leprae Br4923 (FM211192.1) du
Brésil, et de M. leprae Kyoto-2 (AP014567.1) du
Japon existant déja dans la banque de donnée
NCBI. Les isolats cliniques se sont révélés trés
proches de ces souches en présentant 99, 48
% de similarité avec les souches de I'Inde et du
Japon, et 100% de similarité avec la souche du
Brésil (Tableau III).

Tableau III : Isolats de M. leprae et leur affiliation

Souche CIV Affiliation Pojrcentage
M. leprae M. leprae Br4923 (FM211192.1) 100%
M. leprae Kyoto-2 (AP014567.1) 99,48%
M. leprae TN (AL583917.1) 99,48%

3-4 IDENTIFICATION DES ISOLATS
CLINIQUES

Pour déterminer 'origine possible de M. leprae
trouvé dans les échantillons, les polymorphismes

mononucléotidiques (SNP) ont été analysés sur
3 loci signalés dans le génome de M. leprae. Une
amplification par PCR suivie d'un séquencage
direct a permis d’identifier la séquence sur les
3 loci.

L’analyse des trois positions génomiques
polymorphes qui sont a la base du systéme de
typage SNP a permis de constater que toutes les
31 souches de M. leprae qui ont été séquencées
appartenaient au méme groupe, dont le génotype
4 (Tableau III).

Ce type de SNP se caractérise par les nucléo-
tides T, T et C qui constituent un code (TTC). Ce
code a été trouvé pour les séquences obtenues par
une substitution de C par T, une substitution de
G par T et une substitution de A par C aux posi-
tions génomiques 14676, 1642875 et 2935685
respectivement (Figure 1).

Tableau III : Caractéristiques des mutations dans les
polymorphismes mononucléotides (SNPs)

Marqueurs Codon Codon | Acide aminée
sauvage muté muté
SNP14676 CCA CTA Pro ---> Leu
SNP1642875 CGT CTT Arg ---> Leu
SNP2935685 GAG GCG Glu ---> Ala
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Locus

SNP14676 SNP1642875 SNP2935685
Sequence FAAT GGAGACTT GAGAATA CGATCGGCTTGCT GGGA CTTGGCGCGGTAGAAA
SNP

T

Figure 1 : Portions de chromatogrammes obtenus apres séquencage des SNPs 14676 1642879 et 2935693

d"une souche ivoirienne. (Amon et al., 2021)

4-DISCUSSION

La cote d’Ivoire, pays situé en Afrique de
I’'Ouest a éliminé la lépre en tant que probléme
de santé publique depuis 2001 avec l'applica-
tion de la polychimiothérapie dans les centres
de traitements, tel que 'Institut Raoul Follereau
d’Adzopé (Koffi et al., 2018). Cependant, selon
les estimations du Programme National d’Elimi-
nation de la lépre cette maladie est encore loin
d’étre éradiquée. En effet, 567 nouveaux cas ont
été dépistés en 2019 avec un taux d’infirmité de
dégrés II élevé a 22, 57% (OMS, 2020).

Pour comprendre la chaine de transmission
de la bactérie causale et déterminer la variabi-
lité génétique des souches circulantes en Cote
d’Ivoire, une analyse des marqueurs de polymor-
phismes d'un seul nucléotide (SNP) a été réali-
sée sur des échantillons provenant de patients
multi-bacillaires qui fournissent suffisamment
d’ADN chargé de bacilles. Dans cette étude, les
échantillons ont été obtenus a partir de patients
diagnostiqués a Adzopé dans la région de la Mé.
En Cote d’Ivoire, malgré de nombreuses études
sur la lépre, I'épidémiologie moléculaire de M.
leprae n’a pas encore été élucidée. Des études
récentes ont rapporté quatre génotypes définis
par trois SNPs. Les SNPs, qui sont rares chez
M. leprae, ont été signalés comme étant utiles
pour retracer la propagation mondiale de la
lepre (Salipante et al., 2011). La présente étude
a exploré la diversité génétique de M. leprae en
utilisant des marqueurs SNPs pour révéler la dis-

tribution de la lépre en Coéte d’Ivoire. Cependant,
aprés comparaison des séquences obtenues dans
chaque locus avec la base de données GenBank
(BLAST), une grande similarité (99-100%) a été
établie entre la séquence de référence (TN) et
les séquences des souches de la Coéte d’Ivoire.
Initialement, les analyses basées sur la PCR
ont identifié quatre principaux types de SNP
de 1 a 4. Cette classification a permis d’évaluer
la distribution phylogéographique des preuves
archéologiques dans le cadre de la distribution
des souches modernes (Benjak et al., 2018). Par
la suite, les quatre principaux types de SNP ont
été résolus en 16 sous-types de A a P (Schuene-
mann et al., 2018). La distribution des types de
SNP est en corrélation avec la localisation géogra-
phique de M. leprae. Cette distribution pourrait
s’expliquer en grande partie par les principaux
mouvements de populations (Pfrengle et al.,
2021). En outre, il a été suggéré que le SNP de
type 4 correspondant au génotype 4 de M.leprae
est apparu en Afrique de I’Ouest (Pfrengle et al.,
2021). Les types de SNPs ont été examinés sur
la base des polymorphismes nucléotidiques aux
positions 14676, 164275 et 2935685 de I’ADN
génomique de M. leprae. Quatre types de SNPs
ont été rapportés selon les études. Il s’est agi des
type 1 (CGA), type 2 (CTA), type 3 (CTC) et type
4 (TTC) (Phetsuksiri et al., 2012). Le génotype
1 de M. leprae s’est avéré étre répandu en Asie,
dans les iles Pacifiques de la Nouvelle-Calédo-
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nie et en Afrique de I’Est. Le type 3 a été observé
dans les pays européens et les continents améri-
cains. Le type 2 serait localisé dans les souches
de I’Ethiopie, Malawi, Népal, Inde du Nord et de
Nouvelle Calédonie. Le type 4 a été retrouvé chez
les souches de I’Afrique de ’'Ouest et des Caraibes
(Benjak et al., 2018). De plus, la seule souche
circulante en Cote d’Ivoire est le génotype 4 de
M. leprae obtenu a partir de tous les échantillons
analysés. Ce type de génotype a été décrit dans les
pays de 'Afrique de 'ouest, confirmant les résul-
tats de la présente étude. Les SNPs de type 4 se
seraient propagé en Afrique de I’'Ouest pendant la
période de la traite négriére (Holande et al., 2020).
En effet, la maladie de la lépre était trés répan-
due parmi les esclaves. Environ quatre millions
d’esclaves ont été amenés du Brésil entre le 17¢ et
19¢ siécle. En Afrique de I’Ouest, les SNPs de type
4 ont été retrouvé au Bénin, au Mali, en Guinée
et au Niger (Benjak et al., 2018). La présence du
génotype 4 dans ces pays voisins a la Cote d’Ivoire
suggere une importation de ces souches. Ce sont
les échanges avec ces pays et surtout 'hospitalité
ancestrale et légendaire qui favoriseraient la pré-
sence de ce génotype dans le pays. La présence
de cette souche au Brésil, en Corée et en Inde
témoigne de ’'exportation de ces souches dans ces
pays. Cependant, beaucoup d’autres souches sont
partagées avec le Brésil et I'Inde. Cela suggererait
des échanges plus fréquents de la lépre entre ces
pays et la Cote d’Ivoire.

Dans I’état de la Corée, la main-d’ceuvre ser-
vile d’Afrique de I’'Ouest était utilisée dans les
plantations de canne a sucre pendant la période
coloniale (Turankar et al 2014 ; Fontes et al
2015). Ainsi, la prédominance du génotype 4
en Corée serait directement liée aux esclaves
ouest-africains (Matsuoka et al., 2018). La pré-
dominance du génotype 4, souche majoritaire-
ment asiatiques (Inde/Corée) et sud-américaine
(Brésil), en Cote d’Ivoire pourrait aussi s’expliquer
par la similarité du climat tropical de ces pays.
Les analyses des SNPs permettent de dire que
I'importation de la souche s’est éloignée dans le
temps. Selon le schéma évolutif des souches de
M. leprae, la souche typique de la Coéte d’Ivoire,
le génotype 4, a pour ancétre le plus proche le

génotype 1 par deux substitutions au niveau
du nucléotide G en T a la position 1642875 et
du nucléotide A en C a la position 2935685. Le
génotype 1 circule en Inde, en Corée du Sud, en
Thailande et en Philippines. Cela suggére que
cette souche meére proviendrait certainement
de I'Inde et de Corée. Cependant, cette souche
appartient a une méme descendance et pourrait
provenir de la transmission d'une seule souche
depuis longtemps.

L’analyse phylogénique des souches de M.
leprae isolées en Cote d’Ivoire a montré que les
souches de Coéte d’Ivoire sont proches de celles
du Brésil, de IInde et du Japon montrant une
bonne corrélation entre ’'origine géographique et
le génotype 4 de M. leprae (Reibel et al., 2015).
La distribution phylogéographique des souches
M. leprae dans le monde est dite associée avec
les populations hotes (Benjak et al., 2018). Le
génotype 4 de M. leprae des cas de lépre dia-
gnostiqués en Cote d’lvoire s’alignent a leur
distribution dans différentes régions du monde.
Cependant, 'arbre phylogénétique montre que
certains isolats s’éloignent plus ou moins de
la souche de référence a cause de la variabilité
génétique existant chez 'espéce M. leprae (Barreto
et al., 2011). Le pouvoir de discrimination ou
de résolution de ’analyse du profil phylogénique
peut présenter des limites dans l'identification
d’especes de M. leprae génétiquement proches.
Mais, sa combinaison avec ’analyse des régions
hypervariables confére une excellente précision
et une grande fiabilité a cette identification. Les
résultats ont montré que de toutes les lignées
principales existantes dans le monde, seul le
génotype 4 circule en Cote d’Ivoire. Cela signi-
fie que des échanges se sont faits entre la Cote
d’Ivoire et d’autres régions du monde. Cette étude
constitue la premieére qui décrit la distribution des
souches de M. leprae circulant en Coéte d’Ivoire.
Malgré le niveau de discrimination relativement
faible des SNPs utilisé, cette méthode permet une
classification reconnue des souches de M. leprae
dans le monde, une classification en concordance
avec toutes les autres classifications faites avec
les autres marqueurs génétiques. Cette limite n’a
donc pas d’'impact sur les objectifs de cette étude.
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5-CONCLUSION

Le génotype 4 a été le seul génotype observé
de tous les cas de lépre diagnostiqués en Cote
d’Ivoire. Ce type de génotype a été trouvé dans les
pays de l'Afrique de 1'Ouest, et identifié comme
étant proche de I'Inde, du Japon, et du Brésil.
Une étude dans différentes régions endémiques
de Cote dTvoire permettrait de mieux évaluer la
distribution de ce génotype.
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