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> Lulcere de Buruli est causé par une mycobacté-
rie environnementale, Mycobacterium ulcerans. Cette
mycobactériose sévit surtout dans les régions tropi-
cales humides, en particulier dans I’Afrique de I’Ouest
ou elle est endémique. €n 1998, L'Organisation mon-
diale de la santé (OMS) a déclaré I'ulcére de Buruli
« maladie émergente ». La gravité de la maladie se
manifeste par I'ulcération étendue et de la destruc-
tion tissulaire qu’elle entraine, due a la production
d’une toxine, la mycolactone, principal facteur de
virulence de M. ulcerans. Cet article rapporte comment,
des le début des années 2000, I’Institut Pasteur, ses
réseaux et ses partenaires se sont investis dans la lutte
contre cette maladie. Depuis 10 ans, le centre Pasteur
du Cameroun s’implique au co6té du ministére de la
Santé camerounais dans une triple mission de prise
en charge, de formation et de recherche. Parmi les
réalisations immédiatement bénéfiques sur le plan de
la santé publique, citons la mise au point d’un test de
diagnostic rapide de M. ulcerans et les travaux sur une
possible transmission domiciliaire de la bactérie. Quant
aux recherches dont I'originalité est d’associer études
épidémiologiques et études environnementales, elles
ont permis d’analyser la biodiversité spatio-tempo-
relle des punaises aquatiques, qui pourraient étre un
vecteur de la maladie. Ces avancées reflétent le dyna-
misme des approches multidisciplinaires intégrées
qui se sont développées autour du centre Pasteur du
Cameroun et qui ont abouti a la création d’une jeune
équipe de recherche associée a I'IRD. <

L'ulcere de Buruli, ou infection a Mycobacterium ulcerans,
est une maladie tropicale négligée. Cette infection est deve-
nue la troisieme mycobactériose apres la tuberculose et la
lepre. Cette maladie, a tropisme essentiellement cutané, est
responsable de vastes ulcérations dues a Iexcrétion d’une
toxine nommée mycolactone [1]. Les génes codant pour
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les enzymes responsables de la synthése
de la mycolactone sont situés sur un
plasmide géant [2]. Comme I'ensemble
des mycobactéries, M. ulcerans a une
paroi riche en lipides, caractéristique
des bacilles acido-alcoolo-résistants,
ce qui explique sa grande résistance aux
substances antimicrobiennes. M. ulce-
rans posséde une matrice extracellulaire
qui est le réservoir de la mycolactone et
confére des avantages a la bactérie pour
coloniser ses différents environnements
[3]. Cest une mycobactérie environne-
mentale, a croissance lente, son temps de
génération a été évalué a 3,5 jours dans
des modeéles in vivo [4].

Présentation de I'ulcére de Buruli
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€n 1948, MacCallum, bactériologiste australien, publie un article
intitulé « A new mycobacterial infection in man » [5]. Il décrit
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Figure 1. ’ulcére de Buruli ou infection
a M. ulcerans. A. Uinfection a M. ulce-
rans provoque des ulcérations cutanées
tout particulierement sur les membres
inférieurs. B. M. ulcerans, agent étiolo-
gique de l'ulcére de Buruli, est un bacille
acido-alcoolo résistant (BAAR) qui peut
donc étre mis en évidence dans des pré-
levements cutanés apres coloration de
Ziehl-Neelsen. La mycolactone, qui est
un polykétide, est le principal facteur
de virulence de M. ulcerans (encart).
C. Uinfection a M. ulcerans est rapportée
dans plus de trente pays dont la plupart

se situent dans les zones intertropicales

. 1 & - I Plus de 1000 nouveaux cas en 2008

de P’Afrique. Crédits photographiques :
© S. Eyangoh (4), © L. Marsollier (B) et
© OMS (€)

précisément six cas d’ulcére cutané a bords décollés et met en évi-
dence de nombreux bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR) dans
les tissus lésés [30]. Leur isolement est difficile. €n raison des Iésions
ulcératives qu’il provoque, le bacille sera nommé M. ulcerans [6].
Toutefois, cette infection cutanée semble plus ancienne. €n effet, en
1897, Sir Albert Ruskin Cook, jeune médecin anglais, décrit de larges
ulcéres cutanés aux bords décollés chez des patients ougandais, dont
toutes les caractéristiques cliniques laissent supposer une infection
& M. ulcerans. A partir des années 1950, de nombreux cas de cette
nouvelle mycobactériose sont décrits en Afrique : au Congo, Janssens
décrit une série de 170 patients [7] ; en Ouganda, Clancey rapporte
40 patients, dont 28 proviennent du district de Buruli, la méme région
ol les premiers cas ont été décrits 60 ans plus t6t par Cook. Cest a la
suite de cette description initiale que la maladie prit le nom d’ulcére
de Buruli [8]. Mais I'ulcération n’est qu’un stade évolutif de la mala-
die, et I'appellation infection a Mycobacterium ulcerans semble plus
appropriée [9, 10]. Par la suite, le nombre de cas, le nombre de foyers
et le nombre de pays touchés par cette maladie ne cesseront d’aug-
menter, essentiellement en Afrique de I’Ouest et en Afrique centrale,
alors que le foyer historique ougandais s’est éteint.

Epidémiologie

€n 1998, devant I’émergence de la maladie et ses conséquences
socio-économiques dans les zones d’endémie [11], I’Organisation
mondiale de la santé (OMS) a décidé de s’engager dans la lutte
contre I’infection & M. ulcerans. Les services sanitaires des £tats ont
été incités a prendre en charge de fagon effective cet important pro-
bleme de santé publique. Cette maladie, a tropisme essentiellement
cutané, est 'une des 17 maladies tropicales négligées reconnues par
I’OMS (Figure 1). €lle est recensée aujourd’hui dans plus de 30 pays,
principalement dans les régions tropicales et subtropicales humides
(Figure 1). UAfrique de I"Ouest et I’Afrique centrale sont les zones
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les plus touchées, puisque plus de 90 % des nouveaux
patients diagnostiqués en 2010 étaient originaires de
ces régions (entre 5 000 et 10 000 nouveaux cas par an
selon I’OMS). Mais le recensement sous-estime certai-
nement le nombre de cas puisque cette maladie n’est
pas a déclaration obligatoire et qu’elle sévit dans les
zones rurales isolées.

Les enfants sont principalement atteints ; plus de 50 %
des patients atteints sont dgés de moins de 15 ans, et
les deux sexes sont touchés de fagon égale. Probable-
ment en raison du mode de pénétration du bacille dans
I"organisme, les Iésions sont localisées le plus souvent
au niveau des membres et tout particulierement, au
niveau des membres inférieurs. Il ne semble pas exister
de relation entre infection a M. ulcerans et infection par
le virus de 'immunodéficience humaine (VIH), a la dif-
férence de la plupart des autres mycobactérioses. Cer-
tains patients atteints de 'ulcere de Buruli et infectés
par le VIH présentent des formes sévéres avec atteinte
osseuse, mais d’autres ont des formes plus classiques
[12, 13]. Le faible nombre de co-infections rapportées
laisse ouverte la question de "association VIH et ulcere
de Buruli.

C’est apres une incubation de quelques semaines a
plusieurs mois qu’apparaissent les premiers signes
cliniques indolores, qui constituent la phase pré-ulcé-
rative. lls peuvent se présenter sous la forme d’une
papule, d’un nodule, d’un cedeme ou encore d’une
plaque [14]. Aprés plusieurs semaines, en I’absence
de prise en charge, les lésions évoluent en une ulcéra-
tion cutanée qui reste indolore malgré une extension
qui peut étre importante (Figure 1). Les destructions

913

REPERES

s

LE RESEAU INTERNATIONAL DES INSTITUTS PASTEUR



914

B Nord

o Bankim

Yaoundé
.

Figure 2. Le centre Pasteur du Cameroun. A. Vue sur le batiment principal du
centre Pasteur du Cameroun. Le centre Pasteur du Cameroun est placé sous la
tutelle du ministére de la Santé du Cameroun. B. Les points rouges localisent
les zones endémiques pour I'infection a M. ulcerans. C. Vue sur le fleuve Nyong
qui traverse la zone d’Ayos/Akonolinga. Il est tres probable que le fleuve soit le
réservoir du bacille. D. Promotion 2011 du cours international M2U, microbiolo-
gie de Mycobacterium ulcerans ; lors de cette session, 14 nationalités étaient
représentées (enseignants et éleves). Crédits photographiques : © S. Eyangoh
(A, D), © L. Marsollier (B) et © €. Marion (C).

tissulaires sont causées par une toxine, la mycolactone, qui présente
une activité cytotoxique et des propriétés immunomodulatrices
(Figure 1) [1, 15, 16]. Jusqu’en 2004, la chirurgie - réalisant une exé-
rése large autour des tissus atteints - était I'unique traitement. Ce
traitement était souvent suivi de rechutes des patients opérés (6 a
30 %). La prise en charge des patients a été considérablement amé-
liorée grace aux succes des recherches portant sur la sélection d’une
antibiothérapie efficace [4, 17, 18]. Depuis 2005, I’OMS préconise un
traitement par antibiothérapie associant deux antimycobactériens, la
rifampicine et la streptomycine, complété, si besoin, par la chirurgie.

Mode de transmission

Contrairement aux bacilles tuberculeux et lépreux, il n’y a pas de
transmission interhumaine de M. ulcerans. Le principal réservoir de
M. ulcerans est situé dans I’environnement aquatique, et ’homme
s’y contaminerait au cours de ses activités. UADN de M. ulcerans
est détecté dans des organismes aquatiques variés, ce qui évoque
la subsistance du bacille a travers différents maillons d’une chafne
trophique aquatique. Le bacille pourrait survivre chez des hotes
passifs et se multiplier et se concentrer chez des hotes spécifiques.
Plusieurs hypotheses de transmission a I’homme commencent a
étre formulées, dont les principales portent sur le role de punaises
aquatiques. Des infections expérimentales ont montré qu’aprés un
repas contaminant (larves de diptéres), les punaises aquatiques de
la famille des Naucoridae sont capables de transmettre le bacille a
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des souris lors d’une piqire unique. Un résultat tout
aussi important montre que le bacille est capable de
coloniser les glandes salivaires des punaises et de
s’y multiplier sans y provoquer de destruction tissu-
laire. Ce travail pionnier a démontré que les punaises
aquatiques peuvent étre des hotes spécifiques et des
vecteurs potentiels du bacille. Plusieurs études ont
montré le role des punaises aquatiques dans I’écolo-
gie et la transmission du bacille [19-23].

Llnstitut Pasteur et ses réseaux :
un engagement dés les premiéres heures

II'est difficile de déterminer avec exactitude le nombre
de cas d’infection a M. ulcerans au Cameroun. Un
nombre cumulatif de 3 363 cas de I'ulcere de Buruli
a été notifié entre 2001 et 2011 dans les sites endé-
miques, notamment autour du bassin du Nyong dans
la région Centre et  Bankim dans ’Adamaoua [24-26]
(Figure 2). Cette maladie porte différentes dénomina-
tions en fonction des zones ol elle sévit. Mais, a chaque
fois, son nom est associé a la sorcellerie, démontrant
ainsi la connotation mystique qu’on lui accorde [27]. A
titre d’exemple, dans la région d’Ayos/Akonolinga, elle
est appelée Atom, signifiant sortilége.

Devant I’émergence de cette maladie, dés le début
des années 2000, I’Institut Pasteur, ses réseaux et ses
partenaires se sont investis dans la lutte contre cette
maladie. Plusieurs axes prioritaires ont été définis
afin de développer les outils permettant d’étudier la
biologie du bacille (séquencage du génome) et de com-
prendre I’histoire naturelle de I'infection a M. ulcerans.
Dans ce contexte, depuis 10 ans, le centre Pasteur du
Cameroun s’implique au c6té du ministere de la Santé
camerounais afin d’améliorer la prise en charge des
malades et de renforcer la lutte a I’échelle nationale,
en favorisant la surveillance.

Depuis 2002, 'ulcére de Buruli est déclaré comme
probleme de santé publique au Cameroun. Le centre
Pasteur du Cameroun (laboratoire national de santé
publique et de recherche-membre du réseau inter-
national des Instituts Pasteurs) s’est alors mobilisé
immédiatement pour accompagner les services de I€tat
dans la lutte contre I'ulcere de Buruli. Le centre Pasteur
du Cameroun, créé en 1959, est placé sous la tutelle du
ministere de la Santé du Cameroun (Figure 2). Sa prin-
cipale mission est la lutte contre les maladies infec-
tieuses, qu’il remplit en proposant des actions (1) de
santé publique (diagnostic, surveillance, vaccinations),
(2) de recherche (23 programmes de recherche en
cours) et (3) de formation des équipes médicales et
techniques.



Les actions du centre Pasteur du Cameroun
et du réseau des Instituts Pasteur

Engagement dans le diagnostic et la surveillance

Rapidement, le service de mycobactériologie du centre Pasteur a mis en
place les techniques permettant un diagnostic rapide de M. ulcerans par
amplification génique (méthode la plus sensible), faisant du Cameroun
I'un des premiers pays endémiques ou le diagnostic de M. ulcerans peut
étre proposé par PCR (polymerase chain reaction). Gréce a ce diagnos-
tic rapide et sensible, la prise en charge des patients a été fortement
améliorée. Dés 2005, grdce au soutien obtenu aupres du réseau interna-
tional des Instituts Pasteur (RIIP), une enquéte épidémiologique a été
diligentée afin de décrire précisément la situation de Iulcére de Buruli
au Cameroun. Cette étude a permis une mobilisation et une organisation
adaptées des acteurs de santé locaux et nationaux.

Engagement dans la formation du personnel de santé

Deés 2006, grace au soutien du RIIP et sous I'impulsion de Sara €yangoh
(responsable du laboratoire national de référence des mycobactéries
du Cameroun), un enseignement spécifique sur I'ulcére de Buruli a été
mis en place sous la forme d’un cours international de la microbiolo-
gie de M. ulcerans. Il était urgent de développer un tel enseignement
réservé aux personnels de santé (médecins, coordinateurs, techni-
ciens, ingénieurs, étudiants, etc.) des différents pays endémiques, afin
de transmettre les connaissances et les outils pour organiser la lutte,
mais aussi d’harmoniser les méthodes de diagnostic. En effet, 'ulcere
de Buruli n’est pas - ou trés rarement - au programme des études
médicales et médico-techniques. Depuis 2006, quatre cours ont été
organisés, formant ainsi 50 personnes de 11 nationalités différentes
(Figure 2). De plus, cet enseignement a permis I’émergence de réseaux
d’échanges entre les participants.

Engagement dans la recherche

Les travaux de recherche menés au sein du centre Pasteur du Cameroun
(CPC) depuis cing ans portent principalement sur I’épidémiologie et
I’écologie de M. ulcerans. Cette recherche pionniere a été lancée afin
de répondre aux attentes des populations et des acteurs de santé. Des
2005, pour répondre aux besoins des services de santé du Cameroun
et de I’OMS, le centre Pasteur du Cameroun, avec ses partenaires, a
réalisé plusieurs études épidémiologiques et environnementales inté-
grées. Ces études ont permis d’obtenir une excellente cartographie des
foyers de M. ulcerans et de découvrir deux nouvelles zones endémiques.
Cette surveillance des zones a risque et des zones endémiques permet
une adaptation des services de santé.

Enquétes épidémiologiques

Une premiére enquéte, qui avait pour objectif d’identifier des facteurs
de risque et de protection, a été réalisée entre 2005 et 2007 a Ayos/
Akonolinga. Cent soixante-huit patients ayant présenté des Iésions a
M. ulcerans dans les deux années précédentes, et autant de témoins
non malades vivant dans les mémes villages, ont été interrogés. Cette
premiére enquéte a confirmé, entre autres conclusions, que (1) le port
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de vétements longs lors d’activités agricoles ou dans
les zones marécageuses, et (2) I’hygiéne et le soin des
blessures, protégeaient contre I'apparition de Iésions
a M. ulcerans, et (3) que le contact avec les zones
humides est le principal facteur de risque. Le résultat
le plus original concerne I'utilisation de moustiquaires
[24]. €n effet, cette étude suggeére qu’il y a une dimi-
nution du risque d’ulcére de Buruli pour les personnes
dormant sous une moustiquaire. Cette protection par
la moustiquaire nous a amenés a considérer plusieurs
éventualités : (1) "étude comporte des biais et I’effet
moustiquaire est un artéfact, ou (2) il existe une trans-
mission intradomiciliaire du bacille.

Dans ce contexte, une deuxieme enquéte a été réalisée
en 2009 sur le site de Bankim, au nord-est de Yaoundé,
ol la maladie avait été diagnostiquée pour la premiere
fois en 2004. Dans cette région, a la frontiére entre foréts
et savanes, les conditions climatiques, géographiques,
environnementales, ethniques et sociales sont tres dif-
férentes de celles d’Ayos/Akonolinga. U'enquéte, réalisée
avec 'appui des personnels de I’hopital de district de
Bankim, a permis de retrouver et d’interroger 77 patients
et 144 témoins. Les résultats ont montré a nouveau le
réle protecteur de la moustiquaire [25]. Lidentification
a deux reprises de la moustiquaire comme facteur de
protection contre I'ulcere de Buruli suggere qu’il existerait
une transmission de M. ulcerans dans I’environnement
domestique ou péridomestique. Pour clarifier cette ques-
tion, notre consortium effectue actuellement une étude
sur les insectes intra- et péridomiciliaires. €n raison de
leur impact potentiel bénéfique, nos résultats ont été
rapidement diffusés aux populations des zones d’endémie
lors de journées de sensibilisation via des messages dans
les médias (Figure 3). Un film documentaire intitulé « Feu
de nuit : ulcére de Buruli, entre sciences et croyances » a
été réalisé en septembre 2009 par le Collectif interafricain
de I'habitat (CIAH), grdce a la collaboration scientifique
du centre Pasteur du Cameroun et au soutien financier
du ministére des Affaires étrangéres francais (MAE),
et via I'Institut pour la recherche et le développement
(IRD) dans le cadre d’un projet sur la promotion de la
culture scientifique par la valorisation des résultats de la
recherche via I’éducation des populations.

€Enquétes environnementales

Uoriginalité des études épidémiologiques conduites par
le centre Pasteur du Cameroun est qu’elles associent des
études environnementales. €n effet, des collectes d’in-
sectes dans I'environnement aquatique, ciblant tout parti-
culierement les punaises aquatiques, ont été réalisées afin
d’élucider leur r6le dans I'écologie du bacille. Le manque
de connaissances concernant ces insectes (biodiversité,
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Figure 3. Recherches épidémiologiques et envi-
ronnementales réalisées au sein du réseau inter-
national des Instituts Pasteur (RIIP) afin de
comprendre [’histoire naturelle de ’infection
a M. ulcerans. A. Les résultats de I’enquéte
épidémiologique réalisée dans la zone d’Ayos/
Akonolinga a permis d’identifier des facteurs
protecteurs contre I'infection a M. ulcerans. Ces
résultats ont été diffusés tres rapidement aupres
des populations. Cette photographie montre une
piece de thédtre mise en sceéne par d’anciens
malades permettant de diffuser I"information.
B. €n parallele des études épidémiologiques, des
collectes environnementales ont été réalisées
pour comprendre I’écologie du bacille. Notre
premiére étude s’est focalisée sur le role des
punaises aquatiques qui ont été capturées dans
la végétation du fleuve Nyong. C. Cette étude a
permis de montrer des variations saisonniéres

importantes dans le taux de colonisation des

tissus (histogrammes verts) des hétéropteres aquatiques entre novembre 2007 et juillet 2008. De plus, il a été possible de détecter la présence du

bacille dans la salive (histogramme jaune) de ces insectes. D. Méthode pour collecter la salive d’une punaise aquatique. La salive, fluide blanc

(fléche jaune), est collectée dans un cone dans lequel le rostre piqueur suceur de Iinsecte est introduit (encart). Par cette méthode, il est possible

de collecter pres de 2 pl de salive par individu (Appasus sp.). Crédits photographiques : © S. Eyangoh (A) et © €. Marion (B-D).

écologie, etc.) explique que leur rdle in natura dans la transmission et
Iécologie de M. ulcerans soit difficile a évaluer. A titre d’exemple, aucune
étude ne s’était encore intéressée aux variations spatio-temporelles des
punaises aquatiques dans une zone endémique ou sévit I'ulcére de Buruli,
ni aux variations de leur taux de colonisation par M. ulcerans. Ces infor-
mations pourraient étre un premier jalon vers I’établissement de nouvelles
stratégies préventives pour les populations exposées.

Dans ce contexte, nous avons réalisé une étude de la biodiversité spatio-
temporelle des punaises aquatiques dans le district d’Ayos/Akonolinga
(Figure 3). Des signatures moléculaires de M. ulcerans ont été recher-
chées, par PCR quantitative, dans I’ensemble des échantillons (tissus)
mais aussi dans la salive (puisque nous avons développé une méthode
permettant de récolter le fluide salivaire) (Figure 3). Les signatures
moléculaires de M. ulcerans dans les zones endémiques ont été retrou-
vées dans toutes les familles de punaises aquatiques. €n revanche, elles
n‘ont jamais été détectées chez les insectes capturés dans les zones
non endémiques. Le taux de colonisation des punaises par M. ulcerans
varie au cours de année. Il est important de noter que de ’ADN de M.
ulcerans a été détecté aussi dans des punaises aquatiques phytophages.
Ce résultat conforte I’hypothese selon laquelle M. ulcerans serait associé
aux végétaux aquatiques, les punaises représentant un maillon dans la
chalne trophique de la bactérie [28]. De plus, la détection de bacilles
dans la salive est un résultat trés important car, pour la premiere fois et
in natura, la présence de bacilles viables a été détectée dans la salive
d’insectes capables de piquer ’lhomme (Figure 3) [29].

L’ensemble de nos résultats suggerent qu’il y aurait des périodes plus
favorables a la multiplication de M. ulcerans dans I’environnement et,
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donc, qu’il existerait des risques saisonniers d’expo-
sition a cette bactérie. Mais I'importance du rdle des
punaises comme vecteur de la maladie reste difficile a
déterminer. Nos résultats ont été confirmés dans le site
endémique de Bamkim [26]. Lidentification des fac-
teurs environnementaux favorisant le développement
de M. ulcerans nécessitera 'exploration d’autres niches
écologiques de cette bactérie (plantes aquatiques et
autres invertébrés).

Un esprit d’ouverture pour la réalisation
de projets intégrés en accord avec les besoins
des services de santé

La compréhension de I’histoire naturelle de 'infec-
tion nécessite des approches multidisciplinaires inté-
grées (épidémiologie moléculaire, entomologie, systeme
d’information géographique, etc.). Dans cet objectif, le
centre Pasteur du Cameroun a su développer des collabo-
rations étroites avec des partenaires de choix (Instituts
Pasteur de Paris et de Séoul, I'Institut de recherche pour
le développement [IRD], I'lnserm, les universités de
Yaoundé [Cameroun], d’Angers [France] et de Monash
[Australie]), spécialisés dans différents champs disci-
plinaires. Le fruit de cette collaboration a permis, entre
autres, la création récente au sein du centre Pasteur du
Cameroun d’une jeune équipe (équipe ATOMyc) associée a



I"IRD. Notre consortium a recu derniérement le soutien de I’ANR (Agence
nationale de la recherche) pour identifier les composantes environne-
mentales favorisant le développement du bacille. Par son implication
dans la recherche sur cette maladie, le centre Pasteur du Cameroun a
participé a la formation de plusieurs doctorants. Ainsi, depuis 2007, six
doctorants de quatre nationalités différentes réalisent ou ont réalisé
leurs travaux sur I'ulcére de Buruli en partenariat avec le centre Pasteur
du Cameroun. ¢

SUMMARY

Buruli ulcer: a dynamic transversal research model performed
through the international network of Pasteur Institutes

Buruli ulcer is an endemic severe human skin disease caused by
Mycobacterium ulcerans, which prevails in western Africa in swampy
areas and primarily hits children. Its gravity comes from the extent
of tissue destruction, created by the toxin mycolactone. We describe
here how the Centre Pasteur of Cameroon, with the help of the ministry
of Health, gathered a network of multidisciplinary partners to fight
against Buruli ulcer starting in the years 2000. The Centre Pasteur deve-
lops three missions : patient care, training of health care workers and
research on the insect vector. Ten years of efforts resulted in significant
medical advances such as the design of an early diagnostic test using
PCR, or the observation that bed net use significantly decreased the risk
of Buruli ulcer, offering useful prevention ; on the research side, ento-
mological studies on aquatic bugs, coupled with epidemiological data,
point to the role of these insects in the transmission of the disease.
This study examplifies how an efficient network can contribute to the
prevention and treatment of debilitating infectious diseases. ¢
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