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LA LÈPRE

• Maladie de Hansen 
 M. leprae (1893)

 M. lepromatosis (2008)
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LA LÈPRE

• Maladie de Hansen 
 M. leprae (1893)

 M. lepromatosis (2008)

• Multiforme, progressive et invalidante

 Incubation de quelques mois à 20 ans

Han & al., 2008 – Singh et al., 2015 – © photos Audrey Delhom, Thèse de Médecine, 2014 / Jere Mammino / Omar Havana / Action Damien
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WER WHO 2017

63%

12% 8%

 La lèpre est toujours considérée comme

un problème de santé public majeur

dans plus de 14 pays

LA LÈPRE N’EST PAS ÉRADIQUÉE

200,000 nouveaux cas/an

≈ 8% d’enfants (<15 ans)
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• Non cultivable in vitro

• Modèles in vivo (M. leprae)

• Temps de division: 12 jours

• Mode de transmission: inconnu

CARACTÉRISTIQUES DES BACILLES

Sharma et al, 2013 - Disease Models & Mechanisms
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Traitement gratuit financé par l’OMS

LA POLYCHIMIOTHERAPIE (PCT)

DAPSONE
Cible : FolP1

Posologie: 100mg (j)

RIFAMPICINE
Cible : RpoB

Posologie: 600mg (m)

Paucibacillaire

(<5 lésions)

6 mois
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Traitement gratuit financé par l’OMS

LA POLYCHIMIOTHERAPIE (PCT)

DAPSONE
Cible : FolP1

Posologie: 100mg (j)

CLOFAZIMINE
Cible: inconnue

Posologie: 50mg (j); 

300mg (m)

RIFAMPICINE
Cible : RpoB

Posologie: 600mg (m)

Paucibacillaire

(<5 lésions)

6 mois

Multibacillaire

(>5 lésions)

12 mois
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Traitement gratuit financé par l’OMS

LA POLYCHIMIOTHERAPIE (PCT)

DAPSONE
Cible : FolP1

Posologie: 100mg (j)

CLOFAZIMINE
Cible: inconnue

Posologie: 50mg (j); 

300mg (m)

RIFAMPICINE
Cible : RpoB

Posologie: 600mg (m)

Paucibacillaire

(<5 lésions)

6 mois

Multibacillaire

(>5 lésions)

12 mois

OFLOXACINE
Cible: GyrA/GyrB

Posologie: 400mg (j) 

CLARITHROMYCINE
Cible: inconnue

Posologie: 500mg (j) 

MINOCYCLINE
Cible: inconnue

Posologie: 100mg (j)

DEUXIÈME LIGNE
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• Détection des résistances

– rpoB

– folP1

– gyrA

• Mécanismes de résistance

ENJEUX DE LA RÉSISTANCE

Clofazimine

Minocycline

ClarithromycineDapsone

Rifampicine

Ofloxacine

Matsuoka, 2015, Res. Rep. Trop. Med. 

Rifampicin (DRDR)
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Cole et al., Nature, 1998 & 2001 

>22,000 génomes ~ 20 génomes

SOLUTION: LE WGS? 
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M. LEPRAE EST DIFFICILE À SÉQUENCER! 
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ADN de l’hôte

% d’alignement
- Humain: 99%
- M. leprae: 1%

Fragmentation: Covaris
Kit Kapa Hyper prep
HiSeq (SE, 100, 200mo)

M. LEPRAE EST DIFFICILE À SÉQUENCER! 
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Schuenemann , Singh et al., Science, 2013

V. Schuenemann

P. Singh

OUTILS N°1: ENRICHISSEMENT DES LIBRAIRIES!
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Schuenemann , Singh et al., Science, 2013

V. Schuenemann

P. Singh

Echantillions avec peu de bacilles (ex: ADN ancient)

Multiplexage de 10 échantillons / ligne)

OUTILS N°1: ENRICHISSEMENT DES LIBRAIRIES!
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OUTILS N°1: INCONVENIENTS!
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ADN humain

... Sur des biospies de peau

OUTILS N°2: EVITONS LA CAPTURE !
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... Sur des biospies de peau

7

Digestion du tissue 

(collagenase, trypsine, 

prot. K) Cellules de l’hôte

Purification de l’ADN

sur colonne

Shotgun sequencing

(ML Pipeline)

QIAamp DNA Microbiome Kit

PCR & Lib. prep

M. leprae %?

Avanzi, Del Pozo, Benjak et al. Science, 2016

Lyse des cellules 

de l’hôte et DNAse

Lyse bactérienne

(chimique & 

mécanique)

OUTILS N°2: DÉPLÉTION DE L’ADN DE L’HÔTE
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106 biopsies cutanées

Benjak, Avanzi et al. Nat. Com accepted

Couverture >5X

Couverture <5X

EFFICACITÉ DE LA MÉTHODE

19

Ancienne 

méthode



106 biopsies cutanées

Benjak, Avanzi et al. Nat. Com accepted

Couverture >5X

Couverture <5X

EFFICACITÉ DE LA MÉTHODE
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Ancienne 

méthodeLimitations: pour les faibles bacilloscopies (<3+)
Solution: plus de profondeur ou capture sur puce 

~ 20-30 échantillons/ligne



M. leprae - 185 génomes (ACLP: M. lepromatosis)

20 pays

MP (500 boostraps) 

DE 20 À +100 GÉNOMES

21



M. leprae - 185 génomes (ACLP: M. lepromatosis)

20 pays

MP (500 boostraps) 

DE 20 À +100 GÉNOMES

Phylogénie

Transmission

Résistance
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M. leprae - 185 génomes (ACLP: M. lepromatosis)

20 pays

MP (500 boostraps) 

DE 20 À +100 GÉNOMES

24 souches

résistantes

Phylogénie

Transmission

Résistance
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24 SOUCHES RÉSISTANTES

gyrA folP1

13

9
2

0

0

0

rpoB

Benjak, Avanzi et al. Nat. Com accepted,

Comas et al, Nat. Gen, 2012

GyrB N464D

GyrB T503I

Possibles mutations compensatrices dans rpoB, 
rpoC et rpoA (T187P)
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GÈNES HYPERMUTÉS (TOP 10)

Benjak, Avanzi et al. Nat. Com accepted

13 (1) 2 2            1

fadD9: 16/18 mutations dans des souches résisantes
ribD: 15/18 mutations dans des souches résistantes

9

0

Frameshift STOP

1 1 6(1) 2
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• M. tb: Rv2671 (ribD)

• M. smegmatis: MSMEG_2787

RIBD A DES ORTHOLOGUES CHEZ….
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• M. tb: Rv2671 (ribD) – pas essentiel

• M. smegmatis: MSMEG_2787

RIBD EST UN ANALOGUE DE DHFR

Cheng et Sacchettini, 2016, Biochemistry
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Dihydrofolate synthetase

Dihydrofolate reductase (DfrA)

Dihydropteroate synthetase
(folP1, folP2)

Trimethoprim
(TMP)

RibD

VOIE DES FOLATES ET INHIBITEURS
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Dihydrofolate synthetase

Dihydrofolate reductase (DfrA)

Dihydropteroate synthetase
(folP1, folP2)

Trimethoprim
(TMP)

RibD

VOIE DES FOLATES ET INHIBITEURS

Hypothèse 1: autre mécanisme de 

résistance à la dapsone
30



Che9c 60-61

kanR

oriE

oriM

Promoteur
induit à
l’acétamide

pJV53

*Mutation ponctuelle

Synthétique sbADN

*

sbADN recombiné dans le 

chromosome

*
MSMEG_2787 chez M. smegmatis

folp1 chez M. smegmatis

Plasmide + 

HygR

RECOMBINAISON CHEZ M. SMEGMATIS

Van Kessel et Hatfull 2007, Nat. Meth.
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RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES
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RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES

33

x3 x10



RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES
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x3 x10

• Faible résistance pour folP1
• Résultats non concluants pour le mutant ribD (dapsone)
• Autres mutations? 
• Résistance à un autre médicament?
• Mécanismes de compensation?
• M. smegmatis n’est pas le bon modèle?



• Outils performant pour le séquençage des génomes de M.
leprae à partir des échantillons cliniques

• Le WGS est une approche performante pour l’étude des
résistances:
– Identification de nouveaux mécanismes

• Autres mutations à tester: fadD9 par exemple

– Mais…pas facile à démontrer ensuite!

• Futures applications
– Augmenter le nombre de souches résistantes séquençées

– Accès à l’historique des patients est primordial!

– Etude avec plus de souches résistantes provenant de patients
ayant rechutés ou ré-infectés: résistance & persistence vs.
virulence

CONCLUSIONS & FUTURES APPLICATIONS
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