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RESUME e Le role des punaises aquatiques comme hote de Mycobacterium ulcerans est maintenant clairement établi et leur réle comme vecteur a ét¢ démon-
tré expérimentalement. Travaux confortés par le fait que récemment, des bacilles viables ont été détectés dans la salive de punaises aquatiques sauvages. Cependant,
I’importance des punaises aquatiques dans 1’écologie de M. ulcerans reste méconnue et difficile a explorer en raison du manque de connaissances sur la bio-
logie des ces insectes. Dans cette étude et ce pour la premiere fois, des signatures moléculaires de M. ulcerans ont été détectées dans les tissus de punaises
aquatiques capturées en dehors de leur environnement aquatique. Cela supporte 1’hypothese selon laquelle, par leur comportement migratoire, les punaises aqua-
tiques contribueraient a la dissémination du bacille ainsi qu’a sa transmission hors de I’environnement aquatique.

MOTS-CLES - Mpycobacterium ulcerans. Punaises aquatiques. Dissémination. Transmission. Bénin.

DETECTION OF MYCOBACTERIUM ULCERANS DNA IN WATER BUGS COLLECTED OUTSIDE THE AQUATIC ENVIRONMENT IN BENIN

ABSTRACT e Hosting of Mycobacterium ulcerans by water bugs is now well established and their vectoring role has been demonstrated experimentally. These
findings were recently corroborated by detection of viable bacilli in the saliva of wild water bugs. However, the extent of water bug involvement in M. ulce-
rans ecology remains unclear and difficult to evaluate due to lack of understanding about water bug biology. The purpose of this study is to describe the first
detection of M. ulcerans DNA in the tissue of water bugs captured outside the aquatic environment. This finding supports the hypothesis that water bug migra-

tory behavior contributes not only to the spread of M. ulcerans but also to transmission outside the aquatic environment.

KEY WORDS ¢ Mycobacterium ulcerans. Water bugs. Dissemination. Transmission. Benin.

Mycobacterium ulcerans est 1agent responsable de 1'ulcere de
Buruli, une maladie considérée comme émergente par
I’Organisation Mondiale de la Santé. Cette maladie principalement
cutanée sévit tout particuliecrement dans les zones tropicales
humides. Ainsi, méme si quelques cas sont rapportés chaque année
en Australie, en Amérique du sud et en Asie, I’ Afrique de I’Ouest
reste la région la plus touchée (1). Les 1ésions cutanées sont pro-
voquées par une toxine, la mycolactone, principal facteur de viru-
lence de M. ulcerans (2, 3). Lorsqu’elle est excrétée, la toxine se
concentre dans la matrice extracellulaire des bacilles. Cette matrice
joue un rdle important pour la colonisation des différents hotes du
bacille (4).

Malgré les progres diagnostiques et thérapeutiques de ces
dernieres années, plusieurs questions fondamentales subsistent
quant a I’écologie de M. ulcerans et a son mode de transmission.
Cette méconnaissance retarde la mise en place de mesures pré-
ventives, voire protectrices (5). La transmission interhumaine du
bacille n’a été qu’exceptionnellement suspectée. Les épidémies sont
associées aux zones humides et aux bouleversements environne-
mentaux (création de zones humides, déforestation, ...) (6-15).
L’homme se contaminerait au contact de I’environnement aqua-
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tique, probablement au cours d’activités telles que le lavage du linge
ou de la vaisselle, la collecte de 1’eau de boisson, 1’agriculture ou
le maraichage. Selon les hypotheses les plus probables, I’eau serait
le réservoir du germe et sa transmission se ferait par inoculation
directe, par contact d’une plaie avec une eau souillée ou par I'in-
termédiaire d’un vecteur. En 1999, il a été suggéré que les punaises
aquatiques joueraient un role dans la transmission du bacille (16)
et seraient des hotes spécifiques de M. ulcerans. Les mollusques
(proies des punaises) seraient quant a eux des «hdtes intermé-
diaires » (4, 17-22). Enfin, des plantes aquatiques serviraient de sup-
port a la formation de biofilms, contaminant ainsi les mollusques
qui les broutent (21-22). Des études environnementales ont permis
de valider les données sur I’écologie et la transmission de M. ulce-
rans obtenues d’apres le modele expérimental (18-21). En 2008,
le bacille a été, pour la premiere fois, isolé de 1’environnement et
ce, a partir d’une punaise d’eau (25). Cette étude confirme de facon
indiscutable le rdle des punaises dans 1’écologie et la transmission
de M. ulcerans. 1l avait été suggéré que les moustiques pouvaient
avoir un role de vecteur, tout particulieérement en Australie, mais
cette hypothese vient d’étre rejetée (26). Une étude réalisée au
Cameroun a montré que 1’utilisation de moustiquaires participait
a la protection contre 1’infection a M. ulcerans (12). Cette obser-
vation a suggéré pour la premiere fois que des insectes hors du
contexte aquatique seraient des vecteurs du bacille.
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Les punaises aquatiques étant capables de voler sur une
dizaine de kilometres de leur point d’eau, elles pourraient partici-
per a la dissémination du bacille dans I’environnement mais éga-
lement a sa transmission en dehors du milieu aquatique. Par
recherche de signatures moléculaires, cette étude montre, pour la
premiere fois, la présence de M. ulcerans dans les tissus de punaises
aquatiques capturées lors de leur activité de migration (vol). Ces
résultats confortent le role de ces insectes dans 1'écologie et le mode
de transmission de M. ulcerans.

Matériel et méthodes

Capture des punaises aquatiques dans le fleuve Ouémé
(Bénin).

En octobre 2004, une campagne active de capture d’insectes
aquatiques a été réalisée dans une zone hyper endémique pour I’ul-
cere de Buruli, le long du fleuve Ouémé sur cing sites localisés entre
Assrossa et Azowlissé (figure 1a). Les insectes ont été collectés dans
la végétation aquatique a une profondeur comprise entre 0 et 0,5 m
en utilisant une épuisette dont les mailles avaient un diametre de 5
mm. En octobre 2007, de nombreuses punaises aquatiques attirées
par les lumieres des maisons de Pobé ont été observées durant plu-
sieurs nuits. Trente cinqg de ces spécimens ont été capturés dans une
méme maison. Tous les insectes ont été conservés dans de I’étha-
nol absolu pour identification et recherche de signatures molécu-
laires de M. ulcerans.

Identification des hémipteres aquatiques.

Les punaises aquatiques appartiennent au phylum des
arthropodes, classe des insectes, ordre des hémipteres et sous-ordre
des hétéropteres. Les deux principaux criteres d’identification sont :
(1) leurs pieces buccales qui sont de type piqueur suceur et sont
contenues dans un rostre segmenté; (ii) la présence de deux paires
d’ailes chez les adultes. Pour nos travaux, nous avons utilisé I’'unique
classification des punaises aquatiques tropicales établie par
Dethier (27) et le document réalisé par Tchibozo (28) qui ne per-
mettent une identification que jusqu’au genre.

Détection des signatures moléculaires de M. ulcerans dans les
tissus des punaises aquatiques.

Apres broyage (chaque insecte a été traité individuelle-
ment), I’ ADN a été extrait en utilisant la trousse MoBio Power Soil
comme nous I’avons décrit précédemment (29). Par PCR quanti-
tative, des signatures moléculaires de M. ulcerans ont été recher-
chées dans I’ensemble des échantillons. Afin d’obtenir une bonne
spécificité, deux séquences ont été recherchées : la séquence
1S2404 et 1a séquence codant le domaine KR de la kétoreductase
B de la polykétide synthase, enzyme impliquée dans la synthese
de la mycolactone (30). Un échantillon est alors considéré comme
positif seulement si les 2 séquences testées sont détectées, avec
une valeur seuil (Ct) inférieure a 35 cycles.

Relevés météorologiques.

Les données météorologiques (pluviométrie) on été enre-
gistrées a Cotonou et transmises par Météo France.
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Résultats

Inventaire des punaises aquatiques présentes le long du fleuve
Ouémé

En octobre 2004, correspondant a la fin de la saison des
pluies, 347 punaises aquatiques ont été capturées dans cinq zones
s’étendant sur 40 kilometres le long du fleuve Ouémé (figure 1, a
et b). Dans nos conditions de prélevements les punaises aquatiques
représentaient entre 10 et 60 % de I’ensemble des insectes captu-
rés (figure 1b).

La famille des Belostomatidae est la famille 1a mieux repré-
sentée (73 % des punaises collectées) (figure 2a). Il a été possible
de distinguer deux genres au sein de cette famille (Belostoma cor-
dofana et Diplonychus sp). Trois espeéces appartenant au genre
Diplonychus (aussi nommé Appasus) ont ¢été identifiées
(Diplonychus spl (figure 3), Diplonychus sp2 et Limnogeton fieberi).
Comme le montre la figure 2b, Diplonychus sp1 était I’espece la plus
capturée (85 %). La recherche de signatures moléculaires de M. ulce-
rans a montré que toutes les familles et genres collectés pouvaient
héberger le bacille quel que soit le site de prélevement. Le taux de
détection des signatures varie entre 8,2 et 12 % (toutes familles
confondues). Dans cette étude ponctuelle, nous n’avons pas pu met-
tre en évidence 1’existence de familles de punaises qui seraient plus
permissives que d’autres.

Détection des signatures moléculaires de M. ulcerans au sein des
punaises aquatiques capturées hors de leur milieu aquatique

En fin de premiere semaine et au début de la deuxieme
semaine d’octobre 2007, de nombreuses punaises aquatiques ont été
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Figure 1. Localisation des sites de collecte pour I'inventaire des punaises aquatiques.
(a) Carte du Bénin et élargissement de la zone au sud du pays ou sont localisés les
sites de collecte des insectes aquatiques le long du fleuve Ouémé localisés entre
Assrossa et Azowilsse. (b) Localisation des cing sites de collecte des insectes aqua-
tiques en octobre 2004 (points rouges) et octobre 2007 (point vert). Les pourcentages
des punaises aquatiques par rapport aux insectes totaux collectés sont indiqués pour
chaque site.

observées la nuit (entre 20 h et 22 h) dans les églises et maisons ou
elles étaient attirées par la lumiere. Pendant la journée, des insectes
ont été retrouvés a 1’abri de la lumiere dans la literie et les placards.
Ce phénomene, de par son ampleur, n’avait jamais été rapporté aupa-
ravant par les habitants. Trente-cinq spécimens ont été capturés au
cours d’une soirée dans une méme habitation a Pobé (figure 1, aet b).
Les insectes capturés étaient tous des Diplonychus sp1 (figure 3) et
les signatures moléculaires de M. ulcerans ont ét€¢ mises en évidence
dans les tissus de trois de ces insectes (8,6 %).
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Figure 2. Inventaire des punaises aquatiques capturées.

(a) Répartition des cing familles de punaises aquatiques identifiées au cours de la col-
lecte en octobre 2004 le long du fleuve sur les cing sites sélectionnés (nombre total
de spécimens : 347). La famille des Belostomatidae est la plus représentée. (b)
Répartition des espeéces de Belostomatidae identifiées. L’espéce Dyplonichus spl a été
capturée le plus fréquemment (62,5 % des punaises aquatiques totaux).

Figure 3. Dyplonichus spl. Photo de
Dyplonichus spl, I’espéce capturée
en dehors de I’environnement aqua-
tique lors de ses activités migra-
toires. Echelle : 0,3 cm.

La pluviométrie : facteur influencant la migration des punaises
aquatiques ?

Lorsque ce phénomene de migration a été observé en octo-
bre 2007, I’accumulation des pluies était exceptionnelle. En effet,
les relevés pluviométriques des mois d’octobre précédents (de 2001
a 2006) montrent qu’en moyenne les précipitations s’élevent a
150 mm alors que, en octobre 2007, elles étaient de 227 mm (soit
une augmentation de 151,3 %). De plus, entre 2001 et 2006, les pré-
cipitations de la premiere semaine d’octobre ne représentaient que
10% des précipitations totales du mois contre 50% en 2007
(figure 4).
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Figure 4. Courbes cumulatives des précipitations du mois d’octobre 2007 et de la
moyenne cumulative des précipitations du mois d’octobre de cing années (2001 a 2006)
(données aimablement fournies par Météo France).

Discussion

L’écologie et le mode de transmission de M. ulcerans ne
sont pas encore clairement établis. Cependant, le role des punaises
aquatiques a été évoqué depuis 1999 (16) et des études expéri-
mentales ont montré que M. ulcerans était capable de coloniser leurs
glandes salivaires et d’étre transmis a des souris apres morsure (20).
Cette propriété a été redémontrée récemment par une équipe amé-
ricaine (31). De plus, tres récemment, des bacilles viables ont été
détectés dans la salive de punaises capturées dans I’environnement
(29), renforcgant ainsi I’hypothese selon laquelle ces insectes sont
capables de transmettre le bacille par piqdre. Du fait du manque de
connaissances concernant ces insectes (biodiversité, écologie....),
I’importance de leur role in natura dans la transmission et 1’écologie
de M. ulcerans reste difficile a évaluer. Une étude récente a mon-
tré qu’il existait des variations spatio-temporelles en termes de nom-
bre d’individus mais aussi en termes de taux de colonisation des
punaises par M. ulcerans en zone endémique a I’ulcere de Buruli
(29). Par exemple, le taux de colonisation des punaises aquatiques
était plus élevé en juillet, période ou le niveau de 1’eau est le plus
important. Il y aurait donc dans I’environnement des périodes plus
favorables a la multiplication de M. ulcerans et/ou au développe-
ment des punaises aquatiques, donc des risques saisonniers d’ex-
position & M. ulcerans pour les populations. Des variations sai-
sonnieres des cas d’ulcere de Buruli ont déja été rapportées dans
plusieurs études, notamment en Ouganda, ol un nombre moins
important de cas a été observé a la fin de la saison seche, ou bien
en Australie, ou la majorité des cas a été enregistré en automne et
en hiver (32-33). Puisque le délai de développement des 1ésions est
variable et que les patients tardent a consulter, les risques associés
a de telles variations demeurent difficiles a définir.

Dans la présente étude, des signatures moléculaires du
bacille ont été détectées dans les tissus de punaises aquatiques cap-
turées en dehors du milieu aquatique, lors de leur activité migratoire
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(vol). Cette observation soutient I’hypothese selon laquelle les
punaises aquatiques joueraient un role dans la dissémination du
bacille mais également dans la transmission du bacille en dehors du
milieu aquatique. Les connaissances actuelles ne nous permettent
pas d’identifier les facteurs influencant la migration (le vol) de ces
insectes. Néanmoins, différents parametres sont suspectés : la den-
sité de proie, la période de reproduction, la phase lunaire et la tem-
pérature (34-37). La corrélation entre les précipitations et 1’activité
de vol a été rapportée pour les Belostomatidae lors d’une étude réa-
lisée en zone tropicale au Costa Rica (37, 38). Notre étude nous
autorise a penser que les pluies importantes, enregistrées au moment
de la capture en 2007, ont fortement perturbé le milieu aquatique
en termes de qualité de I’eau, destruction de 1’habitat et « dilution »
de proies obligeant les punaises a rechercher des lieux qui leur sont
plus favorables.

Cette nouvelle étude vient ainsi apporter un argument sup-
plémentaire en faveur du rdle des punaises aquatiques dans 1’éco-
logie de M. ulcerans et renforce la possibilité de variations sai-
sonniéres dans la transmission de la bactérie a I’homme, liées a des
facteurs environnementaux.
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