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Résumé
La survie des Primates Non Humains (PNHs) est menacée par les activités humaines et les

maladies infectieuses. Pour contribuer a leur conservation au Gabon, plusieurs structures
dont les sanctuaires et centres de primatologie ont été mises en place. Cependant, si la
gestion des risques sanitaires n’est pas prise en compte et les conditions d’accompagnement
réglementées, ces structures qui visent la sauvegarde des PNHs pourraient constituer de
véritables carrefours d’échanges de parasites entre especes de PNH, Homme et/ou
microfaune. Ainsi, pour mieux comprendre la nature et 'ampleur du probléeme, notre travail
de these avait pour but d’évaluer les risques sanitaires et zoonotiques chez des groupes
d’hétes de deux (2) sanctuaires et d'un (1) centre de primatologie au Sud-est du Gabon. En
combinant les études épidémiologiques sur le terrain a la fois chez 'Homme et 'animal, le
séquencage, les analyses phylogénétiques ainsi que la modélisation statistique, nos travaux se
sont attelés a comprendre (i) la circulation d’agents infectieux entre especes et (ii) les
stratégies parasitaires dans ces nouveaux contextes de communautés créés par les activités
humaines. Nous nous sommes intéressés a trois (3) modeles parasitaires, a savoir ; un (1)
procaryote (Staphylococcus aureus) et deux (2) eucaryotes dont un agent pathogene a
transmission vectorielle (Plasmodium spp) et un groupe viral a transmission directe ou
indirecte (paramyxovirus). Nos résultats révélent une grande diversité plasmodiale circulant
chez les PNHs (9 espéces) et montrent que la spécificité d’hotes observée jusqu’a présent en
milieu naturel est rompue. Si aucun plasmodium simien n’a été trouvé chez 'Homme, le
spectre d’hotes de P. falciparum s’agrandit avec sa mise en évidence pour la premiere fois
chez le Mandrill (Mandrillus sphinx). Nos résultats révelent également une large diversité
génétique de Stahylococcus aureus composée de souches généralistes et spécialistes, la
circulation de souches SARM (S. aureus résistant a la méticilline) principalement via les
souches généralistes, entre groupes d’hotes traités et non traités aux antibiotiques et
décrivent quinze (15) nouvelles souches. Pour les paramyxovirus, aucune infection n’a été
identifiée mais la question du patron de circulation épidémique ou endémique est posée. En
conclusion, cette étude montre que dans ces structures (i) les conditions écologiques de
franchissement inter-especes des parasites sont réunies et (ii) que ces dernieres permettent
le développement d’infections encore jamais observées en milieu naturel. Ces conditions de
promiscuité entre especes favorisent la sélection d’especes parasitaires a large spectre d’hotes
(i.e., généralistes) mais aussi 'occurrence de souches bactériennes résistantes a la méticilline
qui se propagent via la communautarisation des parasites, notamment dans la microfaune
interagissant avec les PNHs traités aux antibiotiques ou a partir de 'Homme.

Mots clefs : PNHs, conservation, sanctuaires, franchissement de barriére d’especes, risques sanitaires,
risques zoonotiques, antibiotiques, Plasmodium, Paramyxovirus, Staphylococcus aureus.



Abstract

The survival of Non-human Primates (NHPs) is threatened by human activities and
infectious diseases. To participate in their conservation in Gabon, several facilities among
which sanctuaries and the Centre De Primatologie (CDP) of the Centre International de
Recherches Médicales de Franceville (CIRMF) have been created. However, if the
management of health risks is not taken into account and the supportive conditions are not
regulated, these facilities which aim to preserve NHPs could become real crossroads for the
transmission of parasites between NHP species, humans and/or microfauna. Therefore, to
better understand the nature and the extent of the problem, our thesis work aimed to
evaluate the health and zoonotic risks in groups of hosts from two (2) sanctuaries and one (1)
primatology center in the south-east of Gabon. By combining epidemiological studies on the
field both in humans and animals, sequencing and phylogenetic analyses as well as statistical
modelling, our work aimed to understand (i) the circulation of infectious agents between
species and (ii) the parasitic strategies in the new context of these communities created by
human activities. We focused on three (3) parasitic models, namely: one (1) prokaryote
(Staphylococcus aureus) and two (2) eukaryotes among which one pathogenic agent with
vectorial transmission (Plasmodium spp) and a viral group with direct or indirect
transmission (paramyxovirus). Our results highlight a great plasmodial diversity circulating
in NHPs (9 species) and show that the specificity of hosts observed up until now in their
natural habitat is broken. No simian plasmodium was found in humans, however the specter
of hosts of P. falciparum grows with the new addition of mandrills (Mandrillus sphinx). Our
results also reveal a large genetic diversity of Staphylococcus aureus composed of general
and specialized strains, the circulation of SARM strains (S. aureus resistant to methicillin)
mainly via the general strains, between groups of treated and non-treated hosts to
antibiotics. Fifteen (15) new strains are described. Regarding paramyxoviruses, no infection
was identified but we raise the question of epidemic or endemic circulation models. To
conclude, this study shows that in these facilities (i) the ecological conditions required for
inter-species crossing of parasites are gathered and (ii) these conditions allow the
development of infections previously never observed in the natural environment. These
conditions of promiscuity between species favor the selection of parasitic species with a large
specter of hosts (i.e., generalists) but also the occurrence of bacterial strains resistant to
methicillin which spread via the communitarisation of parasites, especially in microfauna
interacting with NHPs treated with antibiotics or humans.

Key words: NHPs, conservation, sanctuaries, hosts switching, health risks, zoonotic risks, antibiotics,
Plasmodium, Paramyxovirus, Staphylococcus aureus.
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ABREVIATIONS

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

AIC: Akaike Information Criterion

AR : Avulavirus et Rubulavirus

ARN: Acide RiboNucl¢ique

BelPV: Belinga Paramyxovirus

BSG: Basiginine

CDC: Centers for Disease Control and Prevention
CDP : Centre De Primatologie

CIRMEF : Centre International de Recherches Médicales de Franceville

DLST : Double Locus Sequences types

EBOV: Ebola Virus

ECOFAC: Ecosystéme des Foréts d'Afrique Centrale
HEV: Hendra Virus

HIV: Human Immunodeficiency Viruses

IgG: Immunoglobuline G

ICTYV: International Committee on Taxonomy of Viruses
IUCN: International Union for Conservation of Nature
LCMYV: Lymphocytic ChorioMeningitis Virus

MARYV: Marburg Virus (Virus de Marburg)

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MLG: Mode¢le Linéaire Généralisé

MLST: Multi Locus Sequences Types

PCR: Polymérase Chain Réaction

PGFV : Projet Gorille du Fernand Vaz

PLFA: Polymorphisme de Longueur des Fragments Amplifiés
PNE : Pneumovirus, et Metapneumovirus

PNHs : Primates Non Humains

PPG : Projet de Protection des Gorilles

PVL : Panton-Valentine Leukocidin

RDC : République Démocratique du Congo

RHS: Reticulocyte binding protein Homologue 5

RMH: Respiro-, Morbilli- and Henipaviruses

SARM: Staphylocoque Aureus Resustant a la Meticeline
SCC: Staphylococcal Cassette Chromosome

SIV: Simian Immunodeficiency Viruses

UICN : Union Internationale pour la Conservation de la Nature
WCS: Wildlife Conservation Society

WHO: World Health Organization

¥* : Chi-squared
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« Pour le cancer du sein par exemple, entre 'apparition de la premiére cellule cancéreuse et le
bremier nodule senti par la femme ou son médecin, il se produit 8 ans et 3 mois (...) Le cancey
atteint une masse de 1 milliards de cellules (soit un gramme ou 1 cm de diametre) vers la
8éme année de son évolution c'est alors qu'il devient décelable. Mais ce stade de détection est
bien trop €loigné du seuil d'irréversibilité (1 million de cellules).

Enquétes de santé, 2010 - André Gerne

Pour la pérennisation de mon espéce et d’autres PNHs, il est possible d'agir bien
avant : c'est le principe de la prévention active pourtant défendu par vous humaing

XV



XVi



INTRODUCTION GENERALE

Les maladies infectieuses émergentes, alimentées par les perturbations anthropiques,
constituent une grave menace pour la santé mondiale et pour la conservation de la biodiversité
(Cleaveland et al.,, 2002; Daszak et al., 2000; Gilardi et al., 2015). La relation
phylogénétique entre I’Homme et les primates non humains (PNHs) couplée avec l'expansion
exponentielle des populations et des activités humaines dans les habitats des PNHs, a donné
lieu a un potentiel exceptionnel d'échanges d'agents pathogenes (Gillespie et al., 2008) alors
que pres de 60% des maladies induites par ces agents sont des zoonoses et environ 70%
d’entre elles proviennent de la faune sauvage (Taylor et al., 2001a). Bien que de nombreux
agents pathogenes circulent de fagon asymptomatique dans les populations de Grands Singes,
une partie de ces agents ont une action délétere sur la santé des individus lorsque d’autres
conduisent a des taux de mortalité élevés au point de mettre en danger les especes (Gillespie
et al., 2008; Leendertz et al., 2006). En effet, si la perte d'habitat et le braconnage sont des
menaces reconnues pour la survie des Grands Singes (Gilardi et al., 2015; Goldberg et al.,
2008a), les maladies infectieuses se sont imposées comme la troisieme cause du défi qu’est la
conservation de la biodiversit¢ faunique. A titre d’exemple, le classement du Gorille des
plaines de I'Ouest (Gorilla gorilla gorilla) dans la liste rouge des espéces menacées de
I'UICN! (IUCN Red List of Threatened Species. Version 2015.4. www.iucnredlist.org) est la
conséquence de I’hécatombe des Grands Singes causées par la souche Zaire du virus Ebola ;
des milliers de chimpanzés communs (Pan troglodytes troglodytes) et de gorilles de plaine en
Afrique centrale ont en effet été¢ décimés (Bermejo et al., 2006; Genton et al., 2012; Leroy
et al., 2004; Walsh et al., 2003).

Alors que la rapprochement entre ’Homme et les PNHs n’a jamais été aussi bien promu a
travers le tourisme, les activités scientifiques ou les programmes de conservation qui
favorisent la promiscuité et les contacts répétés entres ces especes, le risque de transmission
de nouveaux agents pathogénes humains et de nouvelles maladies aux Grands Singes
sauvages immunologiquement naifs devient trés préoccupant (Calvignac-Spencer et al.,
2012) du fait de leur proximité phylogénétique (Calvignac-Spencer et al., 2012). En effet,
méme si le tourisme et la recherche ont indéniablement contribué¢ a la conservation des
Grands Singes via leur valeur scientifique et €économique et que les programmes de

conservation a travers les sanctuaires ceuvrent pour la protection de la biodiversité faunique,

1 . . .
UICN=Union International pour la conservation de la nature



ces activités peuvent avoir des conséquences inattendues sur la santé et la survie des Grands
Singes en facilitant notamment les échanges d’agents infectieux (Macfie and Williamson,
2010).

De climat chaud et humide, le Gabon est un pays d’Afrique centrale doté d’une faune et flore
importante qui ont justifié la création d'un réseau de 13 Parcs Nationaux en 2002
(http://www.parcsgabon.org). Ainsi, en concédant preés de 11% de son territoire, le Gabon
souhaite, via la conservation, le développement de 1I’écotourisme basé sur une gestion durable
de ses écosystemes. Cependant, méme si le taux de déforestation est relativement faible
(Hansen et al., 2008; Tchatchou et al., 2015), la pression du braconnage reste importante
(Bachand, 2013; Dilger et al., 2013) au point de justifier la mise en place de quelques aires
de protection et de conservation appelées ‘‘sanctuaires®’ tels que le Parc de la Lékédi, le
Projet de Protection des Gorilles ou le Centre De Primatologie (CDP) du CIRMF (Centre
International de Recherche sur les Maladies, Franceville) au Sud-Est du Gabon. Cependant,
ces sanctuaires, qui constituent une solution pour les orphelins de PNHs, peuvent étre a
I’origine d’un rapprochement spatial d’especes ne cohabitant pas en milieu naturel (exemple
des gorilles et chimpanzés, les seconds pouvant étre prédateurs des premiers). De méme, en
réunissant autant d’individus sur un espace limité, les sanctuaires créent de grands groupes a
forte densité chez plusieurs espéces et permettent des contacts étroits et une promiscuité non
seulement entre différentes especes de PNHs, mais aussi entre ’Homme et ’animal. Or il est
connu que les fortes densités de population, le degré de promiscuité et la fréquence des
contacts entre individus (par exemple entre soigneurs et PNHs dans les protocoles
d’habituation a but touristique) sont autant de facteurs qui favorisent la circulation et la
transmission de pathogenes (Altizer et al., 2003; Smith et al., 2009). Ainsi, ce qui
apparaissait comme étant une solution pour la préservation et la protection des orphelins et
par ricochet des espéces, pourrait s’avérer €tre un probléme de santé publique. En effet, des
cas d’échanges de parasites mortels entre Homme et PNHs ont déja été rapportés avec des
conséquences cliniques non négligeables. A titre d’exemple, nous pouvons citer les cas de
déces d’un gorille suite a une co-infection avec une souche de Staphylococcus aureus
humaine (Nagel et al., 2013), I’infection et I’affection mortelle de chimpanzés habitués (pour

les visites touristiques) par des paramyxovirus humain en Coéte d’Ivoire (KOndgen et al.,

Sanctuaires : ils deésignent ici les programmes qui prennent en charge les orphelins de primates non
humains issus du braconnage. Dans ces programmes, ces orphelins sont nourris, soignés et
resocialisés en vue de leur réintroduction.



2008) ou encore en Uganda ou il a été rapporté un échange de bactéries gastro-intestinales
entre ’Homme et les chimpanzés (Goldberg et al., 2007). Il apparait donc important et
crucial que les questions liées a la circulation des pathogenes au sein des différentes especes
hoétes, a 1’adaptation des agents infectieux et aux risques infectieux soient prises en compte
dans les programmes de conservation et dans la mise en place des sanctuaires de différentes

especes animales.

Le Centre De Primatologie (CDP) du CIRMF, le Parc de la Lékédi et le Projet de Protection
des Gorilles représentent des environnements exceptionnels de par leur diversité
communautaire (Hommes, Primates Non Humains, chauves-souris, micromammiferes) et leur
mode de fonctionnement qui favorise la promiscuité et les contacts directs (PNHs &
soigneurs) ou indirects entre especes (soigneurs ou PNHs & chauves-souris et/ou
micromammiféres ; chauves-souris & micromammiferes). A travers un systéme « modele »
d’interaction  hote-parasite  incluant trois groupes d’especes hotes  (Primates,
micromammifeéres et chauves-souris) et trois types d’agents infectieux (un protozoaire :
Plasmodium spp ; une bactérie : Staphylococcus aureus (staphylocoque doré) et une famille
de virus: les paramyxovirus), nous proposons d’apporter notre contribution pour

comprendre :

- (i) la circulation d’agents infectieux au sein des communautés d’espéces dans les
conditions de sanctuaires et autres systémes de conservation de la faune représentés

par nos 3 sites d’études,

- (ii) les stratégies parasitaires dans ces nouveaux contextes de communautés créés par

les activités humaines.

Les enseignements tirés de ce modele d’étude pourront étre transposés a des systémes plus
complexes (parcs, programmes de conservation nationaux) pour une meilleure prise en
compte et gestion du risque sanitaire dans le « management» et la médecine de la

conservation.

Avant d’aborder ces questions dans la seconde partie de notre travail, nous proposons dans un
premier temps de présenter a travers une synthése bibliographique nommée « Généralités »,
nos modeles d’études, a savoir : les modeles hdtes (Primates, micromammiféres et chauves-
souris) et les modeles parasites (Plasmodium spp, Staphylocoque aureus et les

paramyxovirus).



Premiére partie :
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I. LES PRIMATES

1.1 CLASSIFICATION ET DISTRIBUTION
L’ordre de primates constitue un groupe des mammifeéres majoritairement arboricole

principalement rencontré dans les foréts subtropicales (Bouhallier and Berge, 2006; Estrada
et al., 2017). IIs se caractérisent par des yeux situés en avant de la face, des membres a cing
doigts avec des ongles aplatis selon les especes , une main a pouce opposable permettant la
préhension (Hartwig, 2002; Maiolino et al., 2011; Pouydebat et al., 2006), une gestation
relativement longue et un cerveau généralement bien développé traduisant un développement
énorme de la capacité cranienne par rapport au poids corporel (Dawson et al., 2000; Honacki
et al.,, 1982; Wilson and Reeder, 2005). Initialement basée sur 1’analyse des caractéres
morphologiques, anatomiques, physiologiques et comportementales (Carroll, 2003;
Kaessmann et al., 2001; Sussman, 1991), la classification des primates a été plusieurs fois
révisée a la lumiere des outils moléculaires. Ainsi, grace aux analyses phylogénétiques qui
permettent de retracer les liens de parentés entre organismes, 1’ordre de primates est
aujourd’hui subdivisé en deux sous-ordres : les Strepsirhini (Prosimiens) et les Haplorhini

(Perelman et al., 2011) (Figure 1).

Primates Tree
15irt Haplorhini
(Prosimians |
or lower
primates) T
Anthropoids Tarsidae
(Apes & monkeys) {Tarsiers)
Platyrrhini - Catarrhini
(Mew World) (Qld world)
South & Central America Africa & Asia
Callitrichidae | | 7
(Tamarins & Marrosets) (Markevs) Cercopithecaidea Hominoidea
(old world ronkeys) (Apes)
| Colobinae | cercopithecinas | | | |

Langurs Talapoin Monkeys Hqubatidae Pongidae Horminidas

Leaf Monkeys FUETETS (Gibbons) {Great Apes) {Hurnans)

Douc Mankeys Patas Monkeys

Snub-nosed Langurs Mangabeys ‘

Proboscis Monkeys Macaques

Pig-tailed Langurs Baboons ‘

Colobus Monkeys Mandrills Orang-u-tans | Gorillas | Chimpanzees |I
Allen’s Swamp
Monkey
Rhesus Monkeys

Figure 1: classification de I’ordre des primates (http://www.easytorecall.com)



Ces deux sous-ordre (Strepsirhini et Haplorhini) comprennent preés d’une cinquantaine de
genres repartie en plusieurs familles, comptant au total prés de 200 espéces dont ’'Homme
(Lorenz et al., 2005; Wilson and Reeder, 2005). Excepté I’ Homme, les autres especes de
primates dit Primates Non Humain (PNHs) ne sont reparties que dans les régions
intertropicales d’Afrique, d’Amérique et d’Asie comme illustré figure 2. Cependant,
beaucoup d’especes sont en déclin et d’autres menacées d’extinction (Estrada et al., 2017;

IUCN, 2014) (Figure 2).
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Figure 2: Richesse globale (Nombre d’especes dans chaque région, en rouge), répartition et
pourcentage d'espeéces de PNH menacées et en disparation dans le monde (en vert) (Estrada
et al., 2017)

1.2 BIO-ECOLOGIE ET RISQUE INFECTIEUX

1.2.1 Socialité, densité, territorialité

La vie en groupe social présente des avantages comme la protection vis-a-vis des prédateurs
(Mooring and Hart, 1992). Elle représente aussi un colt notamment en termes de risque
infectieux. En effet, la taille des groupes sociaux, la densité de population, le degré de
promiscuité entre individus et la fréquence des contacts au sein et entre groupes sont autant de
facteurs qui affectent la transmission et la persistance® des pathogénes dans une population

donnée (Nunn and Altizer, 2003). Une méta-analyse portant sur diverses données de PNHs a

3 Persistance : C’est le fait pour un pathogeéne de demeurer de fagon continue dans une population



montré que le facteur « taille de groupe » avait un effet positif significatif sur la prévalence
du paludisme (Nunn and Heymann, 2005). Une corrélation positive entre persistance
parasitaire et densité de la population a été également mise en évidence (Nunn and Altizer,
2003). Chez les primates, les especes sociales seraient exposées a une pression parasitaire
d’autant plus importante que la taille du groupe social, la densité et le nombre de contacts sont
¢levés (Coté and Poulinb, 1995; Majolo et al., 2008; Nunn and Altizer, 2003).

La relation entre parasites et taille de la population doit étre nuancée par le mode de
transmission des parasites. Selon (C6té and Poulinb, 1995), la persistance d’un agent
pathogéne peut également étre modulé par son mode de transmission. On distingue les agents
pathogenes a transmission densité-dépendante, dont la circulation est effectivement corrélée a
la densité de la population hote, et les agents a transmission fréquence-dépendante (exemple
des maladies sexuellement transmissibles) dont la prévalence n’est pas dépendante de la
densité d’hotes mais du taux de contact entre hotes (Eadie and Fryxell, 1992; Smith et al.,
2009). Bien que la circulation des agents pathogénes « densité-dépendant » soit favorisée par
une grande taille de population hote, cette relation n’est pas toujours linéaire et peut étre
modulée par d’autres effets comme la saison (Smith et al., 2009). La circulation des agents
pathogénes « fréquence-dépendant » va étre favorisée par la fréquence de contact a risque
(Loehle, 1995; Thomas et al., 2012).

Par ailleurs, une autre méta-analyse a montré une corrélation positive entre la territorialité et
diversité parasitaire chez différentes especes de primates (Nunn and Dokey, 2006). Des
résultats similaires sont obtenus par Ezenwa (2004) établissent une corrélation positive entre
surexploitation du domaine vital et diversité parasitaire. En effet, 1’occupation et
I’exploitation permanente d’un site peuvent altérer les qualités sanitaires du site ou des

ressources (eau, aliments) et favoriser la persistance des parasites (Nunn and Dokey, 2006).

1.2.2 Structure sociale
Certaines classes d’individus, du fait de leur statut social, sont plus fréquemment au contact

d’un parasite que d’autres. Roussel et al. (2015) ont mis en évidence deux voies de
transmission (morsure vs sexuelle) pour le virus d’immunodéficience simienne (SIV), mais la
transmission par contact agressif (morsures) est largement prédominante dans la population
de Mandrill (Mandrillus sphynx) étudiée : elle intervient principalement entre males, bien plus
agressifs que les femelles, et trés secondairement entre males et femelles. En effet, pour
accéder aux femelles, les méles s’engagent dans des interactions agressives qui favorisent la
transmission du SIV par morsure. Par ailleurs, chez de nombreuses especes de PNHs, les
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males dominants impliqués dans la défense du territoire ou la sexualité sont plus exposés aux
infections parasitaires que les autres membres du groupe (Habig and Archie, 2015;
Hausfater and Watson, 1976; Poulin, 1996). Une corrélation positive entre le taux de
stéroides (testostérones et cortisols) et la diversité parasitaire a été mise en €vidence chez les
chimpanzés males (Muehlenbein et al., 2005; Muehlenbein and Watts, 2010). Les
corticoides, synthétisés suite a un stress social (compétition, agression), favorisent la
sensibilit¢ aux agents pathogenes par leurs effets immunodépresseurs (Muehlenbein and
Watts, 2010). L’hypothése proposée par Zahavi (1975) est que les males investiraient plus
dans leur succes reproducteur via le développement des caractéres sexuels secondaires qui
seraient trés colteux en termes d’énergie, alors que les femelles investiraient dans les
fonctions immunes . Ce choix d’allocation de ressources vers la reproduction chez les males
via le développement des caractéres sexuels secondaires (théorie d’Hamilton et Zuk)
(Hamilton and Zuk, 1982) se fait aux dépens du développement de I’'immunité : c’est le
principe du handicap d’immunocompétence (Folstad and Karter, 1992; Sheldon and

Verhulst, 1996).

1.2.3 Systeme d’appariement
Chez les PNHs, les systémes d’accouplement vont de la monogamie stricte chez les gibbons

(Hylobatidae) aux relations multimales/multifemelles chez les chimpanzés (Pan troglodytes),
les bonobos (Pan paniscus) ou les mandrills (Rowe, 1996). L’accouplement permet la
circulation d’agents pathogénes a transmission sexuelle ou par contact (Kokko et al., 2002;
Sherman et al., 1988). A I’aide d’un mod¢le mathématique, Kokko et al. (2002) montrent
que la polygamie est un facteur de risque dans la transmission des maladies sexuellement
transmissibles (Kokko et al., 2002). Thrall et al. (2000) aboutissent a la méme conclusion :
chez les especes polygames, les sujets a fort succes reproducteur sont soumis a un risque

infectieux plus important.

1.3 LES PRIMATES NON-HUMAINS DU GABON

I1.3.1 Diversité

Les deux (2) sous-ordres de primates sont représentés au Gabon par une diversité d’especes
retrouvées dans d’autres régions (e.g., Gorilles, chimpanzés) et une espéce endémique, a
savoir : le Cercopitheque a queue de soleil (Cercopithecus solatus) (Figure 3.d) découverte

en 1983 (Harrison, 1988).



1.3.1.1 Le sous ordre des Strepsirrhini (Prosimiens)
Ce sous-ordre est représenté au Gabon par la famille des Galagidae avec le genre Galago qui

comprend cinq (5) especes (Galogoides allensis, Galagoides demidoffi, Galagoides thomiasi,
Galagoides elegantus, Galagoides dwarty (Charles-Dominique, 1977; Jean Wickings et al.,
1998) et la famille de Lorisidae avec le genre Perodicticus représenté par Perodicticus potto
communément appelé Potto de Bosman (Pimley et al., 2005) qui n’a été décrit qu’au Nord-

Est du pays (Charles-Dominique, 1974; Oates, 1984).

1.3.1.2 Le sous ordre des Haplorhini
Il est représenté au Gabon par deux familles :

< La famille des Cercopithecidae : ou "singes a queue" (cercos: queue; pithecos: singe)
représentée par les sous-familles des Cercopithecinae qui comprend les genres
Cercopithecus (Gautier-Hion, 1975; Wilks, 1990), le genre Miopithecus avec
I’espece Miopithecus ogoouensis (Gautier-Hion et al., 1999), le genre Cercocebus
(Gautier-Hion et al., 1999) et le genre Mandrillus représenté par I’espéce Mandrillus
sphinx (figure 3.c) (Gautier-Hion, 1975; Setchell and Jean Wickings, 2005) et la
sous famille des Colobinae avec le genre Colobus avec les especes (Gautier-Hion et

al., 1999). Le tableau 1 donne plus de détails sur les espéces correspondantes.

< La famille des Hominidae avec le genre Homo représenté par I’espece Homo sapiens,
le genre Gorilla avec la sous-espece Gorilla g. gorilla (Gautier-Hion et al., 1999)
appelé communément gorille de plaine (figure 3.a), et le genre Pan représenté par la

sous-espece Pan t. troglodytes (Tutin and Fernandez, 1984)(Figure 3.b).

Tableau 1: Diversité des PNHs du Gabon

Sous-ordre Familles Espéces références
r 1
Galogoides allensis, (Charles-Dominique, 1977,
Galagidae Galagoides demidoffi, Jean Wickings et al., 1998)
Strepsirrhini Galagoides thomiasi,
(Prosimiens) Galagoides elegantus,
Galagoides dwarty
Lorisidae Perodicticus potto (Pimley et al., 2005)
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Cercopithecidae Cercopithecus cephus

Cercopithecus monanigripes

Haplorhini

Cercopithecus nictitans
Cercopithecus pogonias
Cercopithecus solatus,

Cercopithecus neglectus

Miopithecus ogoouensis
Cercocebus torquatus
Cercocebus agilis
Colobus guereza
Colobus santanus

Mandrillus sphinx

Hominidae Gorilla g. gorilla
Pan t. troglodytes

Homo sapiens

(Gautier-Hion, 1975; Wilks,
1990)

(Harrison, 1988)

(Gautier-Hion et al., 1999)

(Setchell and Jean Wickings,
2005)

(Gautier-Hion et al.,, 1999;
Tutin and Fernandez, 1984)

Figure 3 : Illustration de la diversité d’espéces de PNHs du Gabon, (Photo Parc Lékédi)
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(a= Gorilla g.gorilla ; b= Pan t. troglodytes ; c= Mandrillus Sphinx ; d= Cercopithecus solatus

1.3.2 Conservation des PNHs au Gabon
Le Gabon, qui se situe dans le versant de la forét équatoriale, partage avec le Congo la plus

grande réserve de primates, soit environ 80 000 individus (Oates, 1996). Cependant, ce riche
patrimoine est fortement menacé par les activités humaines (Estrada et al., 2017; Haurez et
al., 2013) et les maladies infectieuses, dont les deux épidémies du virus Ebola apparues entre
2001 et 2005 qui ont décimé la population des Grands Singes (Bermejo et al., 2006; Leroy et
al., 2004; Walsh et al., 2003). A ces facteurs s’ajoute une autre pression permanente et
culturelle qui est le braconnage. En 2002, le gouvernement Gabonais a entrepris, avec la
participation de Wildlife Conservation Society (WCS), de créer 13 parcs nationaux (Figure 4)

représentant 3 millions d’hectares, soit 11,25% du territoire (http://www.parcsgabon.org).
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Figure 4: Les Parcs nationaux du Gabon (http://www.parcsgabon.org)

Outre ces structures étatiques dédiées a la conservation de la faune et la flore en général,
d’autres projets et structures privées sont exclusivement consacrés a la conservation des
PNHs :
% Les sanctuaires de PNHs (on en dénombre a ce jour trois (3), a savoir : le Projet de
Protection des Gorilles (PPG) de la fondation Aspinall (www.aspinallfoundation.org),

le sanctuaire du Parc de Lé&kédi du groupe Eramet (http://www.eramet-
12



comilog.com/Infrastructures-et-loisirs.html), le Projet gorille du Fernand vaz (PGFV)
(www.gorillasgabon.org).

% Le Centre De Primatologie du CIRMF (www.cirmf.org).

1.4 LES PRIMATES NON-HUMAINS ET LES PARASITES

1.4.1 PNHs comme réservoirs parasitaires

Les PNHs hébergent une diversité de parasites incluant les helminthes, les protozoaires, les
champignons, les parasites gastro-intestinaux et sanguins. A partir de quatre especes de PNH
dont le Chimpanzg, le Gorille, I’Orang-outan et le Gibbon, Keita et al. (Keita et al., 2014)

illustrent le rdle de réservoir de parasite joué par les PNHs (Figure 5).
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1.4.2 PNHs, sources de zoonoses
La proximité génétique entre I’Homme et les PNHs, plus particulierement les Grands Singes,

pourrait expliquer le nombre croissant d’agents pathogeénes échangés entre ces groupes
d’especes (Brown, 1997; Raoult, 2012). Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et
le Plasmodium, tous deux responsables des deux grands fléaux en Afrique (sida et
paludisme), sont de trés bons exemples d’échanges de pathogénes des PNHs vers I’Homme.
En effet, il est établi a ce jour que le VIH est d'origine zoonotique simienne (Hahn et al.,
2000; Peeters et al., 1989). La proximité phylogénétique entre le SIV chimpanzé et le VIH-1*
soutient 1’hypothése selon laquelle le VIH-1 serait issu d'une transmission interspécifique a
partir du chimpanzé¢ (Keele et al., 2006; Peeters et al., 1989). Les conditions de cette
transmission restent a préciser. Concernant le paludisme, plusieurs auteurs ont formulé
différentes hypothéses sur 1’origine du P. falciparum (parasite humain) : oiseaux (Waters et
al., 1991), chimpanz¢é (Duval et al., 2010; Rich et al., 2009) ou bonobo (Krief et al., 2010).
Il est admis a ce jour que les deux parasites les plus virulents de ’Homme appartenant au
genre Plasmodium (P. falciparum et P. vivax) seraient apparus chez ’homme via un transfert
horizontal des Grands Singes africains vers I’Homme (Liu et al., 2010; Liu et al., 2014;
Prugnolle et al., 2010; Prugnolle et al., 2011a; Prugnolle et al., 2013). Ce passage
interspécifique aurait été favorisé par les activités de certaines especes de moustiques
vecteurs ; ainsi deux (2) espéces d’anophéles anthropo-zoonophiles® (4n moucheti et An

vinckei) pourraient étre a I’origine de ce transfert (Paupy et al., 2013; Prugnolle et al., 2013)

Concernant les deux (2) épidémies de fievre hémorragique au Gabon et au Congo entre 2000
et 2005 liées au virus Ebola, I’hypothese du réservoir potentiel admise est la chauve-souris
(Leroy et al., 2009; Leroy et al., 2005). Cependant, a partir des enquétes épidémiologiques,
il a ét¢ montré que les premicres victimes étaient les chasseurs qui avaient manipulé les
carcasses de gorilles et chimpanzés morts (Leroy et al., 2009). Un autre exemple d’infection
humaine a partir d’agents infectieux d’origine simienne est celui des Foamy virus. En
séquencant le geéne de l'intégrase des Foamy virus retrouvé chez les gorilles, les
cercopitheques et les chasseurs mordus par des primates au Gabon, Mouinga-Ondeme et al.
(2012) ont montré que ces agressions ¢taient suivies de contamination humaine. Une

observation similaire a été faite par Gessain et al. (2013) pour le Foamy virus et aussi pour

* VIH-1 : Il existe deux principaux types de virus : le VIH 1 et le VIH2. Le VIH1 est le plus répandu
dans le monde

s Anopheles anthropo-zoonophile : anophéle piquant aussi bien les humains que les animaux
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les virus HTLV-3 et HTLV-4, en accord avec LeBreton et al. (2014) qui attribuent 1’origine
du HTLV humain au gorille.

II. LES CHIROPTERES

I1.1. DEFINITION ET CLASSIFICATION
L'ordre des chiropteres (Chiroptera), communément appelés chauves-souris, est un groupe

constitué de mammiféres doués de vol (seul ordre des mammiferes doués du vol actif)
comptant prés de 1200 especes (soit le quart des mammiféres vivants) et formant le plus
important ordre des mammiferes aprés celui des rongeurs (Wilson and Reeder, 2005). La
classification des chiroptéres a co-evolué avec le développement des outils utilisés. La
classification initiale structurait 1’ordre des chiroptéres en deux sous-ordres a savoir les
Mégachiropteres et les Microchiropteres. Cette classification basée sur les critéres
morphologiques impliquait une origine commune de l'écholocation et du vol chez les
chauves-souris (Simmons and Geisler, 1998). Le développement des outils de phylogénie
moléculaire a permis dans un second temps d’établir une relation phylogénétique entre les
microchiroptéres rhinolophoides et les mégachiropteres (Yinpterochiroptera) (Maganga,
2012; Teeling et al., 2002; Teeling et al., 2000). La classification actuelle établit désormais
que ’ordre des chiroptéres comprend deux sous-ordres et quatre superfamilles (Maganga,
2012; Teeling et al., 2002; Teeling et al., 2005):

% Le sous-ordre Yinpterochiroptera : comptant prés de 57 genres, il comprend Ila
superfamille des Rhinolophoidea et six familles (Pteropodidae ou mégachiroptéres,
Rhinolophidae, Hipposideridae, Megadermatidae, Craseonycteridae et
Rhinopomatidae.

% Le sous-ordre des Yangochiroptera : comptant prés de 145 genres, il comprend les
superfamilles des Emballonuroidea, Noctillionoidea et Vespertillionoidea et les
familles des Emballonuridae, Nycteridae,  Phyllostomidae, =~ Mormoopidae,
Noctillionidae,  Furipteridae, = Thyropteridae, = Mystacinidae, = Myzopodidae,

Vespertillionidae, Molossidae et Natalidae.

La figure 6 donne plus des détails sur la phylogénie des chiropteres.
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Figure 6: Phylogénie des chauves-souris (Teeling et al., 2005)

I1.2 BIO-ECOLOGIE DES CHIROPTERES
Les chauves-souris occupent différents types d’habitats pouvant étre des feuillages, crevasses

ou grottes (Kunz et al., 2003; Monadjem et al., 2010). Leurs régimes alimentaires sont
¢galement variés. On distingue les frugivores (notamment des mégachiropteres dont Epomops
franqueti, Hypsignathus monstrosus, ou Podocarpus (Fleming et al., 2003; Marshall and
William, 1982), les nectarivores (Megaloglossus woermanni ) (Fleming, 1992), les
frugivores opportunistes (Epomophorus gambianus) (Boulay and Robbins, 1989), les
insectivores (Vespertilionidae, Emballonuridae et Molossidae (Arlettaz et al., 1995; Rydell,
2006) et les carnivores (Megadermatidae et Nycteridae) (Fleming et al., 2003). La quéte des
ressources alimentaires ou de conditions climatiques favorables conduisent souvent certaines
espéces a migrer. Ainsi, certaines espéces surtout celles des régions tempérées migrent
régulicrement (Chesser and Levey, 1998; Fleming et al., 2003; Marshall, 1983). Les
systemes d’accouplement sont aussi trés variés, allant de la monogamie a la polygynie qui est
le patron d’accouplement le plus commun chez la plupart des especes de chauves-souris
(McCracken and Wilkinson, 2000; Wilkinson, 1985). L’organisation sociale quant a elle va

d’individus solitaires aux petits groupes d’environs 50 individus comme Epomops franqueti
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(Crampton and Barclay, 1998) ; Cependant la plupart des genres sont grégaires, a I’exemple
de genres Eidolon ou des especes nichant dans les grottes, telles que Hipposideros caffer ou
Rousettus aegyptiacus forment de trés grandes colonies de plusieurs milliers d’individus
(Marshall, 1983). Les analyses de données écologiques de divers especes révelent que les
chauves-souris sont un groupe de mammiferes longevifs ; la durée de vie est positivement
corrélée avec I'hibernation, la masse corporelle et l'utilisation occasionnelle des grottes, mais
diminue avec le taux de reproduction et n'est pas influencée par le régime, La taille de la

colonie ou la source de I'enregistrement (Wilkinson and South, 2002).

IL.3: LES CHAUVES-SOURIS DU GABON
Peu d’études ont été menées sur la diversité des chauves-souris au Gabon. Les informations

disponibles sont essentiellement issues des études des espéces réalisées dans le Nord-Est du
pays (Brosset, 1966) ct dans le complexe de Gamba sur la cote Ouest (Rodriguez et al.,
2006) ou a partir d’études portant sur la diversité virale chez les chauves-souris (Maganga,
2012; Maganga et al., 2011). Les especes décrites au Gabon a ce jour sont présentées dans le

tableau 2.

I1.3.1 Le sous-ordre Yinpterochiroptera
Le sous-ordre Yinpterochiroptera est représenté par plusieurs familles :

< Pteropodidae ou mégachiroptéres, comprenant des chauves-souris essentiellement
frugivores. Les especes de cette famille sont remarquables par la taille du corps plus
grand que les microchiropteres, deux griffes sur I’aile, le premier et le second doigt,
une téte d’aspect canin, de grands yeux bruns et I’absence de feuilles nasales
(Maganga, 2012). Cette famille est représentée au Gabon par diverses especes dont
Epomops  franqueti (Figure 7.a), Hypsignathus monstrosus (Figure 7.c),
Megaloglossus woermanni, Myonycteris torquata (Figure 7.d), Scotonycteris zenkeri,
Rousettus aegyptiacus (Rodriguez et al., 2006), Micropteropus pusillus, Eidolon
helvum (Figure 7.b) (Drexler et al., 2012; Maganga et al., 2011).

< Hipposideridae, représentée par Hipposideros gigas et Hipposideros caffer/ruber
(Drexler et al., 2012; Rodriguez et al., 2006)

< Rhinolophidae, représentée par le genre Rhinoluphus avec les espéces Rhinolophus

alcyone (Maganga, 2012; Maganga et al., 2014a).
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I1.3.2 Le sous-ordre Yangochiroptera
Encore appelés microchiroptéres, ce sont des chauves-souris insectivores se distinguant des

mégachiroptéres par un corps plus petit et un systéme d’écholocation a ultrasons qui leur
permet de se déplacer. Les familles et espeéces décrites au Gabon sont :
< Vespertilionidae, representée par Glauconycteris beatrix, Glauconycteris poensis,
Neoromicia brunneus, Kerivoula phalaena, (Rodriguez et al., 2006) Miniopterus
inflatus (Drexler et al., 2012; Maganga et al., 2014a)
< Nycteridae, representée par les especes Nycteris arge et Nycteris grandis (Rodriguez
et al., 2006)
< Emballonuridae, comprenant 7 especes en Afrique mais une seule espeéce, Coleura
afra a été rapportée au Gabon a ce jour par (Drexler et al.,, 2012; Maganga et al.,

2014a).

Figure 7: Illustration de quelques especes de chauves-souris du Gabon, (a= Epomops
franqueti; b= Eidolon helvum; c= Hypsignathus monstrosus, d= Myonycteris torquata)

Le tableau 2 donne plus de détails sur les especes de chauves-souris décrites au Gabon.
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Tableau 2: Bilan des especes de chauves-souris décrites au Gabon

Sous-ordre Familles Espeéces références
Pteropodidae Epomops franqueti (Rodriguez et al., 2006)
Hypsignathus monstrosus (Maganga, 2012)
Megaloglos;us WOCTMANNL (1 o ot al. 2005)
Myonycteris torquata,
. . Scotonycteris zenkeri (Towner et al., 2007)
Yinpterochiroptera .
Rousettus aegyptiacus (Brosset, 1966)
Casinycteris argynnis
Eidolon helvum
Micropteropus pusillus
Myonycteris torquata
Scotonycteris zenkeri
Hipposideridae  Hipposideros gigas (Brosset, 1966;
Hipposideros caffer Maganga, 2012;
Hypp OSl‘edeFOS beatus Rodriguez et al., 2006)
Hypposiederos Cyclops
Rhinolophidae  Rhinolophus alcyone (Maganga, 2012)
Rhinolophus landeri
Vespertilionidae Glauconycteris beatrix (Rodriguez et al., 20006)
. Glauconycteris poensis (Maganga, 2012)
Yangochiroptera Neoromicia brunneus
: (Brosset, 1966)
Kerivoula phalaena
Miniopterus inflatus
Mimetillus moloneyi
Pipistrellus nanus
Mpyotis bocagei
Glauconycteris variegata
Kerivou lalanosa harrisoni
Nycteridae Nycteris arge, (Brosset, 1966; Brosset,
Nycteris grandis 1988; Rodriguez et al.,
Nycterl.s hispida 2006)
Nycteris nana
Emballonuridae Coleura afra (Brosset, 1966;
Taphozous mauritianus Maganga, 2012)
Saccolaimus peli
Molossidae Mops condylurus (Pourrut et al., 2009a)
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1.4 CHAUVES-SOURIS, RESERVOIR D’AGENTS PATHOGENES ET SOURCE DE
ZOONOSES
L’ordre des chéroptéres est I’'un des groupes de mammiféres souvent incriminés pour (i)

abriter une grande diversité de pathogeénes et (ii) constituer une source d’infections pour

I’Homme (zoonoses).

I1.4.1 Chauve-souris et biodiversité parasitaire

La diversit¢ des parasites hébergés par les chauves-souris couvre un large éventail
comprenant les virus, bactéries, champignons et parasites sanguin. Pour le cas de virus, les
chauves-souris sont connu comme un important réservoir (Calisher et al., 2006; Luis et al.,
2013; Smith and Wang, 2013). Des cas d’infections virales de chauves-souris sont
couramment rapportés tant pour des virus a ADN qu’a ARN. Concernant les virus 8 ADN on
peut citer les parvovirus identifés chez les especes Eidolon helvum en Afrique de I’ouest,
Artibeus jamaicensis et Artibeus lituratus en Amérique centrale (Canuti et al., 2011) ou
I’herpes virus chez Mpyotis lucifugus aux Philippines, en Afrique et chez Rousettus
aegyptiacus en Hongrie (Janoska et al., 2011; Molnar et al., 2008; Watanabe et al., 2009;
Wibbelt et al., 2007). Pour les virus a ARN, les virus Parainfluenza isolés chez Rousettus
leschenaulti en 1971 en Inde (Pavri et al., 1971), le virus de la rage isol¢ en 1987 chez un
chiroptere au Canada (Rosatte, 1987) ou recenment les virus Ebola decrit chez les chauves-
souris frugivores (Hypsignathus monstrosus, Epomops franqueti, et Myonycteris torquata)
(Leroy et al., 2005) et le virus Marburg décrit chez Rousettus aegyptiacus, Rhinolophus
eloquens et Miniopterus inflatus (Kuzmin et al., 2010; Towner et al., 2007) sont des
exemples d’une longue liste. Les chauves-souris hébergent également de nombreuses
bactéries dont le staphylocoque doré décrit chez Eidolon helvum au Nigeria (Akobi et al.,
2012), Mycobacterium, Brucella, Leptospira, Coxiella burnetti et Borrelia décrits
respectivement chez Tadarida brasiliensis, Desmodus, Pteropus, Eptesicus serotinus, Eidolon
helvum et Pipistrellus pipistrellus (Hill and Smith, 1984; Hoar et al., 1998). Concernant la
diversité¢ bactérienne, 30 especes de bactéries anaérobiques ont été identifiées a partir des
intestins et estomacs de chauves-souris vampires Desmodus rotundus au Costa Rica
(Chaverri, 2006) ; 26 especes de bactéries ont ¢été identifiées chez 502 chauves-souris
frugivores, 29 hématophages et 11 nectarivores au Mexique (Galicia et al., 2014).

Outre les virus et bactéries, les chauves-souris sont ¢galement porteuses de champignons et
des parasites sanguins. Histoplasma capsulatum, qui est un champignon intracellulaire a eté
isolé a partir d’organes et du contenu intestinal de chauves-souris Geomyces destructans
(Blehert et al., 2009; Buchen, 2010). Plasmodium cyclopsi et P. voltaicum décrits chez
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Hipposideros cyclops et Myonycteris angolensis en Guinée (Schaer et al., 2013) et au Congo
(Adam and Landau, 1970) sont connus comme parasites de chauves-souris. Epomops
buettikoferi, Hypsignathus monstrosus, Micropteropus pusillus ou Myonycteris leptodon ont
été trouvés infectés par des Homosporidae du genre Hepatosistis (Schaer et al., 2013). En
Malaisie et en suisse, les filaires du genre Litomosa ont été identifiées respectivement chez
Pteropus vampyrus (Ramachandran et al., 1966) et chez Tadarida taeniotis (Tibayrenc et
al., 1979).

Excepté des rares cas connus a I’exemple du syndrome de « white nose » causé par un
champignon du genre Geomyces spp. ayant entrainé une importante mortalit¢ de chauve-
souris en hiver 2006-2007 aux Etats Unis (Blehert et al., 2009; Gargas et al., 2009), les
chiroptéres sont connu pour leur capacité a juguler les infections ou héberger de facon
asymptomatique une large diversité parasitaire. Pour expliquer la compétence de ce systeme
immunitaire énigmatique, divers hypothéses ont ét¢ émises dont (i) celle liée a sa longévité
(comparativement a d'autres mammiferes de petite taille, tels que le rat ) qui ferait que les
chauves-souris acquirent au fil des infections répétées, une immunité progressivement robuste
(Luis et al., 2013; Turmelle et al., 2010). Une autre hypothése est (ii) celle lice a
I’adaptation au vol dont I’évolution du génome aurait induit par inadvertance des effets sur la
fonction immunitaire et I’espérance de vie (Brunet-Rossinni and Austad, 2004; Luis et al.,
2013). En comparant les génomes des especes Myotis davidii et Pteropus alecto aux autres
mammiferes, Zhang et al. (2013) ont découvert que les génes qui permettent aux chauves-
souris de voler leur conférent également un syst¢eme immunitaire ultra performant. Chez les
especes de chauves-souris étudiées (Myotis davidii et Pteropus alecto), 1l manquait des
fragments de génes. Ces fragments sont impliqués dans les réactions immunitaires extrémes
qui entrainent outre la mort du virus, celles tissus et cellules de 1’hote. (i7) Dans une étude
autre récente, Zhou et al. (2016) ont identifié¢ chez Pteropus alecto, deux (2) interférons qui
stimulent la production de centaines d’autres protéines combattant les infections virales et
renforcant ainsi la réponse immunitaire. Alors que Chez les autres mammiferes et I’homme
qui comprend 12 interférons, 1’activation de ces protéines ne se fait qu’en réaction a une

infection, chez les chauves-souris, les interférons sont activés en permanence.

I1.4.2 : Chauves-souris, source de zoonoses
L’ordre des chiroptéres est I’'un des groupes de mammiferes souvent incriminés pour son role

de réservoir dans les affections humaines. Ce statut de réservoir est bien illustré dans 1’étude
réalisée a partir d’une compilation de bases de données par Luis et al. (2013) qui ont monté
que le nombre de virus hébergés par les chauves-souris était plus important que celui hébergés
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par les rongeurs. De méme, le nombre moyen de virus hébergé par chauvesouris était plus
important que la moyenne chez les rongeurs (4,51 vs 2.71). Du fait de I’échantillonnage (66
especes de chauves-souris contre 81 especes de rongeurs), cette comparaison peut est
relativiser mais le potentiel zoonotique des chauves-souris est largement défendu par d’autres
auteurs (Calisher et al., 2006; Smith and Wang, 2013) et illustré a travers plusieurs études.
Dans les épidémies d’Ebola qui ont décimé autant les humains que les PNHs durant les cinq
(5) flambées épidémiques a EBOV (Zaire Ebola virus) entre 2001 et 2005 au Gabon et au
Congo (Bermejo et al.,, 2006; Walsh et al., 2003), la détection de 1'ARN viral et des
anticorps IgG contre la souche EBOV chez trois especes de chauves-souris frugivores
(Hypsignathus monstrosus, Epomops franqueti, et Myonycteris torquata) (Leroy et al., 2005)
est une découverte majeure dans la recherche du réservoir. Cette hypothése de réservoir du
virus Ebola chez les chauves-souris frugivores est conforté par d’autres études détectant des
anticorps IgG contre la souche EBOV chez les chauves-souris Epomops franqueti,
Hypsignathus monstrosus, Myonycteris torquata, Micropteropus pusillus, Mops condylurus et
Rousettus aegyptiacus au Gabon en 2009 (Pourrut et al., 2009b), en Afrique de I’ouest chez
Epomops franqueti, Epomophorus gambianus, Hypsignathus monstrosus, Eidolon helvum et
Nanonycteris veldkampii (David et al.,, 2012; Hayman et al.,, 2008), et en Chine chez
Miniopterus schreibersii, Cynopterus sphinx, Rousettus leschenaulti, Pipistrellus pipistrellus
et Myotis spp. (Yuan et al., 2012). En 2009, Leroy et al, (2009) ont établi un lien entre
I’épidémie au virus Ebola a Luebo, en République Démocratique du Congo (RDC), et la
migration massive de chauves-souris frugivores, suggérant une contamination humaine a
partir des chauves-souris chassées et consommés dans la région (Leroy et al., 2009). Par
ailleurs, le role des chauves-souris comme potentiel réservoir du virus de Marburg (MARV)
est également évoqué apres la détection des anticorps et des séquences nucléotidiques
spécifiques de MARV chez Rousettus aegyptiacus, Rhinolophus eloquens et Miniopterus
inflatus au Kenya, au Gabon, en RDC (Kuzmin et al.,, 2010; Pourrut et al., 2005;
Swanepoel, 2007; Towner et al., 2007) et en Ouganda chez Rousettus aegyptiacus (Towner
et al., 2009). Plus récemment, Maganga et al. (2011) ont montré que la séquence de MARV
obtenue chez une Roussette d’Egypte (Rousettus aegyptiacus) au Gabon était proche des
souches humaines isolées en RDC et en Ouganda (Maganga et al., 2011).

Dans les affections a coronavirus, les séquences provenant des souches isolées chez des
chauves-souris du genre Rhinolophus (R. ferrumequinum, R. macrotis, R. pearsoni, R.

sinicus) et Hipposideros avaient 88 a 94% de similarité au niveau nucléotidique avec les
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souches isolées respectivement chez les humains et les civettes (Lau et al., 2005; Li et al.,

2005; Tang et al., 2006).

IIT1 LES RONGEURS MYOMORPHES

I11.1 DEFINITION ET CLASSIFICATION
Les rongeurs myomorphes (Myomorpha) sont un groupe de mammiferes appartenant au sous-

embranchement des vertébrés, a la classe des mammiféres et a 1’ordre des Rodontia qui
comprend plus du quart de toutes les espéces de mammiferes dont le rat (Ratus sp.), la souris
(Mus musculus) ou le hamster (famille des Cricetinae) (Figure 8). C’est le groupe de
mammifeéres le plus diversifi¢ devant celui de chauves-souris (Duplantier, 1982).
L’organisation des myomorphes a récemment évolué. Dans la précédente classification, le
sous-ordre Myomorpha comprenait 5 familles (Dipodidae, Geomyidae, Heteromyidae,
Muridae, Myoxidae). La classification révisée érige les familles Muridea et Dipodidae en
deux super-familles dont celles des Dipodoidea, comprenant la famille des Dipodidae ou
« rats sauteurs », et des Muroidea avec six familles (Calomyscidae, Cricetidae, Muridae,
Nesomyidae, Platacanthomyidae et Spalacidae). (http://www.itis.gov). Dans le cadre de cette
¢tude, nous nous intéresserons a deux groupes de micromammiféres a savoir les familles de

Muridae et la famille des Soricidae (musaraigne).

Sous-ordre Myomorphe

Super-Famille Muroidea Dipodoidea
. Dipodidea
Famille gerboise

AR

Platacanthomyidae cricetidge Muridae Nesomyidae Spalacidae calomyscidae
loir Hamster Rat Rats- taupes
campagnol Souris

Figure 8 : Classification des rongeurs
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I11.2 BIO-ECOLOGIE DES RONGEURS MYOMORPHES
Les rats sauvages vivent en colonies dans les terriers mais l'appartenance a un terrier dépend

des ressources, de la densité ou du niveau de prédation (Genest-Villard, 1980). Comme chez
de nombreux mammiféres, la taille du domaine vital® des individus est proportionnelle au
taux métabolique de base, fonction du poids corporel, du régime alimentaire, du cott de la
locomotion, ainsi que la disponibilité¢ alimentaire de I’environnement (Clutton-Brock and
Harvey, 1978). Duplantier a montré que chez les especes les plus abondantes au Nord-Est du
Gabon (Hylomyscus stella, Hylomyscus fumosus, Praomys tullbergi minor, Deomys
ferrugineus), les domaines vitaux augmentaient avec la taille des especes chez les males,
atteignant jusqu’a prés de 8000m? pour les deux derniéres, alors que celui des femelles atteint
2500m* en moyenne (Duplantier, 1989). En Centrafrique, Genest-Villard et al. (1978) ont
montré que chez Hyboinys univittatus et Deomys ferrugineus, les males, plus lourds, avaient
des domaines vitaux plus grands que les femelles (Genest-Villard, 1978). On peut donc
penser que les individus vont étendre leur zone de fourragement ou de chasse suivant la
richesse de I’environnement. Les Muridae sont majoritairement omnivores avec des régimes
alimentaires composés de fruits, graines, insectes (Duplantier, 1982; Genest-Villard, 1980)
voire méme de matieres animales. L'examen du contenu stomacal de souris a pattes blanches
(Peromyscus leucopus) considérée comme herbivore a révélé que la matiere animale
constituait jusqu’a 34 % de son alimentation (Landry, 1970). La matiére animale et des
aliments divers ont été¢ également retrouvés dans 1’estomac de Praomys tullbergi minor et de
Lophuromgs sikapusi en Centrafrique (Genest-Villard, 1980). Ainsi, a 1’exception de
quelques rares espéces comme Prionomys batesi qui est strictement insectivore (ne
consommant que des fourmis) ou Stochomys longicaudatus, presque totalement frugivore, les
petits rongeurs myomorphes de forét équatoriale ont pour la plupart un régime alimentaire

assez ¢clectique (Genest-Villard, 1980; Landry, 1970).

Les systemes de reproduction vont de la monogamie stricte (exemple du rat sauteur géant de
Madagascar, Hypogeomys antimena) ou occasionnelle, a des systémes polygamie, polyandrie
ou polygynandrie (Jarvis, 1981; Lallemand and d'Alfort, 1987) dans lesquels les femelles
donnent naissance a des portées ayant différents géniteurs (Wolff and Sherman, 2008). Par

ailleurs, une combinaison de facteurs peut expliquer la forte densité de certaines colonies

% Domaine vitale : I'amplitude des déplacements que réalisent les mammiferes lors de leurs activités
quotidiennes
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comme ’effet Whitten’ (Gangrade and Dominic, 1984; Jemiolo et al., 1986) qui peut étre
accompagné d’un cestrus permanent des femelles présentant des ovaires polykystiques (Bihun

and Bauck, 2004).

I11.3 LES RONGEURS MYOMORPHES ET MUSARAIGNES DU GABON
Comme dans le cas de chiropteres, 1’inventaire de la biodiversité des rongeurs est loin d’étre

complet a cause du faible nombre d’études et du fait que les rares études menées se sont
focalisées dans le milieu forestier du Nord-Est du pays (Duplantier, 1982, 1989; Goodman
et al., 2001; Nicolas et al., 2004). En outre, certaines études ont été publiés dans des revues
« cryptiques » et non accessibles (exemple des travaux de Brosset a Makoukou « Mammifeéres
inédits récoltés au Gabon, Biol.Gab. 1:147-174. 1965 » ou Colyn dans la forét des abeilles au
centre du Gabon en 1996 « Micro-mammiféres Muridae et Soricidae. Structure des
peuplements: richesse et diversité spécifiques et indices d’abondance, Projet ECOFAC-CEE,
AGRECO-CTFT, 1996 »).

Les études disponibles rapportent toutefois une diversité d’especes relativement variée. Dans
une étude portant sur un échantillon de 1531 muridés au sud-ouest du Gabon (Nicolas and
Colyn, 2003), 11 especes appartenant a 8 genres ont ét¢ décrites. Les especes Hylomyscus
stella, Hybomys univittatus, Heimsycus fumosus et Praomys misonnei (Figure 9.a) était les
plus abondantes. Dans la région de Makokou au nord-Est du Gabon, 8§ especes de forét dont
Hylomyscus stella, Hylomyscus fumosus, Hylomyseus parvus, Praomys tullbergi minor,
Hybomys univittatus, Lophziromys sikapusi, Stochomys longicaudatus, Thamnomys rutilans
ont ¢té décrit (Duplantier, 1982). La récente description de Mus musculus domesticulus a
Franceville et Makokou (N'dilimabaka et al., 2015) ou Ratus ratus (Mangombi et al., 2016)
(Figure 9.b), la confirmation de Heimyscus fumosus (Nicolas et al., 2003) mais surtout la
description récente de 1’espece Praomys petteri (Nicolas et al., 2010) montrent que la
diversité¢ des muridés connus au Gabon (Tableau 3) serait sans doute plus importante que
celle décrite a ce jour.

Dans certaines études portant sur les rongeurs, les chercheurs ont également décrit des
especes de musaraignes qui sont des mammiféres morphologiquement proches des rongeurs,
mais dont la classification renvoie a 1’ordre des Soricomorpha et a la classe des Sorcidae. Une

liste non exhaustive des espéces décrites au Gabon a ce jour est présentée dans le tableau 3

7 . . . . . A s . s . .
Effet Whitten : Si les souris femelles sont exposées a un male adulte(ou a 'odeur de son urine), 'ovulation démarre
et les cycles se synchronisent.
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Figure 9: Illustration de la diversité des rongeurs myomorphes du Gabon,
(a= Praomys misonnei; b= Rattus rattus, c= Lemniscomys striatus; d= Mus musculus)

Tableau 3: Inventaire des rongeurs myomorphes et musaraignes décrit au Gabon

Ordre Famille Espéces Sources
Hylomyscus stella, (Duplantier, 1982; Nicolas
Hylomyscus fumosus, et al., 2004)
Hylomyseus parvus, (Mangombi et al., 2016)
Praomys tullbergi minor, (Mboumba et al., 2012)
Rodentia Muridae Hybomys univittatus,

Lophziromys sikapusi,
Stochomys longicaudatus,

Thamnomys rutilans, (N'dilimabaka et al., 2015)
Heimsycus fumosus,
Praomys misonnei (O’Brien et al., 2006)

Hylomyscus aeta
Lophuromys nudicaudus
Praomys petteri
Deomys ferrugineus
Mus musculus

Ratus ratus
Lemniscomys striatus
Grammomys poensis
Malacomys longipes
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Crocidura batesi (Nicolas et al., 2004)

Crocidura maurisca (Brosset, 1988)
Soricomorpha Soricidae Crocidura olivieri (Goodman et al., 2001)

C. crenata

Crocidura poensis

Crocidura flavescens

C. dolichura

C. goliath

C. grassei

Paracrocidura schoutedeni

Suncus remyi

Sylvisorex johnstoni

S. ollula

Crocidura odorata

I11.4 RONGEURS, RESERVOIRS ET SOURCES D’AGENTS PATHOGENES POUR
L’'HOMME
Les rongeurs hébergent de nombreux agents infectieux qui leurs sont inféodés et auxquels

aucun potentiel zoonotique n’est attribu¢. A titre d’exemple, les protozoaires du genre
Plasmodium & savoir Plasmodium berghei (Rodhain, 1952), Plasmodium chabaudi,
Plasmodium vinckei, Plasmodium yoelli et Plasmodium atheruri (Perkins and Schall, 2002),
les Acariens Radfordia ensifera et Notoedres muris (Webster and Macdonald, 2009) ou les
nématodes Heligmosomum costellatum et Aonchotheca murissylvatici (Klimpel et al., 2007)
sont connus comme parasites exclusifs de rongeurs sans potentiel zoonotique. Toutefois, a
I’image des chauves-souris, les rongeurs sont souvent incriminés pour leur role de réservoirs
ou de vecteurs d’agents pathogenes potentiellement zoonotiques. Parmi ces différents agents
pathogenes, certains revétent une importance particuliére du fait de leur incidence clinique. La
leishmaniose causée par un protozoaire de la famille des Trypanosomatidae dont I’espece
Leishmania infantum décrite dans la population humaine au sud de la France (le Fichoux et
al., 1999; Pomares et al., 2016; Pratlong et al., 1995) est une zoonose impliquant le rat
comme réservoir potentiel (le chien demeure la principale source). En Algérie, le typage de
souches isolés chez trois espéces de rongeurs a démontré qu’il s’agissait de la méme souche
que celle isolée chez I’homme et chez un phlébotome (Phlebotomus papatasi) du méme foyer
(Ben Ismail et al., 1987). L’hantavirose, due a un virus de la famille des Bunyaviridae
(Hantavirus) a D’origine de fiévre hémorragique, est transmise a [’homme a partir du rat
(Heinemann et al., 2016; Mackenstedt et al., 2015). La transmission se fait par inhalation

d’aérosols, par I’urine, les féces ou la salive (Escutenaire and Pastoret, 2000; Van Hooste
28



and Vaerewijck, 2002). Durant la guerre de Corée (1950-1953), plus de 3000 soldats
onusiens sont affectés par la «fievre hémorragique de Corée» (Bourhaba et al., 2006;
Escutenaire and Pastoret, 2000) et la encore, les rongeurs sont incriminés. Il faut préciser
que les récentes études montrent que les rongeurs ne sont pas les seuls réservoirs. En effet, un
nombre ¢élevé de nouveaux hantavirus provenant d'hotes non-conventionnels, comme les
chauves-souris ou les musaraignes (Gu et al., 2014; Holmes and Zhang, 2015) ont été
détectés, mais aucun de ces autres réservoirs n’a encore été associé a une affection humaine
(Brook and Dobson, 2015; Holmes and Zhang, 2015). L’identification pour la premiére fois
en Afrique du Virus de la choriomeningite lymphocytaire ou (LCMV) chez le rongeur Mus
musculus domesticus en 2014 au Gabon (Nadine et al., 2015) vient confirmer le réle connu
des rongeurs comme réservoir de ce virus (El Karamany and Imam, 1990; Ledesma, 2009).
Un autre zoonose importante est la leptospirose, qui est due a des bactéries du genre
Leptospira comprenant plusieurs sérovars de Leptospira interrogans (Mackenstedt et al.,
2015). Les leptospires sont transmis essentiellement a partir des urines des rats infectés, par
inhalation d’aérosols, érosion cutanée, les muqueuses ou a partir de 1’eau contaminée
(Mackenstedt et al., 2015). En 1998 aux Etats-Unis, bien que la source animale n’avait pas
¢té clairement identifiée, la contamination des Athlétes du triathlon ayant nagé dans un lac
contaminé a été associée au fait que les alentours de ce lac était un lieu de refuge de la faune
dont potentiellement les rats (Prevention, 1998). La contamination des eaux souterraines par
les excrétions des rongeurs et des chiens infectés a été associée a la flambée significative de

leptospirose humaine au Nicaragua (Trevejo et al., 1998).
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I. LES PLASMODIUM SPP

1.1 DEFINITION ET CLASSIFICATION
Les parasites du Plasmodium sont des protozoaires dont le cycle de reproduction fait

intervenir un hote vertébré chez lequel se déroule la reproduction asexuée (hdte intermédiaire)
et un invertébré (insecte piqueur) chez lequel se passe la reproduction sexuée (hote définitif)
(Langreth et al., 1978). Chez ’homme, les Plasmodium spp sont responsables du paludisme
et sont transmis par la piqlire d’un moustique anophele infect¢ (WHQO, 2015). Le paludisme
est une des maladies parasitaire les plus importantes de I'Homme a travers son histoire et
continue a étre une préoccupation majeure en santé publique (Perkins, 2014). En effet 214
millions de cas cliniques sont recensés chaque année et de 1’ordre du milliard de personnes
sont exposées au risque (Manguin et al., 2008). Plasmodium falciparum est 1’espece
prédominante en Afrique. Elle est responsable de plus 91% de cas de déces dont 98% en
Afrique subsaharienne, essentiellement des enfants en bas age et des femmes au cours de

leurs premiéres grossesses (WHO, 2015).

Pays ot la transmission du paludisme est active, 2000 ef 2015

Pays ou territcire endémigue Endémigue en 2000, plus endémigue aujourd'hui Sans paludisme Non applicable

4+~ RAPPORT SUR LE PALUDISME DANS LE MO NDE 2015 RESUME

Figure 10: Le paludisme dans le monde, rapport OMS 2015(WHO, 2016)

Les Plasmodium spp appartiennent a [’ordre des Haemosporida, au sous-ordre des
Haemosporidae, a la famille des Plasmodidae et sont transmis par des moustiques de la
famille des Anophelinae et des Culicinae. La famille des Plasmodidae comprend pres de 80

especes (Manguin et al., 2008). Les parasites appartenant a ce groupe infectent un large
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¢ventail d’hotes allant des mammiféres aux oiseaux et aux reptiles (Grassé€, 1953). Chez les
primates, le genre Plasmodium qui est transmis par un moustique (anophele femelle)
comprend divers especes subdivisées en deux (2) sous-genres :

% Le sous-genre Laverania qui regroupe tous les parasites proches de Plasmodium
falciparum. Avant 2009, ce groupe comprenait uniquement Plasmodium reichenowi
et Plasmodium falciparum. Il compte aujourd’hui pres de 8 especes (Figures 11 et
12) (Boundenga et al., 2015; Gonzalez et al., 2013).

% Le sous-genre Plasmodium (non-Laverania) comprend toutes les autres espéces de
Plasmodium infectant les vertébrés (Figure 12).(Duval, 2012; Manguin et al.,
2008).

Ainsi, D’existence d’une telle diversit¢ de Plasmodium et du grand nombre d’hdtes

qu’infectent ces parasites donne autant d’arguments qui en font un bon modele animal dans la

recherche en éco-épidémiologie évolutive et dans bien d’autres domaines..

[

P cynomolgi

P hilobazri

Non-Laverania

P knowlesi

P gonderi

| 2 malariae |

I]’

P maiagasi

P berghei

Hepatocystis s

lLaverania

l P reichienowi

[ P falciparam

Figure 11: Classification des Plasmodium spp chez les primates (Duval, 2012), modifiée! |

1.2 DIVERSITE DU GENRE PLASMODIUM CHEZ NOS MODELES D’ETUDES

1.2.1 Chez 'Homme
Sur toutes les especes de Plasmodium répertoriées, seules cinq (5) especes de Plasmodium

sont connues pour infecter I’Homme et sont responsables du paludisme. Par ordre

32



d’importance clinique, nous présentons ces différentes especes a savoir : P. falciparum, P.
vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi.

® P. falciparum (Welch, 1887) est I’espece la plus fréquente et la plus virulente. Elle est
responsable d’environ 90% d’infection en Afrique sub-saharienne (WHO, 2016). En
région subtropicale la transmission est permanente en période de chaleur et
d’humidité. En zone équatoriale, la transmission de ce parasites est permanente toute
I’année avec cependant des recrudescences saisonnieres. Récemment, Il a été reporté
récemment que cette espece est aussi capable d’infecter les Grands Singes africains
(Krief et al., 2010; Ngoubangoye et al., 2016; Pacheco et al., 2012).

# P. vivax (Grassi, 1890) est responsable de fievres bénignes. Il est aussi treés répandu
dans le monde et évolue avec des rechutes a long terme. Considéré comme parasites
des populations d’Asie, Océanie, Amérique du Sud et Centrale (Escalante et al.,
2005; Guerra et al., 2010; Mu et al., 2005), il a ét¢ pendant longtemps considéré
comme absent en Afrique noire (excepté quelques régions) du fait que les érythrocytes
des ces populations ne possedent pas de récepteur membranaire Duffy indispensable a
I’infection par P. vivax (Miller et al., 1976). Les récentes études menées en Afrique du
centre et de 1’Ouest (Congo, Guinée équatoriale, Cameroun, Mali) remettent en cause
ces données (Bernabeu et al., 2012; Culleton et al., 2009; Fru-Cho et al., 2014). A
I’opposé des populations noires, les Grands Singes africains sont connus pour leur
sensibilité a P. vivax (Kaiser et al., 2010) avec des souches plus diversifiées que les
lignées rencontrées chez I’homme en Asie (Prugnolle et al., 2013). En effet, il a été
démontré que les Grands Singes africains sont porteur d’une grande diversité
génétique de P. vivax-like, laissant penser que le P. vivax-like des singes africains
seraient a 1’origine de P. vivax chez I’homme (Liu et al., 2014; Prugnolle et al.,
2013).

# P. ovale (Stephens, 1922) est aussi un agent d’une fievre tierce bénigne ; Il semble
toutefois limité aux populations d’Afrique de I’Ouest et d’Asie. Pendant longtemps ce
parasite a été¢ confondu avec P. vivax dont il est génétiquement proche (Collins and
Jeffery, 2005).

# P. malariae (Laveran, 1881) est responsable de fiévres quartes et de troubles rénaux.
Cependant, cette espece n’est responsable que d’environ 1% des cas de paludisme.
Elle est souvent décrite en Amérique du Sud notamment dans certaines tribus

amérindienne.
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 P. knowlesi connue pour infecter les singes asiatiques (macaques) a été¢ découvert
récemment chez ’Homme en Malaisie. Avec des taux d’infection jusqu’a 70% dans la
population humaine, elle est aujourd’hui considérée comme la cinquiéme espece qui
infecte ’'Homme en termes de nombre de cas. (Cox-Singh et al., 2008; Cox-Singh

and Singh, 2008; Singh et al., 2004).
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Figure 12: Diversité plasmodiale en circulation chez les primates (Gonzalez et al., 2013).

1.2.2 Chez les Primates Non Humains (PNH) africains
L’étude des Plasmodium circulant chez les primates ne date pas d’hier. Dés le début du 20°™

siecle, plusieurs chercheurs se sont intéressés au Plasmodium de primates notamment
africains et ont décrit pléthore de parasites. Toutefois, ce n’est que récemment, avec le
développement et I’application des outils de la biologie moléculaire et des analyses
phylogénétiques que la classification des parasites du genre Plasmodium a été revisitée et leur
diversité revue, le plus souvent a la hausse. En effet, le développement des outils moléculaires
a permis de réexaminer la diversité plasmodiale circulant dans la faune sauvage (Boundenga
et al., 2016; Perkins, 2014), en particulier chez les Grands Singes africains (Kaiser et al.,
2010; Prugnolle et al., 2010; Prugnolle et al., 2011b) et les petits singes africains. La
description du Plasmodium gaboni chez les chimpanzés du Gabon par une équipe du Centre
International de Recherches Médicales de Franceville (Gabon) va étre le début d’une nouvelle

page dans la connaissance et I’histoire des Plasmodium de singes africains (Ollomo et al.,
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2009). Les analyses phylogénétiques vont révéler que cette espéce est un ancétre commun de
P. reichenowi et P. falciparum qui infecte respectivement les chimpanzés et 1’Homme,
laissant paraitre que 1’ancétre des Grands Singes africains était peut étre infecté par les
parasites du paludisme et qu’hotes et parasites auraient pu co-évoluer (Ollomo et al., 2009).
Aux travaux d’Ollomo suivront la description par Steph Rich au Cameroun de différentes
lignés génétiques chez le chimpanzé ; ces lignés seront rattachés au P. reichnowi suggérant
ainsi que ’origine de P. falciparum se trouverait chez les chimpanzés et qu'un transfert vers

I’Homme aurait eu lieu 50000 ans avant notre ere (Rich et al., 2009) .

L’année 2010 va marquer I’année de remaniement profond de la diversité et de 1’histoire
évolutive du genre Plasmodium de maniere générale mais plus spécialement au sein du sous
genre Laverania. En effet, un groupe de chercheurs regroupant des gabonais et des francais
publie pour la seconde fois des résultats obtenus a I’aide d’un procédé originale non invasif de
collecte d’échantillons (féces). C’est ainsi qu’elle a confirmé non seulement la circulation
indépendante de P. gaboni et P. reichenowi chez les chimpanzés de la sous-espece Pan
troglodytes troglodytes a partir des féces, mais ils décrivent des nouvelles lignées
plasmodiales infectant les gorilles d’Afrique centrale (Gorilla g. gorilla et Gorilla g. dielhi)
(Prugnolle et al., 2010). Les deux nouvelles lignées identifiées chez les gorilles seront
nommeées initialement Plasmodium gorA et Plasmodium gorB (Prugnolle et al., 2010), puis
rebaptisées respectivement Plasmodium adleri et Plasmodium blacklocki en hommage au
précurseurs des travaux sur les Plasmodium simiens (Boundenga et al., 2015; Liu et al.,
2010; Rayner et al., 2011; Snounou et al., 2011). Le point marquant de cette étude a été la
mise en ¢évidence chez les gorilles du P. falciparum-like (Prugnolle et al., 2010) qui sera
nommé¢ apres P. praefalciparum). Ce parasite est le plus proches parent du Plasmodium le
plus virulent de I’homme (P. falciparum), alors il sera suggere et admis que P. falciparum
(parasite humain) aurait pour origine le gorille (Liu et al., 2010; Prugnolle et al., 2010).

Au cours de cette année une autre équipe viendra confirmer la large diversité des Plasmodium
qui infectent les bonobos et chimpanzés. Elle va ainsi mettre en évidence P. gaboni, P.
reichenowi, P. falciparum et deux nouvelles espéces chez les chimpanzés a savoir :
Plasmodium billcollinsi et Plasmodium billbrayi (Krief et al., 2010). Toutefois, la proximité
génétique entre P. billbrayi et P. gaboni est telle qu’elle est considérée par certains auteurs
comme ¢tant un variant de P. gaboni (Liu et al., 2010; Rayner et al., 2011). De plus, cette
méme équipe mettre en évidence la présence de P. falciparum chez les bonobos suggérant
ainsi que ’homme aurait acquis ce pathogene des bonobos. Cependant, des analyses plus

poussée vont révéler que ces souches de P. falciparum présentent des génes de résistances
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aux antipaludéens classiquement donné aux Hommes pour lutter contre les infections
palustres ; Ceci implique donc que les bonobos venaient d’acquérir ces parasites par transfert
horizontal depuis les Hommes (Krief et al., 2010; Rayner et al., 2011). La capacité de P.
falciparum a franchir la barriére d’espece hote va étre a nouveau illustrée au cours de la méme
année avec une €tude révélant des chimpanzés infectés par ce parasite au Cameroun (Duval et
al., 2010).

La diversité plasmodiale chez les PNHs sera confirmée par d’autres études notamment Liu et
al. (2010) qui vont travailler a partir d’une vaste collection d’échantillons de féces collectés
un peu partout en Afrique centrale chez les Grands Singes. Ainsi, elle va confirmer la
présence d’au moins six especes de Plasmodium spp dans le groupe de Laverania Cette
diversité se caracterisent cependant par une specificité d’hotes dont trois especes infecteraient
uniquement les chimpanzés (P. reichenowi, P. gaboni, et P. billcollinsi) en milieu naturel et
trois autres infectant uniquement les gorilles (P. praefalicparum, P. adleri et P. blacklocki)
(Boundenga et al., 2015; Liu et al., 2010). Cette diversité plasmodiale chez les PNHs s’est
par la suite enrichit avec 1’étude de Kaiser et al. (2010) vont rapporter la circulation de cinq
especes chez les Grands Singes Ouest-africains en milieu forestier, il s’agira de P. malariae-
like, P. ovale-like, P. vivax-like, P. reichenowi et P. gaboni. Ainsi donc, ses études ont
montré que les especes plasmodiales qui sont restées longtemps considére comme propre a
I’homme circulent chez les primates africains.

Les petits singes sont connus pour leur sensibilit¢ a Plasmodium gonderi, Plasmodium
Daj2004) et les Hepatocystis spp qui infectent les mangabeys, drills, mandrills et
cercopitheques (Cormier, 2013; Prugnolle et al., 2011b).

36



T C. nictitans l Homo sapiens h Gorilla sp. m Pan sp.

B Ollomo et al. (2009) / Prugnolle et al. (2010) @ Krief et al. (2010) A Duval et al. (2010) @ Liu et al. (2010)

Lineage Host
P. falciparum i m
* _J P.praefalciparum h

P. reichenowi

} P. gaboni

} P. Gor A (P.Adleri)

74474 277

Figure 13: Spécificité hote-parasites des Plasmodiums du groupe Laverania
L’arbre phylogénétique a été construit par maximum de vraisemblance basé sur 593 pb nucléotides du
cytochrome (b) (Prugnolle et al., 2011a), modifi¢

1.2.3 Chez les rongeurs et chauves-souris
Plusieurs especes de Plasmodium sont connues pour circuler au sein du groupe des rongeurs.

La majorité des Plasmodium sont des especes isolées a partir de rats africains. En s’appuyant
sur des analyses morphologiques, six especes de Plasmodium chez les rongeurs d’ Afrique ont
eté decrites : Plasmodium chabaudi, Plasmodium vinckei, Plasmodium berghei, Plasmodium
voelii, Plasmodium aegyptensis et Plasmodium atheruri (Schaer et al., 2013). Ces especes
sont retrouvées chez plusieurs especes hotes: Grammomys surdaster;, Praomys tulbergi;
Thamnomys rutilans et Arvichanthis niloticus. En Asie, les especes Petaurista petaurista
grandis, Petaurista petaurista melanotus et Sciurus griseimanus sont infectées
respectivement par Plasmodium wanetti; Plasmodium booliati et Plasmodium vassali (Lien
and Cross, 1968; Sandosham et al., 1965).

Les Plasmodium spp des rongeurs ont été bien étudiés au cours de ces dernieres années mais
on ne connait pas grand-chose de leur écologie. ils sont considérés comme d’excellents
modele de recherche pour les études sur la biologie, I'immunologie et la chimiothérapie du
genre Plasmodium (Cox, 1993). Toutefois, seules cinq especes plasmodiales des rongeurs
africains ont pu étre caractérisées par les outils moléculaires : P. vinckei, P. yoelii, P.
chabaudi, P. berghei et P. atheruri (Perkins et al., 2007).

Le premier Plasmodium de chauve-souris a été décrit en 1899 par Dionisi et a ét¢ nommé
Plasmodium melanipherum (Coatney and Roudabush, 1936; Van Riel and Hiernaux-
L'Hoést, 1951). Ce parasite a été retrouvé chez plusieurs espéces de chauves-souris

(Miniopterus schreibersii et Vespertilio murinus) et dans de nombreuses régions du monde
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(Van Riel and Hiernaux-L'Hoé€st, 1951). En dépit des nombreuses autres espéces
identifiées, les premicres espéces les mieux caractérisées ont ét¢ P. melanipherum, P.
pteropi, P. epomophori et P. roussetti (Bearup and Lawrence, 1947; McGhee, 1949; Van
Riel and Hiernaux-L'Hoé€st, 1951) puis Plasmodium cyclopsi et de Plasmodium voltaicum
chez les chauves souris africaines (Adam and Landau, 1970; Van Der Kaay, 1964). Seuls
Plasmodium cyclopsi et Plasmodium voltaicum ont été étudiés a 1’aide d’outils de biologie
moléculaire, ce qui a permis de constater leur proximité génétique avec les parasites de
rongeurs. Ces deux parasites de chauves-souris sont a présent considérés comme taxa
«sceurs » de P. berghei et P. yoelii (Lutz et al., 2016) . D’autres especes de 1’ordre des
Hemosporidae qui infectent les chauves-souris dont les parasites du genre Polychromophilus,

Hepatocystis et Nycteria (Schaer et al., 2013).

1.3 FRANCHISSEMENT DE BARRIERES INTERSPECIFIQUES
Chez les primates, deux profils se dégagent chez les parasites du genre Plasmodium a savoir

les sous-genres Laverania et Plasmodium (Gonzalez et al., 2013). Les parasites du sous-
genre Plasmodium sont connus pour leur tendance généraliste et leur facilit¢ a infecter
plusieurs espéces hotes. Cette facilité a franchir les barriéres d’espéces pourrait expliquer
I’émergence chez I’Homme de Plasmodium initialement décrit dans la population simienne.
C’est le cas de P. knowlesi considérée comme la cinquieéme espece la plus importante
infectant I’Homme avec des niveaux d’infection avoisinant 70% en Asie du Sud-Est.
Certains auteurs pensent que la proximité entre ’Homme et les PNHs a favorisé sans doute
favorisé le passage P. knowlesi du macaque vers ’Homme (Antinori et al., 2013; Cox-
Singh, 2012; Millar and Cox-Singh, 2015). Par ailleurs, Prugnolle et al.; (2013), ont
reporté la présence d’un P. vivax-like chez un voyageur d’origine caucasienne qui aurait
sé¢journé en zone forestiere, mais aussi un P. vivax chez un chimpanzé, démontrant ainsi les
échanges de parasites entre Homme et grand singes et vice-versa (Prugnolle et al., 2013). A
I’opposé, le sous-genre de Laverania se caractériserait par une spécificité hote-parasite
(Cserti and Dzik, 2007; Liu et al., 2010) (Figure 13). Chez les Grands Singes, aucune des
¢tudes effectuées a ce jour en milieu naturel et prenant en compte un large éventail
d’échantillons d’animaux sauvages n’a révélé la présence d’un Plasmodium du sous-genre
Laverania qui infecterait a la fois les gorilles et les chimpanzés (Boundenga et al., 2015;
Liu et al., 2010; Prugnolle et al., 2010). Ainsi, les auteurs ont conclu a une apparente
spécificité d’hotes chez les parasites du groupe Laverania qui serait d’ordre génétique et/ou
écologiques. Du point de vue génétique cette spécificité serait due a I’interaction d’un
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récepteur situé¢ la surface des globules rouge et un ligand situe a la surface du parasite
(Rayner et al 2011). Cette spécificité¢ d’hote a d’abord été attribuée a I’interaction entre
I’antigéne de liaison érythrocytaire PAEBA175 du parasite et le récepteur érythrocytaire hote
GYPA (Glycophorine-A) (Martin et al., 2005). Toutefois, cette hypotheése a été remise en
cause par d'autres études qui ont suggéré que ce serait en fait I’interaction entre RH5-BSG qui
serait a I’origine de la spécificité d’hote des parasites du groupe des Laverania (Wanaguru et
al., 2013). La question de savoir si cette spécificité est liée a des facteurs génétiques ou a
I’influence des facteurs écologiques comme la préférence trophique des vecteurs (Boundenga
et al., 2015; Paupy et al., 2013) reste encore énigmatique. Une premiére orientation pour les
recherches futures est la récente étude de Makanga et al. (2016) qui montre que les vecteurs
responsables de Plasmodium simiens n'ont pas de préférence d’hdtes (ils se nourrissent de
toutes les especes de PNHs).

Chez les petits singes Africains, des cas de transfert sont également documentés. Prugnolle et
al. (2011b) ont décrit I’infection d’un Cercopitheque (Cercopithecus nictitans) par P.
praefalciparum connu comme parasite de gorille. Cette étude met par ailleurs en évidence
I’existence d’au moins deux types de P. praefalciparum 1 et 2. Le P. praefalciparum 1
infectant les gorilles et les petits singes (C. nictitans) et le P. praefalciparum 2 infectant
uniquement les gorilles (Gonzalez et al., 2013). L absence d’infection dans I’étude menée par
(Ayouba et al., 2012) nourrit toutefois le débat sur la présence potentielle de P.

praefalciparum chez les petits singes.

II. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

I1.1 DEFINITION ET CLASSIFICATION
Organisme unicellulaire procaryote dépourvu de réticulum, mitochondries et appareil de

golgi. Staphylococcus aureus est une bactérie aéro-anaérobie facultative, oxydase négative,
coagulase et catalase positives (Baird-Parker, 1963; Liu et al., 2005), remarquable par son
aspect orné qui justifie le qualificatif « doré » de son autre appellation (Liu et al., 2005). Ce
parasite ubiquitaire se rencontre aussi bien chez ’Homme que chez nombreuses especes
animales (Akobi et al., 2012; Katakweba et al., 2016). S. aureus est une bactérie
appartenant au genre Staphylococcus dont I’aspect en grappes de raisin est a 1’origine du
radical « staphyle » qui est une traduction grecque de grappe de raisin (Orenstein, 2011)

La classification des staphylocoques a sans cesse €volué en se basant tour a tour sur la

capacité des isolats a former I’acide a partir du glucose en milieu anaérobique (Baird-Parker,
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1963), les caractéres morphologiques et physiologiques de la bactérie ainsi que sur la
composition de la cellule (Baird-Parker, 1965). Ainsi, la classification initiale plagait le
genre Staphylococcus dans la famille des Micrococcacecae (Cordero and Zumalacarregui,
2000; Holt, 1969) qui comprenait quatre genres (Micrococcus, Stramatococcus, Planococcus
et Staphylococcus). Cette classification a laissé place a une nouvelle classification qui range
les staphylocoques dans la famille des Staphylococcaceae (Vos et al., 2011), du phylum des
Firmicutes, dans la classe des Bacilli et dans 1’ordre des Bacillales. La famille des
Staphylococcaceae comprend des bactéries a coloration Gram positif et compte cinq genres :
Jeotgalicoccus, Macrococcus, Salinicoccus, Nosocomiicoccus et Staphylococcus, et environ

une cinquantaine d’espéces et sous-especes dont Staphylococcus aureus (Euzéby, 2009)

I1.2 HISTORIQUE
La premiére observation du Staphylocoque date de Louis Pasteur en 1877 (Opinel, 2013)

mais sa description est I’ceuvre du chirurgien Ecossais Alexander Ogston a partir d’un
échantillon de pus en examen post-opératoire (Orenstein, 2011). Ces observations furent
initialement nommés ‘micrococci’’ du grec ‘‘kokkos’® pour graine a cause de leur forme
arrondie ; puis quelques années apres, il aboutit a la description des staphylocoques, par
opposition aux streptocoques (coques en chaine) (Orenstein, 2011). Plus tard, 1’Allemand
Rosenbach isola deux souches de staphylocoques différentes. Il nomma les colonies obtenues
sur I’apparence de leur pigment phénotypique, c’est-a-dire en fonction de la couleur des
colonies obtenues. Ainsi, Staphylococcus aureus était la souche de couleur «dorée» (d’ou son
nom commun de staphylocoque doré) et Staphylococcus albus, les souches de couleur

blanches devenues S. epidermidis (Orenstein, 2011).

11.3 ECOLOGIE
Staphylococcus aureus est une bactérie opportuniste, ubiquiste colonisant aussi bien les

mammiferes, les oiseaux que les reptiles (Espinosa-Gongora et al., 2012; Katakweba et al.,
2016). Chez I’'Homme qui est un réservoir (Kluytmans et al., 1997a; Lamikanra et al.,
1985; Noble et al., 1967), il a un tropisme préférentiel pour les épithéliums des fosses nasales
(Amir et al., 2006; Kluytmans et al., 1997b), de la cavité buccale, du tractus respiratoire
(Smith et al., 2001) et la peau (CDC., 2001; Kloos et al., 1976). Il est retrouvé chez 23% a
60% de la population générale et jusqu’a 64% chez les enfants (Amir et al., 2006; Smith et
al., 2001). Chez les animaux, Staphylocoque aureus est retrouvé chez diverses especes
d’animaux domestiques dont les chiens (Katakweba et al., 2016; Morris et al., 2006), les

animaux d’élevages tel que le porc (Armand-Lefevre et al., 2005), la chévre (Vautor et al.,
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2005), le cheval (Haenni et al., 2010) ou les animaux des zoos (Espinosa-Gongora et al.,
2012). Dans la faune sauvage, le portage a ¢été rapporté chez plusieurs especes dont les
pigeons et les chauves-souris (Akobi et al., 2012; Katakweba et al., 2016), mais également
chez les PNHs (Schaumburg et al., 2012a; Schaumburg et al., 2015). Les souches de S.
aureus, y compris celles présentant des résistances aux antibiotiques, a I’exemple de la
méticelline (SARM,®) sont également retrouvées dans 1’environnement (I’eau, le sol) et les

aliments (Devoyod et al., 1969; Sexton et al., 2006; Smith et al., 2010).

11.4 STRUCTURE
Elle est composée de différents éléments organisés dont la capsule, la paroi, les flagelles ou le

cytoplasme (Figure 14). Nous présenterons deux ¢léments d’intérét pour notre travail, a

savoir la paroi bactérienne et le cytoplasme:

I1.4.1 La paroi bactérienne
Elle comprend différents éléments constitutifs dont la protéine A. La protéine A est un

composant de surface dont la synthese est codée par le gene spa utilisé pour typer les souches
(Frenay et al., 1996; Koreen et al., 2004). Elle est synthétisée par plus de 90% de souches
d'origine humaine ou biotype A, et un peu moins par les souches d'origine animale (Avril et
al., 2000). Elle est absente chez les staphylocoques a coagulase négative, sauf chez ceux
d’entre eux qui possedent une nucléase thermostable. La protéine A est anti-phagocytaire car
il semblerait qu’elle soit capable de se fixer de fagon non spécifique au « fragment Fc’ » de
presque toutes les Immunoglobulines (Kobayashi and DeLeo, 2013; Lowy, 1998) pour

empécher la phagocytose.

8 SARM= Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (antibiotique de la famille des béta-lactamines)

Fragment Fe’: cest la région caudale de I’anticorps qui en se fixant aux récepteurs de surface cellulaire
appelé« Fc », permet d’activer le complément et les activités du systéme immunitaire.
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Figure 15: Les mécanismes d'évasion immunitaire de la protéine A (Kobayashi and DelLeo,
2013)

11.4.2 Le cytoplasme
Le cytoplasme comprend différents éléments, a savoir un génome sous forme de chromosome

circulaire (Figure 13) composé d’environ 2619 a 2748 génes (Lowy, 1998; Novick, 1990), et
d’autres ¢léments dont des prophages, des plasmides intégrés, des transposons, des ilots de
pathogénie et des cassettes résultant d’un transfert a partir d’une autre souche de S. aureus ou
d’une autre espece de bactérie gram positive (Lowy, 1998; Novick, 1990; Schaberg and
Zervos, 1986). Les plasmides existent sous trois formes possibles que sont les plasmides I, II

et III dont les tailles respectives varient de SKb a 60Kb. Ainsi, la classe I peut porter un ou
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deux genes codant pour la résistance aux antibiotiques tandis que le plasmide II peut en porter
plusieurs parmi lesquels ceux de la résistance aux P-lactames. Ces genes responsables de la
résistance staphylococcique peuvent étre transférables entre différentes souches (Schaberg
and Zervos, 1986).

Dans ce travail, nous nous intéressons principalement a deux genes, a savoir le géne spa et le
gene Mec A. Le geéne spa (Staphylococcal protein A) est le fragment d’ADN qui code pour la
synthése de la protéine A qui est exprimée a la surface du S. aureus (El-Sayed et al., 2006;
Koreen et al., 2004). Ce gene peut étre amplifié et analysé pour la caractérisation des souches
(Katakweba et al., 2016; Koreen et al., 2004). Le gene spa, illustré par la Figure 16, est un
ensemble de segments codants qui correspondent aux différentes cases. Elles codent pour la
séquence signal (S) et marque I’extrémité N-terminale d’une protéine, la région liant
I’immunoglobuline G (A-D), la région homologue a A-D (E), l'extrémit¢ COOH de la
protéine (X), qui comprend les microsatellites ou les courtes séquences répétées (Xr) et la
séquence de fixation a la paroi cellulaire (Xc). Ainsi, la région polymorphique X du geéne spa
contient un nombre variable (2 a 23) de séquences répétées de 24 Pb. Cette variabilité est
causée par I’ensemble des délétions, duplications et mutations a 1’origine de la diversité
génétique des souches de S. aureus (Shopsin et al., 1999). Le géne mec A est un fragment
d’ADN inclus dans un élément génétique mobile a savoir la cassette staphylococcique ou
SCCmec pour « staphylococcal cassette chromosome mec ». Ce fragment de 2,1 kb code pour
une protéine située dans la membrane cytoplasmique (PLP2a) (Chambers, 1997) ; il a une
affinité faible vis-a-vis des antibiotiques du groupe des beta-lactamines induisant ainsi une
résistance a toute la famille des béta-lactamines, notamment a la méticilline ou a 1’oxacilline
(Chambers, 1997; Lowy, 1998). L acquisition de la cassette (Figure 17) peut se faire a partir
d’une autre souche ou d’une autre espéce gram positive (Archer and Niemeyer, 1994) par
transfert horizontal (Hanssen and Sollid, 2006; Katayama et al., 2000; Kreiswirth et al.,
1993; Musser and Kapur, 1992).

43



5'

._.
=
==
=
—
—
=

3[

Figure 16: Carte du gene spa: (Shopsin et al., 1999)
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Figure 17: Illustration de I’acquisition de la cassette SCCmec (non publiée)

Par ailleurs, du fait de leur implication dans la détermination et la régulation de la virulence,

plusieurs autres génes ont fait I’objet de nombreuses études. Les principaux sont :

% Les génes lukS-PV-lukF-PV (Leukotoxin Panton-Valentin) sont responsable de la

synthése des classes S et F, composants de la Leucocidine ou toxine de Panton-
Valentine (LPV) qui provoquerait la perte de mobilité, la dégranulation, la destruction
nucléaire et la lyse cellulaire des polynucléaires et des macrophages. Produite par pres
de 5% des souches de S. aureus (Lina et al., 1999), la LPV provoque la nécrose
tissulaire, intervient dans la formation de pus (Dufour et al., 2002; Lina et al., 1999)

et est associée aux infections séveres de la peau (CDC., 2001; Cribier et al., 1992).
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% Les genes agr (Accessory gene relator) et sar (Staphylococcal accessory regulator). Ils
interviennent dans la régulation et I’induction de la virulence staphylococcique (Booth
et al., 1997; Cheung et al., 2001; Wesson et al., 1998). Une étude effectuée sur les
rongeurs montre que I’inactivation de ces geénes entraine automatiquement une

réduction de la virulence bactérienne due a S. aureus (Cheung et al., 1994).

I1.5 DIVERSITE GENETIQUE ET CARACTERISATION DE SOUCHES
Staphylocoque aureus est connu pour sa grande diversité génétique (Basic-Hammer et al.,

2010; Schaumburg et al., 2012a) avec une structure décrite en clone (souches ayant un
ancétre commun) nommeée complexes clonaux (CCs) (Basic-Hammer et al., 2010). Bien que
le transfert des genes y compris le transfert latéral et les recombinaisons homologues
contribuent a cette diversité, la mutation génétique demeure la principale source de la
diversification (Basic-Hammer et al., 2010; Bzymek and Lovett, 2001; Van Belkum et al.,
1998).

Chez ’Homme, la diversité génétique semble liée a I’individu, suggérant des conditions
d’association hote-bactérie optimale qui favoriseraient la colonisation (Quinn and Cole,
2007; van den Akker et al., 2006). En effet, plusieurs ¢tudes réalisées dans différentes
populations humaines ont révélé une diversité importante de souches communautaires
(Enright et al., 2000; Feil et al., 2003) mais la dynamique de remplacement des souches et la
fidélité a une niche semblent varier suivant 1’état sanitaire ou physiologique des sujets. Chez
des porteurs sains chroniques par exemple, la diversité intra-individuelle semble faible et
I’alternance de souches au cours du temps peu fréquente (Sakwinska et al., 2010). Des tests
réalisés sur les porteurs chroniques révelent que méme apres décolonisation, I’inoculation de
divers clones de S. aureus dans les fosses nasales de ces derniers conduit a une nouvelle
colonisation par la souche résidante initiale (Nouwen et al., 2004). Certains auteurs suggerent
que ces souches antérieurs qu’on pourrait qualifier d’« endémiques » ont un avantage sélectif
qui expliquerait leur fidélité¢ au site (Sakwinska et al., 2010; Wertheim et al., 2004). De
méme, Chez les patients hospitalisés, la diversité génétique est ¢galement élevée mais les
remplacements des souches sont plus fréquents, contrastant avec la fidélité au site chez les
porteurs sains (Sakwinska et al., 2010). On retrouve des résultats similaires chez les animaux
notamment les PNHs, c'est-a-dire une diversité communautaire importante mais une diversité
intra-individuelle faible; c’est le cas dans 1’étude réalisée chez les singes et les grands

primates au Gabon et en Cote d’ivoire (Schaumburg et al., 2012a) ou dans les sanctuaires de
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PNHs (Schaumburg et al., 2012b). Pour caractériser cette diversité, plusieurs méthodes sont

utilisées.

9%
o

0
o

9%
%

MLST (Multi Locus Sequence Typing). La méthode consiste en la caractérisation des
séquences partielles de 7 génes de ménages (arcC, aroeE, glpF, gmK, pta, tpi, yqiL) et
I’attribution d’un ST (Sequence Typing) a la souche. Les types ayant 5 des 7 génes en
commun sont regroupés dans un méme complexe clonal CC. Cette méthode est
approprié¢ pour des études « macro-épidémiologiques » a grande échelle, pour suivre
par exemple la dissémination de clones majeurs de S. aureus a 1’échelle nationale ou

internationale (Enright et al., 2000)

DLST (Double Locus squences typing) qui consiste en 1’amplification et au
séquengage partiel des geénes hypervariables c/fB et spa.(Kuhn et al., 2006, 2007;
Sakwinska et al., 2009)

PLFA (Polymorphisme de longueur des fragments amplifiés). La méthode consiste a
faire digérer ’ADN genomique par deux enzymes de restriction (EcoR1 et Msel). Des
adaptateurs sont ensuite ajoutés aux extrémités pour permettre la fixation des amorces

sur les fragments (Hookey et al., 1998; Sakwinska et al., 2009).

Spa typing qui consiste a caractériser le nombre et la structure des répétitions de la
séquence codante pour la protéine A. En effet, la région polymorphique X du gene spa
(Figure 16) contient un nombre variable (2 a 23) de séquences répétées de 24 Pb.
L’analyse de ces répétitions aprés séquengage permet d’attribuer a chaque souche un
profil « spa type » dont la définition et la nomenclature sont standardisées au niveau
international (http://spaserver2.ridom.de/spatypes.shtml). Le « spa typing » est une
méthode hautement discriminante adapter aux études « micro-épidémiologiques afin

d’identifier les sources potentielles et les voies de transmission (Shopsin et al., 1999)

Il est également possible de caractériser les souches a partir de la cassette contenant le géne

de résistance mec A a la méticilline SCCmec, du profil toxinique avec les genes eta, etb et etd

(Exfoliative toxin A, B, D) qui codent pour la synthese des toxines exfoliatives A, B et D
(Akineden et al., 2001; Becker et al., 1998), et les genes hla, hlb, hlg et hld (Staphylococcal

alpha-toxin, beta-toxin, gammatoxin, delta-toxin) qui codent respectivement pour la synthése

des hémolysines alpha, beta, gamma et delta (Jarraud et al., 2002), ou le gene tst (Toxic

shock syndrome toxin-1) qui est responsable de la synthése de la toxine du syndrome de choc

toxique (Akineden et al., 2001; Becker et al., 1998).
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I11.6 STAPHYLOCOCCUS AUREUS ET NOTRE COMMUNAUTE D’HOTES
Bien qu’un grand nombre d’études portant sur le staphylocoque doré¢ ait été mené en milieu

hospitalier portant essentiellement sur ’Homme, sa gamme d’hotes couvre différents groupes
taxonomiques (Porrero et al., 2013) dont les PNHs, les chauves-souris et les rongeurs. Les
portages rapportés ou les souches typées a partir des primates en Afrique (Schaumburg et al.,
2012a; Schaumburg et al., 2015), des macaques en Asie (Van Den Berg et al., 2011), des
chauves-souris frugivore Eidolon helvum au Nigeria (Akobi et al., 2012) ou au Mexique
(Galicia et al., 2014) et du rat Rattus norvegicus (Himsworth et al.,, 2014), sont des

exemples de cette plasticité d’hotes.

I1.7 LES SARM

I1.7.1 Historique des SARM

La Méticiline est un antibiotique appartenant au groupe de béta-lactamines qui a constitué
pendant longtemps le traitement de premicre intention des infections staphylococciques
(CDC., 2001). Le géne mec qui code pour la syntheése de la protéine A a I’origine de la
résistance (Figure 17) est localisé sur un élément génétique mobile chromosomique appelé
«Staphylococcal Cassette Chromosome» ou SCCmec (Figure 18) qui peut contenir d’autres
genes de résistances a d’autres antibiotiques (Katayama et al., 2000). La casette SCCmec
comprend deux ¢€léments essentiels que sont le complexe du geéne mecA (composé du gene
mecA et des geénes régulateurs mecl et mecR1 disposés en 4 classes) et le complexe du gene

Cecr disposé en 5 types.

SCCmec

S.aureus . orfX
orfX ' v
7777777777 0 e (R oo lpmnt77777777

Figure 18: Composition de la cassette SCCmec (Ito et al., 1999)
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La combinaison des différentes classes de complexe mec et des 5 types de recombinasse

permet de définir le type de cassette (Ito et al., 1999) (Figure 19).

ccr gene complex mec gene complex
type 1 (ccrAlccrBl) Class A
type 2 (ccrA2ccrB2) joining-regions Class B
type 3 (ccrA3ccrB3) Accessory genes ClassC
type 4 (ccrA4ccrB4) ClassD
type 5 (ccrC) Integrated at
/ \ the 3’ end of orfX
J1 12 3

e |
Direct repeats / inverted repeats / Ito, 1999

Figure 19: Composition des complexes géne mec A et gene mec ccr (Ito et al., 1999)

La premicre vague de résistance a la méticilline intervient en 1962, juste un an aprés sa
commercialisation (Madec and Haenni, 2010). De 1962 a 1993, 5 lignées ou clones multi
résistants, dénommés « Hospital-Acquired » (ou SARM-H) a I’origine des infections
nosocomiales, vont diffuser trés largement de manicre épidémique dans les hopitaux (Haenni
et al., 2011; Rammelkamp and Maxon, 1942). La deuxiéme vague est marquée par la
description et la dissémination entre 1990 et 2000 des SARM dit communautaires (SARM-C)
dans la population générale (Australie, Europe, Amérique du Nord) (Lowy, 2003;
Rammelkamp and Maxon, 1942), et la description chez ’homme de SARM d’origine
animale (SARM-AE) dans les années 2000 (Armand-Lefevre et al., 2005; Krziwanek et al.,
2009). Les clones de SARM-C ont la particularité¢ d’étre non seulement indépendants entre
eux et vis-a-vis des SARM-H, mais ils sont plus sensibles que les SARM-H et rarement
multi-résistants (CDC., 2001). Aujourd’hui, au-dela du milieu hospitalier, les SARM sont
décrits chez un grand nombre d’espéces animales tant sauvages (Gomez et al., 2014;
Himsworth et al., 2014; Schaumburg et al., 2012b) que domestiques (Katakweba et al.,
2016), comme le porc avec le clone ST 398 couramment décrit en Europe (Vandendriessche

et al., 2013).

I1.7.2 Epidémiologie des SARM
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a) Les SARM Hospitalieres
Les SARM-H sont rencontrés dans les milieux hospitaliers; ils sont favorisés par un long

sé¢jour dans les unités sanitaires et sont généralement résistants a plusieurs antibiotiques

(CDC., 2001).

b) Les SARM communautaires
Les SARM-C sont des souches isolées chez des patients ambulatoires n’ayant ni fréquenté le

milieu hospitalier depuis moins de 48h, ni eu recours aux soins médicaux (CDC., 2001). Les
SARM-C se distinguent des SARM-H par la présence des marqueurs génétiques dont la
toxine de Panton-Valentine ou LPV (Leucocidine de Panton-Valentine), la cassette SCCmec
type IV, V, ou VII (CDC., 2001) et une clinique variée (pneumopathies nécrosantes,
infections ostéo-articulaires, bactériémies) mais dominée par des infections de la peau et des
tissus mous (CDC., 2001; King et al., 2006; Moran et al., 2005). Une étude menée dans les
services d’urgences de 11 villes aux USA a montré que 57 % des infections de la peau et des
tissus mous dues a S. aureus ¢€taient des SARM et que 97 % d’entre elles étaient lices a la
souche USA300'"° (Moran et al., 2006) ; un constat similaire a été fait par (Talan et al.,
2011) alors que les conclusions d’une autre étude multicentrique menée en 2005 bien que
discutée, affirmaient que les infections invasives 3 SARM provoqueraient aux FEtats-Unis
d’Amérique (USA) plus de déces par an que le VIH, la tuberculose et 1’hépatite réunis
(Boucher and Corey, 2008; Klevens et al., 2007).

A la différence des USA, la situation des SARM-C en Europe n’a pas évolué vers ’endémie
et I’essentiel des souches décrites appartiennent au groupe clonal ST80, agrlll, qui possede
les geénes codant la PVL, I’exfoliatine D (etd) et ’EDIN (epidermal cell differentiation
inhibitor) (Tristan et al., 2007). On note cependant un patron de distribution avec des
prévalences croissantes du Nord vers le Sud de I’Europe avec 1,6 % de prévalence en
Angleterre (Holmes et al., 2005), 2,5% en Belgique et Allemagne (Vandendriessche et al.,
2012), 25 % en Grece (Chini et al., 2008) et 72% en Algérie (Ramdani-Bouguessa et al.,
2006). En France, au cours d'une enquéte menée entre 2002 et 2003 sur des isolats de
staphylocoques échantillonnés dans 42 villes, les souches isolées appartenaient a deux clones
dont un clone majeur (ST5) et un clone mineur (ST30). Ces clones ont été associés a la fois au
SARM-H (12 cas) et d’autres reliés aux infections communautaires acquises ou SARM-C (8
cas) (Durand et al., 2006). Les autres faits épidémiologiques sont la tendance générale a

I’augmentation des prévalences, la colonisation des hdpitaux par les SARM-C et surtout le

10 USA300 est une souche de Staphylococcus aureus (MRSA) résistant a la méticilline, associée a la
communauté, qui est apparue comme une épidémie particuliérement résistante aux antibiotiques.
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remplacement de SARM-H par les SARM-C (Sexton et al., 2006). Ces observations —
illustrées aux USA ou I'épidémiologie est dominée par le clone ST8 (USA300) avec des
prévalences croissantes aussi bien dans la population générale que dans les hopitaux (King et
al., 2006; Miller et al., 2012; Talan et al., 2011) et a Taiwan ou ST59 est responsable de
13% des infections nosocomiales (Huang et al., 2008) , suggerent une adaptation des SARM-
C au milieu hospitalier (Klevens et al., 2007; Seybold et al., 2006). En Grece, une étude
rapporte que 23 % des SARM isolés en milieu hospitalier sont PVL (Chini et al., 2006) de
méme que 3% en Iran (Shariati et al., 2016).

Par ailleurs, a I’image de Staphylococcus aureus, la dispersion des SARM-C semble favorisée
par la promiscuité. Les cas d’épidémies a USA300 rapportés chez des footballeurs
(Kazakova et al., 2005), les prisonniers (CDC., 2001) ou la communauté homosexuelle a
San-Francisco (Diep et al., 2008a) sont des exemples de I’effet de la promiscuité, alors que
dans le premier cas, la souche responsable n’était pas retrouvée dans le nez des joueurs
infectés, ni dans leur environnement ou chez les autres personnes de 1’équipe (Kazakova et
al., 2005). Cette observation suggere que la dynamique de propagation des SAMR-C se fait
via diverses sources (peau, nez, etc.) et que les comportements favorisant la promiscuité et les
contacts sont des comportements a risque.

Les SARM communautaires ont également une grande capacité a se diversifier et a
disséminer. La diversification est autant génétique que vis-a-vis de la résistance aux
antibiotiques. En Europe, ST80-IV est certes majoritaire mais il y a une tendance a la
diversification des clones avec une proportion croissante du clone USA300 (Stegger et al.,
2014). En Suede par exemple, entre 2000 et 2005, 38 % des SARM communautaires étaient
représentés par le clone ST80-MRSA-IV, 16 % par le clone le ST§-MRSA-IV, 11% par le
ST88-MRSA-IV et 11% par le variant ST150-MRSA-V. Au Danemark, le clone USA300 est
fréquemment décrit depuis 2003 alors que depuis 1995, le clone ST80 était le clone
prédominant (Fang et al., 2008). Par ailleurs, d’autres SARM-C non producteurs de PVL sont
actuellement détectés. On peut citer le clone « Géraldine » qui appartient au STS, groupe
agr2, SCCmec-1V possédant le géne tst codant la toxine du choc toxique staphylococcique. Il
a été identifié¢ en 2006 en France (Durand et al., 2006). Une Illustration de la diversification
de la résistance aux antibiotiques est donnée avec le ST80 dont la gamme de résistance
initialement limitée a la pénicilline, I’oxacilline, la kanamycine, la tétracycline et 1’acide
fusidique s’est étendue aux macrolides (érythromycine) (Tristan et al., 2007). Un exemple
illustrant la capacité de dispersion est le clone CA-MRSA CC80 pour « Community-acquired

methicillin-resistant Staphylococcus aureus » (ST80) majoritaire en Europe (Figure 20)
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(Stegger et al., 2014) mais qui serait issu d’un ancétre sensible a la méthicilline PVL positif

circulant en Afrique subsaharienne (Stegger et al., 2014). Il a été également identifi¢ dans

toute I'Afrique du Nord (Ramdani-Bouguessa et al., 2006), au Moyen-Orient avec des

rapports sporadiques récents en Afrique sub-saharienne (Stegger et al., 2014). Cette capacité

de colonisation des SARM communautaires est illustrée par la dispersion des cinq principaux

types de SARM communautaire de la Figure 20 (DeLeo et al., 2010; Diep and Otto, 2008)

que sont :

%
<

9%
%

%
<
%
<

%
<

Amérique du nord: clone USA300 (ST8-IV) endémique aux USA qui s’est par la
suite disséminé¢ (Tenover and Goering, 2009). La facilit¢ de ce groupe a se
disséminer résulterait de sa particularité d’héberger a la fois les genes codant la PVL,
comme la quasi-totalit¢ des SARM-C et ’élément génétique mobile ACME (pour
arginine catabolic mobile element) - qu’on trouve trés rarement chez les autres groupes
clonaux de SARM communautaires (Diep et al., 2008b; Goering et al., 2007)
Europe: clone européen (ST80-IV) majoritaire (prévalence faible, mais en
augmentation ; tendance a la diversification des clones avec une proportion croissante
du clone USA300). Bien que fortement associé a des infections cutanées et des tissus
mous, il est rare de le trouver parmi les porteurs asymptomatiques. Les souches CC80
sensibles a la méthicilline (SASM) sont extrémement rares, sauf en Afrique sub-
saharienne (Stegger et al., 2014).

Sud-Ouest Pacifique/Océanie (ST30-1V).

Asie: clone Taiwanais (ST59-1V, ST59-V), USA700 (ST72-1V).

Oceanie: clone ST 1.
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Cinq lignées dominent
ST80-1V (clone européen), ST8-1V (USA300), ST30-IV (clone Sud-ouest

Pacifique/Océanie), ST5S-IV/V (Taiwan),ST1-IV (USAQ00) |\ oo oial Lancet 2010: 1557

Figure 20: Répartition des 5 principaux clones communautaires (DeLeo et al., 2010).

< En Afrique et au Gabon: Les souches les plus répandues en Afrique sont le clone
africain MRSA STS88 et le clone STS. Le ST88 est tres répandu en Afrique de 1'0Ouest,
centrale et de 'Est et ne contient pas de génes PVL''. Ce clone a été significativement
associ¢ aux infections a S. aureus au Gabon (Schaumburg et al., 2011b;
Schaumburg et al., 2015). Les isolats MSSA les plus répandus dans des études
antérieures au Gabon étaient ST15 et ST152 (Ateba Ngoa et al., 2012; Schaumburg
et al.,, 2014b; Schaumburg et al., 2011b). Le tableau 21 représente les principaux

clones communautaires du S. aureus en Afrique

i PVL: leucocidine de Panton-Valentine (toxine de Panton-Valentine)
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Bl ST5-MSSA
B sTta-MmssA
ST15-MSSA
B sT30-MSSA
ST121-MSSA

ST152-MSSA

Figure 21: Principaux clones communautaires du S. aureus en Afrique (Schaumburg et al.,

2014b)

1.8 CORRESPONDANCES MLST ET SPA TYPES DE QUELQUES CLONES
Selon que la méthode de typage utilisée soit du MLST ou du spa typing, le code de la souche

va étre respectivement précédé de « ST » ou «t ». Le tableau 4 donne pour quelques clones

majeurs, les correspondances entre ces deux nomenclatures.

Tableau 4 : Correspondance MLST (ST) et spa typing de quelques clones majeurs

MLST | Spa typing Références

(ST)

ST1 t127, t128, t174, t175, t176, t386, t558 http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml

ST8 1008, t024, t064, t190, t206, t211 http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml

ST30 t012, t018, t019, t021, t138, t268, t276, http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml
t318, t338, t391

ST15 t084, t085, t165 http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml

ST152 t355, t4235 (Schaumburg et al., 2011b)

ST59 t199, 1216, t444 http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml
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ST80 t044, t416 http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml

ST88 t186 http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml

ST121 t159, t170, t269, t284, t285, t308, t314, | http://spaserver2.ridom.de/mlst.shtml
t317

I1.9 TRANSFERT INTER-ESPECES
Le premier cas connu d’infection humaine par une souche d’origine animale est le clone

ST398 provenant du porc (Cuny et al., 2010), identifi¢ dans un élevage de porcs (Armand-
Lefevre et al.,, 2005). D’autres cas ont été rapportés, par exemple des cas humains
d’infections nosocomiales associés a des pneumonies parmi les propriétaires de chiens ou de
chevaux en Allemagne et en Autriche (Witte et al., 2007), d’¢leveurs de porcs au canada
(Golding et al., 2010) ou parmi les vétérinaires travaillant avec des porcs (Wulf et al., 2008).
La description de nouveaux cas humains en Autriche (Krziwanek et al., 2009) a été le point
de prise de conscience ayant abouti a une grande étude menée dans plusieurs pays européens

sur le portage de SARM chez le porc (www.efsa.europa.eu/fr/scdocs/doc/1376.pdf). Ce

constat est une préoccupation majeure pour la santé publique du fait que la transmission porte
parfois sur des souches résistantes aux antibiotiques (Rolland et al., 1985; Schaumburg et
al., 2012b; Unwin et al., 2012). En primatologie, On notera le cas d’un gorille mort suite a
une septicémie liée a la souche t148 (Nagel et al., 2013) qui est connu comme agent
pathogéne humain (Schaumburg et al., 2011a). Bien que discutée sur ses conclusions par
(Unwin et al., 2012), la description de souches résistantes a la méticilline dans un sanctuaire
de chimpanzés (Schaumburg et al., 2012b) a ét¢ un déclencheur de la prise de conscience de

ces échanges et des « mauvaises » habitudes médicales dans le monde de la primatologie.

III. LES PARAMYXOVIRUS

I11.1 DEFINITION ET CLASSIFICATION
Du grec para: «a coté de» et de myxa: "mucus", la famille des Paramyxoviridae est I’une des

six familles qui forment ’ordre des Mononegavirales avec les familles des Filoviridae,

Rhabdoviridae, Bornaviridae et les deux nouvelles familles récemment introduites apres la
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derniere actualisation de 2016, a savoir les Mymonaviridae et les Nyamiviridae (Afonso et al.,
2016). Jusqu’en 2015, il était établi que la famille des Paramyxoviridae comprenait les sous-
familles Pneumovirinae et Paramyxovirinae composées respectivement de 2 et 5 genres.
Outre ces deux sous- familles, on retrouvait des especes non classées dans chacune des deux
sous-familles, a I’exemple des Mossman virus, Mapuera virus, Fer de lance virus. Dans la
nouvelle classification actualisée par « I’International Committee on Taxonomy of Viruses
«ICTV » en 2015 (http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp), il n’y a plus de sous-
familles et deux nouveaux genres ont été créés pour classer les especes autrefois non classées
(Maganga et al., 2014a). A ce jour, en plus de deux nouveaux genres que sont les
Aquaparamyxovirus et Ferlavirus, la famille comprend 5 autres genres: Avulavirus,

Henipavirus, Morbillivirus, Respirovirus et Rubulavirus (Tableau 5) (Fauquet et al., 2005).

Tableau 5 : Classification des paramyxoviridae, (ICTV, 2016)

Genre Hotes Transmission sources
Avulavirus Oiseaux Contact* (Mraidi, 2014)
Humain; chevaux Acérosol, contact™ (O'sullivan et al., 1997)
o Chien; Chat; ingestion (Hyatt and Selleck, 1996)
Morbillivirus Cétacés (Ludlow et al., 2014)
[ T T T
. Poissons Inconnue -
Aquaparamyxovirus
I I I
Homme, Contact* (Agut et al., 2000)
o Chauves-souris Morsure (zoonose)  (Field et al., 2001)
Henipavirus

(Clayton, 2017)
(Chua et al., 1999)

I
Homme, Acérosol (Agut et al., 2000)

Respirovirus
P Rongeurs

T T

Homme; Acérosol, salive | (Agut et al., 2000)
PNHs; (Chant et al., 1998)
oiseaux;

Chiens

Rubulavirus

I
Ferlavirus Reptiles Inconnue -

*contact avec les matieres souillées (féces, sécrétions)
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Cependant, malgré cette nouvelle classification, certains virus restent non classés; c’est le cas
des virus Belinga Bat Paramyxovirus (BelPV) identifiés chez la chauve-souris Coleura afra
au Nord du Gabon (Maganga et al., 2014a), du virus J (J virus) isolé chez le rat Mus
musculus (Jun, 1976; Jun et al., 1977) et du virus Beilong (BeiPV) isol¢ chez I’'Homme (Li
et al., 2006).

I11.2 STRUCTURE ET ORGANISATION DU GENOME
Les virus de la famille des Paramyxoviridae sont de forme généralement sphérique avec un

diametre compris entre 150 et 350 nm. La structure générale du virion est constituée d'une
membrane double couche lipidique dans laquelle sont insérées des glycoprotéines de surface
que sont la protéine F et la protéine d’attachement HN ou H/G qui interviennent dans les
mécanismes d’agglutination et de pénétration des cellules hotes (Lund et al., 1984). Cette
structure sphérique enveloppe la nucléocapside (ou complexe ribonucléoprotéique, RNP) qui

contient un génome a ARN monocaténaire (Terrier et al., 2008) (Figure 22).

® | N

F ‘ -~ Hémagg_lu_tinine

Protéine de fusion '>’)"' \4‘ Neuraminidase
XA,

'\Z/ \— Protéinede la
matrice
Enveloppe lipidique - . .

RNP
Ribenucleoprotéine
ARM viral+ N+ P + L

Figure 22: Organisation du virion des paramyxovirus. La nucléoprotéine (N) et de la
Phosphoprotéine (P) forme la ribonucléoprotéine (RNP) qui constitue le génome du virion
(Terrier et al., 2008)

L'ARN génomique est enroulé trés étroitement autour de la protéine de la nucléocapside qui
permet la transcription des ARN messagers in vitro sans se désassembler (Harris et al., 2001;
Money et al., 2009) (Figure 22). Constitué¢ d’environs 15500 nucléotides, le génome des
virus comprend six genes codant pour les protéines structurales (7 dans le cas des virus du
genre Rubulavirus et 10 dans le cas de ceux du genre Pneumovirus) et des génes codant des

protéines ‘‘accessoires’’ (C et V) (Lamb, 2007; Peeters et al., 1999).
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Sur le plan fonctionnel, le génome, se distingue par deux régions correspondant a 50
nucléotides aux extrémités 3’ et 5’ : ces régions dites «leader » pour D'extrémité 3’
extracistronique et «trailer» pour l’extrémité 5’extracistronique, qui sont des sites de

régulation de la réplication et la transcription (Figure 23)

N PCNV M F H L

Measies 3 Lo - HTTTH = =T 5
N PCN M F HN L

Sendal 3 Lo~ = =T 5
N VP M F SH HN L

Mumps 3 Le—-IIHHTTHH - =Tr§
NSINS2ZN P MSH G F M2 L

RSV 3 Le e - = = =T 5

Figure 23: Organisation génomique de quelques virus de la famille des Paramyxoviridae.
Exemple du virus de la rougeole (Measles), des oreillons (Mumps), de Sendai (Sendai) et le virus

respiratoire syncytial (RSV). le segment violet représente la portion du géne codant pour les
nucléoprotéines (N); le segment vert, les phosphoprotéines (P); le segment vert : la matrice (M) ; le
segment rose : les protéines de fusion (F); le segment bleu-ciel : les protéines d’attachement (H) ; le
segment jaune : la polymérase (L) (Cox and Plemper, 2015).

I11.3 DIVERSITE GENETIQUE
La famille des paramyxovirus est caractérisée par une importante diversité d’especes sans

cesse en croissance. En effet, Jusqu’en 2012, on dénombrait 57 taxa dont 36 seulement étaient

recensés par ICVT"? (http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp). En 2012, 66 nouvelles

especes vont s’ajouter suite a une étude sur des chauves-souris et des rongeurs (Drexler et al.,
2012). A ce jour 43 especes seulement sont reconnues et classées par ICVT, comme illustré
dans le tableau 6). Certains virus a I’exemple du J virus isolé a partir rat Mus musculus (JPV ;
Genbank : NC_007454) en Australie (Jack et al.,, 2005) ou du Tupaia paramyxovirus
(TupPV ; Genbak : NC 002199) (Springfeld et al., 2005), sont encore non classés (Zeltina
et al., 2016).

21CVT : International Committee on Taxonomy of Viruses
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Tableau 6 : Diversité des paramyxovirus (http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp

Genres Espéces Quelques espéces N° d’accession
classées Genbank
Aquaparamyxovirus | | paramyxovirus du somon de|NC_025360
[’Atlantique (AsaPV)
Avulavirus 12 paramyxovirus — aviaire 6| NC 003043
(APMV6) AF212323 /
Newcastle disease virus (NDV) | NC 002617
Ferlavirus 1 Fer-de-lance virus (FdIPV) NC 005084
Henipavirus 5 Ghanaian  bat  henipavirus | HQ660129
(GhV) NC 025351
virus Cedar (CedPV) NC 002728
virus Nipah (NiV) NC 001906
virus Hendra (HeV) NC 025352
virus Mojiang (MojPV)
Morbillivirus 7 morbillivirus felin (FmoPV) JQ411014
virus de la maladie de Carré| AY386315
(CDYV) NC 001498
virus de la rougeole (MeV) FJ905304
peste-des-petits-ruminants
Virus
(PPRYV)
Respirovirus 5 virus Sendai (SeV) NC 001552
virus parainfluenza humain 1| NC 003461
(hPIV1) AY283063
virus parainfluenza humain 3 |/NC_001796.2
(hPIV3) NC 002161
virus parainfluenza bovin virus
3
(bPIV3)
Rubulavirus 7 Virus Tioman (TioPV) NC 004074
virus Menangle (MenPV) NC 007620
virus Tuhoko 1 (ThkPV1) NC 025410
Virus  parainfluenza humain | NC_003443
virus 2 (PIV5) NC 006430
Virus parainfluenza 5 (PIV5) | NC _002200
virus des oreillons (MuV) NC 009640

rubulavirus porcin (PorPV)
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I11.4 ECO-EPIDEMIOLOGIE DES PARAMYXOVIRUS
Une caractéristique commune des parasites dit émergents est sans doute le lien de causalité

existant entre leur ¢émergence et les changements des conditions écologiques,
environnementales ou démographiques (Daszak et al., 2001; Guernier et al., 2004; Taylor
et al., 2001a). Ces changements peuvent favoriser ’abondance des vecteurs, la circulation et
la transmission interspécifique de parasites cantonnés jusque-la a un environnement donné
(Lederberg et al., 1992; Smolinski et al., 2003). Dans le cas des paramyxovirus, les
connaissances écologiques sur les conditions d’émergence sont susceptibles d’évoluer tant les
nouveaux genres récemment décrits a 1’exemple des Ferlavirus et Aquaparamyxovirus

(http://www.ictvonline.org/virustaxonomy.asp) sont a documenter et/ou a classer (Maganga

et al., 2014a; Zeltina et al., 2016). Toutefois, pour les virus documentés, il est admis que la
transmission se fait de maniére directe (inhalation de sécrétions rhinopharyngées émises par
un sujet infecté au cours d’un éternuement par exemple) ou indirecte par I’intermédiaire des
produits souillés (Plowright et al., 2008). Une fois transmis, le virus est véhiculé par les
sécrétions rhinopharyngées avant de pénétrer dans les voies respiratoires supérieures ou il se
multiplie pour atteindre une bonne virémie, puis se localise dans les organes cibles tels que le
poumon, le foie la rate et les reins. Dans une étude longitudinale portant sur le virus Hendra
(HEV) dans une population de chauve-souris de ’espece Pteropus scapulatus, (Plowright et
al.,, 2008) ont montré que: (i) 1’état physiologique notamment la gestation, le stress
nutritionnel 1i¢ aux changements climatiques ou d’habitat influencaient de fagon significative
la prévalence du virus HEV, suggérant que les changements environnementaux d’origines
anthropiques pourraient favoriser I’émergence de HEV; (ii) le virus HEV se transmettait via
les matieres biologiques souillées (féces, secrétions, urine) et (iii) suivant les saisons, 1’espece
Pteropus scapulatus jouerait un role dans la persistance et la transmission interspécifique de
HEV (Plowright et al., 2008).

Lors de 1’épidémie due au virus Nipah en Malaisie en 1998 et 1999, ayant causé le déces de
105 personnes sur 265 infectées parmi les agriculteurs et éleveurs de porcs (Chua et al.,
2000), les enquétes épidémiologiques ont montré que les porcs a 1’origine de I’infection
humaine (Chua et al., 2000; Field et al., 2001) s’¢taient probablement infectés a partir des
feces, urine ou débris alimentaires d’especes de chauves-souris frugivores du genre Pteropus
spp., réservoir du virus (Chua et al., 2002) ; elles ont aussi montré que les vergers installés a

proximité des élevages pour utiliser les déchets comme engrais, étaient fortement colonisés
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par les chauves-souris en saison de maturation de fruits (Kaw Bing et al., 2002). Ces
observations ont été confirmées par les données de télémétrie qui ont montré que les chauves-
souris frugivores Pteropus vampyrus (Field et al., 2001) étaient attirées par les vergers en
période de maturation des fruits (Spencer et al., 1991). Un lien similaire entre la
déforestation, 1’agriculture, I’immigration de chauves-souris et I’émergence des virus Hendra
and Nipah a été établi lors des épidémies a ces virus en 2001 et 2004 en Inde (Field et al.,
2001; Hsu et al., 2004; Kumar, 2003). Ces observations corroborent le principe largement
soutenu par plusieurs auteurs (Daszak et al., 2001; Guernier et al., 2004; Taylor et al.,
2001b) qui établit que I’émergence des maladies infectieuses est favorisée par des
changements environnementaux ou démographiques liés aux activités humaines (Morse,
1996; Wolfe et al., 2005) .

Sur le plan épidémiologique, la description des paramyxovirus est rapportée sur tous les
continents soit occasionnellement, a I’exemple du virus Belinga Bat Paramyxovirus (BelPV)
identifi¢ au Gabon chez des chauves-souris Coleura afra et du J virus isolé chez le rat Mus
musculus (Jun et al.,, 1977; Maganga et al., 2014a) ou chez I’Homme, soit de fagon
sporadique lors des épidémies comme celles des virus Nipah et Hendra respectivement en
Malaisie, Singapour et en Inde (Chua et al.,, 2000; Field et al., 2001). Le manque
d’informations sur les conditions écologiques des infections dans la faune sauvage au Gabon
(Drexler et al., 2012; Maganga et al., 2014a) ne nous permet pas de distinguer leur caractere

¢pidémique ou endémique.

I11.4 LES PARAMYXOVIRUS ET LES MODELES HOTES DE CETTE ETUDE
Les paramyxovirus sont décrits chez divers types d’hotes (Tableau 5) dont les mammiferes

(Drexler et al., 2012), reptiles (Marschang et al., 2009) et poissons (Falk et al., 2008).
L’Homme est un hote privilégié aussi bien pour les infections cycliques a tendances
épidémiques a I’exemple de I’épidémie au virus Hendra qui aboutit a la mort d’un dresseur de
chevaux en Australie (Murray et al., 1995), que pour les infections sporadiques rapportées
au canada, en Malaisie (Bastien et al., 2003; Boivin et al., 2002; Chua et al., 2000), en
Australie de 1999 a 2008 (Field, 2008) ou en Malaisie avec 1’exposition d’'un Homme au
virus Tioman ou a un virus apparenté (Yaiw et al., 2007). Les chauves-souris et les rongeurs
sont également connus pour abriter plusieurs espeéces de paramyxovirus. Diverses études
menées chez plusieurs espéces de chauves-souris ou rongeurs ont abouti soit a un diagnostic
direct de ’ARN viral, soit a la mise en évidence des anticorps témoins de 1’infection. Dans
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cette étude menée par Drexler et al. (2012) sur un échantillon de 4954 chauves-souris et 4324
rongeurs (Drexler et al., 2012), 3.3% des chauves-souris correspondant a six (6) familles sur
dix (10) étudiées, et 3,1 % des rongeurs ont été testés positifs. Le role de chauves-souris
comme réservoir de paramyxovirus est également illustré par les chauves-souris frugivores
Pteropus spp. avec les virus Hendra et Nipah en Asie, en Australie et en Afrique (Chua et al.,
2002; Drexler et al., 2009; Field et al., 2001; Hayman et al., 2008), et par la caractérisation
d’une nouvelle espéce dite (BelPV)'" chez une chauve- souris cavernicole (Coleura afira) du
Gabon (Maganga et al., 2014a). L’isolement du virus Tailam a partir de Rattus
andamanensis & Hong Kong (Woo et al., 2011), du virus Mossman chez Rattus leucopus en
Australie (Miller et al., 2003) ou l’isolement du J-virus chez Mus musculus (Jack et al.,
2005) confirment la réceptivité des rongeurs aux paramyxovirus.

Les PNHs sont aussi sensibles aux infections par les paramyxovirus. Les investigations
menées apres la mort d’une femelle gorille dans les groupes habitués de gorilles de montagne
(Gorilla g. beringei) a la suite d’une pathologie respiratoire au Rwanda, ont révélé une
infection concomitante entre Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae et un
metapneumovirus humain (Palacios et al., 2011; Spelman et al., 2013). Dans ces
programmes d’habituation de gorilles dans la région de virunga au Rwanda, les maladies
respiratoires constituent la deuxieme cause de mortalité apres le traumatisme (Mudakikwa et
al., 2001). Entre 1968 et 2004, 24 % de cas de mortalité documentés étaient causés par une
maladie respiratoire sévissant sous forme d’épidémie (Nutter et al., 2005). Aucune ¢étude ne
nous permet cependant d’affirmer que toutes ces maladies respiratoires sont liées aux

paramyxovirus.

I11.5 TRANSMISSION INTERSPECIFIQUE
Le développement de la phylogénie a permis non seulement d’améliorer I’étude de 1’histoire

évolutive des parasites dont les paramyxovirus, mais aussi d’asseoir le potentiel
interspécifique de certaines especes de ce groupe. La comparaison phylogénétique d’isolats
provenant d’épidémies mortelles liées au virus Hendra en Australie et Nipah en Asie (Chua
et al., 2000; Hsu et al., 2004) ont permis d’établir I’origine animale (chauves-souris du genre
Pteropus, porcs et chevaux) par acquisition sporadique des souches animales par I’Homme

(Chua et al., 2000; Drexler et al., 2012; Field et al., 2001; Yaiw et al.,, 2007). Ces

BelPv'? : Belinga paramyxovirus.
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observations sont confortées par la description chez 1’espéce Eidolon helvum au Ghana de
fragments de séquences proches de celles isolés chez ’'Homme (Drexler et al., 2009). Par
ailleurs, une étude récente a rapporté des cas d’infection de chauves-souris frugivores
porteuses d’un virus proche du virus des oreillons (Mumps virus) infectant I’Homme et d’un
nouveau clade proche du virus respiratoire syncytial humain (Drexler et al., 2012). Ce
résultat suggere que ces virus auraient une origine monophylétique (Drexler et al., 2012).

Dans le cadre de I’interaction Homme vs PNHs, divers échanges de paramyxovirus ont été
rapportés notamment dans les programmes de suivi pour I’habituation de groupes a but
touristique, les parcs ou les zoos. Dans le cadre des programmes d’habituation portant
essentiellement sur les Grands Singes (gorilles, chimpanzés, orang-outang), le but étant
d’habituer les PNHs a la présence de I’homme. Les animaux sont en contact direct avec les
équipes de vétérinaires, d’éthologues et les touristes (Spelman et al., 2013). Le Tableau 7

présente une synthese de différents cas rapportés dans la littérature.

Tableau 7: Quelques cas de zoonoses liées au paramyxovirus enregistrés dans les
programmes d’habituation de gorilles de montagne (Gorilla g. beringei) et sanctuaire de
PNHs

Pathogéne Source Hote d’accueil  Pays références
MPVh Homme Gorilles Rwanda (Palacios et al., 2011)
(Spelman et al., 2013)
VPIh3 Homme Babouins Zambie (Sasaki et al., 2013)
VRSh Homme Chimpanzés Cote d’ivoire  (Kondgen et al., 2008)
MPVh Homme Chimpanzés Cote d’ivoire ~ (Kondgen et al., 2008)
VRSh Homme Chimpanzés Allemagne (Szentiks et al., 2009)
MPVh Homme Chimpanzés Tanzanie (Kaur et al., 2008)

VPIh3= Virus parainfluenza human type 3 ; VRSh = virus respiratoire syncytial humain

MPVh =Metapneumovirus humain.
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" Deuxieéme partie :
I Approche Meéethodologique



I. PRESENTATION DU SUJET DE THESE

1.1 PROBLEMATIQUE
Au cours de ses derniéres années, plusieurs auteurs ont soutenu que I’émergence des

nouvelles maladies chez I’ Homme est principalement due a des changements d’hotes par les
agents infectieux, du fait des modifications environnementales engendrées par les activités
humaines (Mackenstedt et al., 2015; Patz et al., 2000; Smith et al., 2009). Cependant, la
plupart de ces études se sont essentiellement intéressé a la compréhension de la dynamique
des agents infectieux séparément les uns des autres et généralement au sein d’une seule
espece hote (Nizeyi et al., 2001; Spelman et al., 2013). Cette vision néglige trois aspects
importants qui pourraient constituer des axes majeurs dans les interactions hote/Parasites, la
circulation et la persistance des agents infectieux. Premierement, les infections simultanées
par plusieurs agents peuvent largement modifier la dynamique intra-individuelle et
populationnelle de chacune des especes hotes. Ainsi donc, il devient important d’étudier non
plus les agents séparément mais d’étudier ’ensemble des communautés de pathogenes au
sien d’une espéce hdte. Deuxiemement, un agent infectieux peut alterner (e.g. pathogénes
vectoris€s) ou coloniser (e.g. présence de réservoirs, pathogenes généralistes) différents hotes
qui influencent chacun 1’épidémiologie de I’agent et exercent sur lui des pressions sélectives
spécifiques. Il est donc important d’étudier la circulation des agents infectieux au niveau de la
communauté d’hotes et non plus a I’échelle d’une seule espece réservoir. Enfin, de nombreux
agents potentiellement pathogenes circulent de fagon asymptomatique dans les populations
(e.g. le foamy virus'* et le SIV" chez les mandrills). Il est donc important de centrer le
questionnement non plus sur les cas symptomatiques qui ne représentent qu’une partie
émergée de ’interaction et des processus, mais sur la détection des cas asymptomatiques
rendue possible par la disponibilité des méthodes de criblages moléculaires.

Situé a I’interface forét-savane au sud-est du Gabon, le Centre de Primatologie (CDP) du
Centre International de Recherche Médicale de Franceville (CIRMF) au Gabon abrite pres de
350 individus d’une dizaine d’espéces reparties dans deux types d’habitats que sont les
volicres et les enclos de semi-liberté. Alors que les volieres abritent les gorilles (Gorilla
gorilla gorilla), chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes), macaques (Macaca sp), vervets

(Chlorocebus aethiops), mangabeys (Cercocebus torquatus), les enclos de semi-liberté

14 . , . , , . . L.
Foamy virus: encore appelé spomavirus, c’est un rétrovirus infectant aussi bien les Hommes que les PNHs

avec le prototype PFV (pour Primate Foamy Virus)

15 . . o ..
SIV : Virus de l'immunodéficience simienne
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arborés sont des écosystemes de plus de 8 ha de forét qui abritent les mandrills (Mandrillus
sphinx) et les solatus (Cercopiteccus solatus). Aussi bien en voliere qu’aux enclos de semi-
liberté, les zones de nourrissage des PNHs constituent des vrais carrefours avec les
micromammifeéres (rongeurs et musaraignes) et les chauves-souris frugivores qui se
nourrissent de bananes destinés a 1’alimentation de primates et des débris alimentaires issus
du nourrissage de ces derniers. Les nourrissages sont effectués par des soigneurs qui, apres
des contacts étroits et répétés avec les PNHs durant les heures de travail, regagnent leur foyer
ou cohabitent généralement plusieurs personnes. Situ¢ dans les Plateaux Bateké prés de la
frontiere du Congo, le Projet de Protection des Gorilless (PPG) abrite uniquement les gorilles
(G. g. gorilla) alors que le Parc de Lékédi a Bakoumba (Lek) comprend aussi bien les gorilles
(G. g. gorilla) que les chimpanzés (P. t. troglodytes). Sur ces deux (2) sites, les soigneurs
sont également au contact avec ces animaux qu’ils suivent et accompagnent quotidiennement.
De par la diversité d’especes hdtes qui y cohabitent, le Centre De Primatologie du CIRMF et
ces deux (2) sanctuaires de PNHs pourraient constituer de véritables lieux de convergence
qui, en permettant les contacts soient directs (Homme vs PNHs), ou indirects (Homme, PNHs
vs chauves-souris, micromammiferes), favoriseraient la circulation et la persistance d’agents
pathogenes entre les different hotes vivant dans ces environnement confinés. Si ces échanges
sont confirmés, des réelles réponses dans la gestion sanitaire du risque infectieux doivent étre
discutées car si la transmission des agents pathogénes humains aux Grands Singes est un
probléme de conservation, la voie de transmission supposée est un probléme de santé
humaine, voire de santé publique. A titre d’exemple, la pandémie de sida est née du passage
et de I'adaptation du virus d'immunodéficience de chimpanzé (SIV) a I'homme (VIH) (Luby
et al., 2009).

1.2 OBJECTIFS DE LA THESE
En combinant des études épidémiologiques sur le terrain a la fois chez I’Homme et les

communautés animales, le séquengage et des analyses phylogénétiques ainsi que la

modé¢lisation statistique, la thése abordera les deux grandes problématiques suivantes :

Premier volet : Recherche des agents infectieux d’intérét (Plasmodium spp, staphylococcus

aureus et les paramyxovirus) circulant dans la communauté d’hotes

Une premicre partie de la thése consistera, grace aux techniques de criblages moléculaires

avec des systémes de PCR « pan » et/ou spécifiques, de PCR nichée et/ou d’ensemencement
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sur milieu de culture, a rechercher les pathogénes d’intérét dans notre communauté d’hotes
du CDP (micromammiferes, chauves-souris et PNH), du PPG et de LEK (PNHs et Hommes).
Les données de détection et de génotype permettront d’estimer les prévalences et la
distribution des agents (plasmodium spp, staphylococcus aureus et divers espéces de
paramyxovirus) en fonction de plusieurs parameétres : espece hote, sexe, site, classe d’age des
individus. L’objectif est de mettre en évidence 1’existence d’éventuels groupes d’individus
plus efficaces dans la transmission d’un agent. Ils renseigneront a terme sur les modes de
transmission des agents infectieux, ceux-ci jouant aussi un role clé dans I’évolution des
interactions et le risque infectieux pour I’homme. Les mémes agents infectieux identifiés

seront recherchés chez les soigneurs en contact direct avec les primates non-humains

Deuxiéme volet: Les agents infectieux qui circulent dans ces communautés sont-ils

spécialistes d’une espéce ou au contraire généralistes ? Quels sont les facteurs qui peuvent

structurer les échanges entre espéces hotes ?

A partir des séquences des genes ou fragments de genes d’intérét des différents agents
infectieux, nous construirons des phylogénies qui seront superposées a celles des espéces
hoétes. Cette approche nous permettra d’émettre des hypothéses sur le patron de circulation
des pathogeénes entre especes. Selon les cas, un modele mathématique sera développé a
travers 1’étude de facteurs de risque et des observations de circulation des agents, pour
vérifier la cohérence des hypothéses qui pourront étre émises au regard des patrons de

circulation observés entre especes.

II. MATERIEL ET METHODES

La présentation des Méthodes utilisées sera succincte, ces informations étant contenues dans

les différentes publications scientifiques (cf. partie résultats).

I1.1 AUTORISATION ETHIQUE
Apres conception, le projet a d’abord ¢été présenté au Comité National d’Ethique et de la

Recherche du Gabon (CNER). Bien que le projet ait ¢ét¢ validé (accord n°
(PROT/0020/2013/SG/CNE), le comité a émis deux avis majeurs a savoir (i) le refus de
capturer les micromammiferes et chauves-souris dans les parcs et (ii) le refus d’insérer les
puces ¢lectroniques sur les micromammiféres et chauves-souris capturés au CDP. En effet,
du fait du caractere protégé de toute vie dans les limites des parcs, la capture de chauves-

souris et de micromammiféres (rongeurs et musaraignes) n’a ét¢ autorisée qu’au CDP. Puis,
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le CNER a refusé¢ I’insertion de puce électronique pour I’identification des individus au
risque de les rendre impropre a la consommation. Les micromammiféres et chauves-souris

capturés au CDP ont di étre euthanasiés.

I1.2 SITES D’ETUDE
Cette ¢tude a été menée au Gabon, dans trois sites (Figure 24) situés dans la province du

Haut-Ogooué, au sud-est du pays a savoir le sanctuaire du Parc de la Lékédi (LEK) (1°28' 0"
S/13°0'0" E), le Projet de Protection des Gorilles (PPG) (1° 35'3.84" S/ 14° 15' 56.73 "E)
et le Centre de Primatologie (CDP) du Centre International de Recherche médicale de
Franceville (1° 37' 59" N / 13° 34' 59 " E) (CIRMF). Ces structures sont localisées dans les

cartes des articles scientifiques.

v Chauve-souris

Ronguer

Different hétes echantillonnés

Homme

Primate non-humain
Riviéres et Fleuves

>

Figure 24 : sites d’étude

I1.3 ECHANTILLONNAGE
Les prélévements ont été réalisés chez le personnel et les PNHs de 3 sites ainsi que chez les

micromammiferes (rongeurs et musaraignes) et les chauves-souris du CDP. Ils étaient
constitués d’un tube de sang EDTA pour la recherche de plasmodium spp, d’écouvillons
nasaux ou oraux pharyngé pour la recherche du staphylococcus aureus et des selles

(Homme), féces (PNHs), et organes chez les micromammiferes et chauves-souris (rate, foie,
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intestin) pour la recherche de paramyxovirus. Les prélévements humains ont été réalisés par
I’équipe médicale du CIRMF lors des visites de travail. Comme recommandé par le CNER,
les prélevements nous ont été transmis sous anonymat codifié pour une tracabilité
indispensable au rendu de résultats. Les PNHs ont été prélevés par I’équipe vétérinaire du
CIRMF lors des controles sanitaires annuels (Figure 25). Les animaux tranquillisés
chimiquement (anesthésie de 0.lmg de ketamine® /Kg de poids vif) ont été prélevés en
respectant les conditions de bien-étre animal comme recommandé par la PASA («Pan
Africain Sanctuaries »). Les captures de rongeurs et de chauves-souris ont été réalisées
suivant les recommandations du CNER énoncées ci-dessus. Les rongeurs ont ¢été capturés a
I’aide de pieges de types tomawak et Sherman appatés de noix de palme (Duplantier, 1989).

Les chauves-souris ont été capturées a I’aide de filets de capture.

Figure 25: Controle sanitaire d’un chimpanzé (Pan t. troglodytes) au parc de Lékédi (Photo,
CDP)

1.4 ETUDES MOLECULAIRES

I1.4.1 Recherche parasitaire

®Les Plasmodium spp
La phase d’extraction de I’ADN a été réalisée a partir de 200ul du sang total a 1’aide du kit

Qiagen (Blood and Tissue) suivant les indications du fabriquant (Qiagen, Courtaboeuf,
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France). La qualit¢ de I’extraction a été controlée par dosage des acides nucléiques au
spectrophotométre.

Le statut parasitaire des individus a été déterminé par PCR nichée d’un fragment du gene du
Cytochrome b (Cyt-b) (Ollomo et al., 2009; Prugnolle et al., 2010). Pour vérifier 1’absence
d’erreurs et de possibles contaminations, les analyses ont été répétées 3 fois par différents
expérimentateurs pour les échantillons positifs. Davantage d’informations sur les méthodes
utilisées au cours de cette theése sont contenues dans les différentes publications scientifiques

(cf partie résultats).

< Staphylocoque aureus

Les prélévements étaient ensemencés sur milieu de cultures spécifiques, chromatogéne SAID
(Staphylococcus aureus Identification) pour I’isolement et I’identification de S. aureus. Les
échantillons positifs en culture ont été repiqués sur la gélose ordinaire, inactivés pendant 20
minutes a 95°c puis I’ADN a été extrait a ’aide du kit Genejet genomic lit 250 (Fisher
scientific S.A.S) suivant les recommandations du fournisseur. La qualité de 1’extraction a été
contrdlée par dosage des acides nucléiques au spectrophotométre. L’identification
moléculaire de S. aureus s’est faite par amplification du géne Nuc (Kunz and Parsons,
2009) et le typage des souches par la méthode du spa typing (Frenay et al., 1996; Koreen et
al., 2004; Murakami et al., 1991). L’etude de SARM s’est faite par amplification du géne
mec A (Becker et al., 2006; Murakami et al., 1991).

< Paramyxovirus

Pour faciliter le traitement des échantillons, 1’extraction de ’ARN viral a été réalisée par
““pool’” de 4 échantillons de méme espece et de méme nature (féces ou organes) comme
décrit précédemment par (Maganga et al., 2014a). L ’extraction a été faite a I’aide du kit EZ1
virus kit2.0 et EZ1 RNA tissue mini kit suivant les recommandations du fabriquant
(QUIAGEN®), hilden, Allemagne). La qualité de I’extraction a été controlée par dosage des
acides nucléiques au spectrophotomeétre.

Le protocole d’amplification de I’ARN viral (géne L) a nécessité une premiere phase (reverse
transcription ou RT-PCR) de synthése du brin complémentaire suivie d’une deuxieme étape
d’amplification (PCR semi-nichée). Pour chaque ‘‘pool’’ formé, 3 analyses PCR ont été

effectuées pour tester chacun des groupes : RMH, AR et PNE, correspondant aux genres
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Respirovirus, Morbillivirus et Henipavirus (RMH), Avulavirus et Rubulavirus (AR) et
Pneumovirus, et Metapneumovirus (PNE) (Drexler et al., 2012; Maganga et al., 2014a)

I1.4.2 Séquencage, analyse des séquences et phylogénie

« Plasmodium spp
Apres séquencage par la méthode de Sanger (dont le principe repose sur la détermination de
I'ordre des quatre nucléotides dans un brin dADN (Maganga et al., 2013; Nowak, 1994),
les séquences étaient comparées a celles du cytochrome b disponibles dans GenBank pour
les différents genres d’Haemosporidia (Plasmodium, Hepatocystis, Haemoproteus et

Leucocytozoon) a 1’aide du logiciel Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). L’alignement de

nos séquences et des séquences déja publiées a été faite a I’aide du logiciel MEGAS
(Molecular Evolution Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011) et sur le site PhyML

:(http://www.phylogeny.fr/) (Guindon et al., 2009). La méthode utilisée pour les analyses

phylogénétiques repose sur le maximum de vraisemblance ML (Maximum Likelihood)
(Guindon et al., 2010). Les valeurs des branches internes ont été déterminées par
bootstrapping (Rannala and Yang, 1996; Stamatakis et al., 2004; Yang, 1994).

L’analyse du polymorphisme nucléotidique ou SNP pour « single nucleotide polymorphism
» permet de distinguer 1’origine humaine ou animale du P. falciparum (Liu et al., 2010;

Prugnolle et al., 2011b).

¢ Staphylococcus aureus
Apres vérification des séquences fournies par eurofines en les comparant aux séquences du
gene spa disponibles sur Genbank (a 1’aide du logiciel Blast), celles-ci ont eté traitées a partir
des logiciels DNAgear (AL-Tam et al., 2012) et BURP (Mellmann et al.,, 2007) pour

I’alignement, le typage de souches et I’analyse des clones.

IL.5 ANALYSES STATISTIQUES
Les analyses statistiques ont été¢ faites avec le Logiciel R (Version R 1386 3.1.0). Les

différentes prévalences ont ét¢ comparées a partir des tests de khi-2 (¥?) en utilisant les
corrections de Bonferroni dans le cas de comparaison multiples. Les prédictions formulées
dans les différentes parties de la thése ont été testées en utilisant des modeles de régression
logistique  MLG (Modeles Linéaires Généralisés) et/ou MLGM (Modeles lin€aires
Généralisées Mixtes) (cf. Résultats, partie méthodologique dans les publications

scientifiques).
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Dans cette partie, nous présentons les résultats de notre étude sous forme de trois (3)
publications scientifiques (Un articles publié, deux articles soumis). En amont de chacune de
ces publications, nous présentons un résumé (en francais) de chacun des articles en indiquant

le contexte ; les objectifs, résultats et grandes conclusions desdits articles.

Article 1 (publi¢): The host specificity of ape malaria parasites can be broken in confined

environments. METTRE TOUTES LES INFOS SUR LA REVUE? AUTERUS

Article 2 (soumis): Spread and persistence of resistant strains of Staphylococcus aureus to

methicillin: the importance of host spectrum.
Articles 3 (Soumis): Lack of paramyxovirus circulating in Non-Human Primates (NHPs)

sanctuaries and Primatology center in Gabon.

Ces articles sont disposés sous forme de 3 chapitres. En annexe, nous présentons la liste de
quatorze (13) articles produits en collaboration durant la période de these, deux (2)

communications orales et un (1) poster.
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Chapitre 1 : Diversité et circulation de Plasmodium spp
dans les programmes et projets de conservations de
PNHs.

Prélévement sanguin d’un Mandrill (Mandrillus Sphinx) lors d’un contrdle sanitaire au Centre

de Primatologie du CIRMF (Photo CDP, 2013).
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RESUME
Contexte
La diversit¢ de Plasmodium a été largement documentée au cours de ces derniére

années chez les primates africains (Boundenga et al., 2015; Prugnolle et al., 2010).
Cependant, les études précédentes ont révélé que les parasites du genre Laverania
présentaient une forte spécificité d’hotes apparente (Liu et al., 2010). Parmi ces Plasmodium
spp, quatre espeéces sont connues pour infecter les chimpanzés (P. reichenowi, P. billcollinsi,
P. gaboni et P. billbrayi) et trois chez les gorilles (P. praefalciparum, P. blacklocki et P.
adleri). Bien que P. falciparum qui infecte I’Homme ait été signalé chez des Grands Singes
(Duval et al., 2010; Krief et al., 2010), aucune étude in natura n’a révélé un partage des
parasites Laverania entre chimpanzés et gorilles.

Les sanctuaires de PNHs et centres de primatologie sont des milieux mettant fréquemment en
contact différentes especes (mammiferes, Hommes, chauves-souris, micromammiferes,
vecteurs) de maniére rapprochée de par les ressources alimentaires ou en abris rencontrées sur
ces différents sites. Cependant, la promiscuité et fréquence enlevé de contacts sont connus
pour favoriser la circulation et la transmission de pathogenes (Altizer et al., 2003; Smith et
al.,, 2009). Nous ¢émettons donc I’hypothése que ces conditions environnementales
particulieres offertes par les sanctuaires et autres centres de primatologie pourraient favoriser
le franchissement de barrieres d’espéces. Ainsi, nous avons échantillonné et analysé des
prélevements sanguins issus de travailleurs, PNHs, chauves-souris et micromammiferes dans

les sanctuaires de PNHs et Centre de primatologie au sud du Gabon.

Résultats

Sur I’ensemble des trois (3) sites, 1407 prélévements sanguins dont 85 prélevements
humains, 709 de PNHs, 423 rongeurs et 190 chauves-souris ont ét¢ analysés pour la recherche
de Plasmodium spp apres extraction et dosage de I’ADN extrait. Au CDP, la phase
d’amplification du Cyfochrome-b par PCR nichée a révélé que 31.79% des chimpanzés,
69,57% des gorilles, 17, 65% des travailleurs, 0,48% de Mandrills et 1 cephus (soit 0,86
parmi les petits singes) ¢&taient présumés porteurs de Plasmodium spp. Parmi les
micromammiferes, un (1) seul échantillon de rongeur (Mus musculus) soit 0,0023% et
24,74% des individus chauves-souris étaient identifiés positifs en PCR. Au Parc de Lékédi,
74.6% d’échantillons de chimpanzés, 100% de gorilles et 21,43% de travailleurs etaient
positifs. Au PPG, 50% soit 2 gorilles sur 4 étaient positifs. L’analyse des séquences a révélé

que toutes les chauves-souris positives et le cephus étaient infectés d’Hepatocystis et le
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rongeur par P. vinckei. Alors qu’aucun Plasmodium simien n’a été décrit chez les travailleurs,
des cas d’infections simien par Plasmodium falciparum (parasite de 1I’Homme), de
chimpanzés par P. Adleri (parasite de gorille) ou de gorille par P. reichnowi (parasites de
chimpanzés) ont été rapportés. L’origine humaine des infections simiennes par Plasmodium

falciparum a été confirmé par 1’analyse des SNP 3 et 4 (Annexel).

Conclusion

Nos résultats suggerent que la barriere de la spécificité d’hotes des parasites du sous-
genre Laverania n’est pas complétement imperméable. Nos observations corroborent les
résultats des études de Krief et al. (2010) et de Duval et al. (2010), qui montrent que les
transferts sont en effet possibles lorsque plusieurs especes hdtes vivent a proximité. Nous
montrons pour la premicre fois que méme les parasites qu’on pensait cantonnés a une seule
espece (P. adleri chez le gorille et par P. reichnowi chez le chimpanzé) sont capables de
changer d’hotes lorsque les conditions environnementales sont réunies. Enfin, bien qu’aucun
parasite simien n’ait ét¢ décrit chez ’Homme, 1’ignorance que nous avons des possibles effets
d’un tel transfert impose désormais que les contrdles de santé dans les sanctuaires
s’établissent au-dela du simple diagnostic clinique (qui ne permet pas de discriminer les
souches) en intégrant une approche moléculaire dans le suivi de veille sanitaire et de

I’épidémio-surveillance moléculaire.
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Article 1: The host specificity of ape malaria parasites
can be broken in confined environments
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Recent studies have revealed a large diversity of Plasmodium spp. among African great apes. Some of these
species are related to Plasmodium falciparum, the most virulent agent of human malaria (subgenus
Laverania), and others to Plasmodium ovale, Plasmodium malariae and Plasmodium vivax (subgenus
Plasmodium), three other human malaria agents. Laverania parasites exhibit strict host specificity in their

natural environment. Plasmodium reichenowi, Plasmodium billcollinsi, Plasmodium billbrayi and

) Plasmodium gaboni infect only chimpanzees, while Plasmodium praefalciparum, Plasmodium blacklocki
ﬁ?’r::;ds' and Plasmodium adleri are restricted to gorillas and Plasmodium falciparum is pandemic in humans.
Great apes This host specificity may be due to genetic and/or environmental factors. Infrastructures hosting captive

primates, such as sanctuaries and health centres, usually concentrate different primate species, thus
favouring pathogen exchanges. Using molecular tools, we analysed blood samples from captive non-
human primates living in Gabon to evaluate the risk of Plasmodium spp. transfers between host species.
We also included blood samples from workers taking care of primates to assess whether primate-human
parasite transfers occurred. We detected four transfers of Plasmodium from gorillas towards chimpanzees,
one from chimpanzees to gorillas, three from humans towards chimpanzees and one from humans to
mandrills. No simian Plasmodium was found in the blood samples from humans working with primates.
These findings demonstrate that the genetic barrier that determines the apparent host specificity of
Laverania is not completely impermeable and that parasite exchanges between gorillas and chimpanzees
are possible in confined environments.

© 2016 Australian Society for Parasitology. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Laverania subgenus
Host specificity
Cross-species transfers
Sanctuaries

1. Introduction

Malaria is a mosquito-borne human disease caused by proto-
zoan parasites of the genus Plasmodium. Among the five parasites
known to infect humans (Plasmodium falciparum, Plasmodium

* New sequences reported in this study were deposited in GenBank under the
following accession numbers KU759788-KU759838.

* Corresponding authors at: Centre de Primatologie, CIRMF, B.P. 769, Franceville,
Gabon (B. Ngoubangoye). Unité de Biodiversité, Ecologie et Evolution des Parasites,
CIRMEF, B.P. 769, Franceville, Gabon (L. Boundenga).

E-mail addresses: genistha@hotmail.com (B. Ngoubangoye), larsonamedeo@
yahoo.fr (L. Boundenga).

! Equal contributions.

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpara.2016.06.004

malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax and Plasmodium
knowlesi), P. falciparum is by far the most virulent and each year
is responsible for approximately 200 million clinical cases and
580,000 deaths worldwide (World Health Organization, 2014)

0020-7519/© 2016 Australian Society for Parasitology. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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In African apes (gorillas and chimpanzees), which are genetically
our closest relatives, a large diversity of Plasmodium parasites has
been documented. Some of them are related to P. falciparum (sub-
genus Laverania) and others to P. malariae, P. ovale or P. vivax (sub-
genus Plasmodium) (Prugnolle et al., 2010; Boundenga et al., 2015).
In the subgenus Laverania, four species (Plasmodium reichenowi,
Plasmodium billcollinsi, Plasmodium gaboni and Plasmodium billbrayi)
(Ollomo et al., 2009; Snounou et al., 2011) infect chimpanzees and
three species (Plasmodium praefalciparum, the closest relative of P.
falciparum, Plasmodium blacklocki and Plasmodium adleri) (Liu
etal, 2010; Prugnolle et al.,2010; Rayner et al., 2011) infect gorillas.

Previous studies carried out in wild ape populations and based
on the analysis of fecal samples showed that none of the Laverania
Plasmodium spp. can simultaneously infect gorillas and chim-
panzees, even when both ape species are sympatric. This suggests
the existence of strong host specificity among these parasites (Liu
et al.,, 2010; Duval and Ariey, 2012; Wanaguru et al., 2013). This
could be due to incompatibilities at the parasite-host interface,
as proposed by some authors (Rayner et al.,, 2011), and thus be
caused by genetic barriers. However, the discovery of P. falciparum
parasites that circulate among bonobos and chimpanzees living in
sanctuaries (Krief et al., 2010; Pacheco et al., 2013) and the isola-
tion of P. praefalciparum (naturally found in gorillas) in a monkey
(Cercopithecus nictitans) (Prugnolle et al.,, 2011) raise questions
about the strength of this host specificity and about the permeabil-
ity of the genetic barrier.

Transfers of parasites from one host species to another require:
(i) the contact of the recipient host with the new infectious agent;
(ii) the transmission of the pathogen from the donor host species to
the recipient host (through a mosquito vector in the case of Plas-
modium spp.); and finally (iii) crossing the species barrier. If the
barrier is the result of some specific ligand/receptor interactions,
crossing may become possible following mutation(s) in the para-
site’s ligand or in the new host’s receptor that allow(s) the binding
of the two proteins and thus the host cell invasion (Mayer et al.,
2004; Reddy et al., 2015).

In nature, the ecological conditions required for parasite trans-
fer are seldom fulfilled. Conversely, parasite transfers might be
more frequent under environmental conditions where different
host species are forced to live in close proximity. The concomitant
presence of different host species in the same place, and thus their
unavoidable contact, could favour the crossing of the host barrier
by Plasmodium parasites (Nunn and Heymann, 2005; Nunn,
2012; Kappeler et al., 2015). In several African countries, govern-
ments and animal protection organisations have established sanc-
tuaries and primate health centres for non-human primate
orphans, especially great apes. In these refuges, several primate
species may cohabit and this could favour the transfer of Plasmod-
ium parasites between host species and between human workers
and primates.

In the present study, we monitored Plasmodium infections in
several non-human primate (NHP) species and humans living or
working in close proximity in two sanctuaries and in one primate
health centre in Gabon (Africa). We found that inter-species trans-
fers are not rare and occur between primate host species. Our work
demonstrates that sanctuaries and primate health centres may
favour parasite transfers and consequently the emergence of new
infectious diseases in animals or humans.

2. Materials and methods

2.1. Study sites

Plasmodium infections in different host species were monitored
at three sites in Gabon: the “La Lékédi” (LEK) Park (1°280"S,

13°0'0"E), the “Gorilla Protection Project” (PPG) (1°35'3.84"S, 14°
15'56.73"E) and the Primate Centre (CDP) (1°37'59"N,
13°34’59"E) of the Centre International de Recherches Médicales
de Franceville (CIRMF). All sites are in the province of Haut-
Ogooué in southeastern Gabon (Fig. 1).

The LEK Park is located in the southeastern part of the Haut-
Ogooué province, approximately 100 km from Franceville. It covers
14,000 hectares (20 km long and 7 km wide) and is completely
enclosed. Primary and secondary forests and savannas constitute
the natural vegetation. This park is one of the possible reception
places for great apes, chimpanzees and gorillas that have been
seized from private individuals by the Water Affairs and Forestry
Ministry during anti-poaching operations. All animals were born
in the wild. Young orphans are gradually rehabilitated to live in
the forest. The park houses two groups of chimpanzees and one
group of gorillas that live semi-free; however, wild great apes
(mainly gorillas and chimpanzees) also live and freely circulate
within the park. A team of workers takes care of the animals (feed-
ing, nursing, monitoring) from 08:00 h to 17:00 h every day. Tour-
ists also are welcomed. For this study, blood samples were
collected from a group of young orphan chimpanzees (n=15;
Pan troglodytes troglodytes) and two young lowland gorillas (Gorilla
gorilla gorilla) as well as from animal keepers during routine sani-
tary control, twice per year, from 2012 to December 2014. Sam-
pling details are given in Table 1.

The PPG, located in the “Batéké Plateaux” region, was launched
in 1997 to reintroduce gorillas (G. g. gorilla) from European zoos to
their natural habitat. Here, vegetation is a mosaic of grassland and
shrubby savannas, interspersed with humid gallery forests. This
study focused on a group of four young gorillas that went through
a programme of progressive re-habituation into the wild. This pro-
gramme involves nine people who work in close contact with the
animals. Blood samples were collected from the four gorillas and
six workers in 2013 and from eight people in 2014 (Table 1). Most
animals in this study were born in the wild except one which spent
a long time outside Africa (i.e., in Europe).

The CDP is located in the city of Franceville and this environ-
ment is strongly characterised by human activities. The first habi-
tations are located less than 500 m from the CDP. The CDP hosts
more than 350 NHPs belonging to 10 species among which there
are 55 chimpanzees, four gorillas, 250 mandrills (Mandrillus sphinx)
and other monkeys (Cercocebus torquatus, Chlorocebus aethiops,
Macaca fascicularis, Macaca mulatta, Cercopithecus solatus, Cercop-
ithecus cephus, C. nictitans). Except for a few monkeys that were
born in this centre, all other non-human primates were confiscated
from poachers by Gabonese authorities and were born in the wild.
A team of 22 people take care of the animals, feed and monitor
them until 17:00 h (for more details on the CDP, see www.cirmf.
org). Blood samples from gorillas, chimpanzees and humans were
systematically collected between 2012 and 2014. Some blood sam-
ples from the CDP Biobank, collected from 2005 to 2011, were also
analysed (Table 1).

Before being released into sanctuaries, all animals are placed in
quarantine at the CDP of the CIRMF (this quarantine is justified by
the risk of infection related to the Ebola virus). During their quar-
antine, the primates are all submitted to several sanitary examina-
tions (parasitological including detection of Plasmodium infections,
bacteriological, immunological and virological). None of the ani-
mals considered in this study were infected by Plasmodium on their
arrival at CIRMF for quarantine.

Human blood samples were collected by the CIRMF medical
team at each site, based on the workers’ voluntary participation
and in agreement with the recommendations of the Gabonese
National Ethics Committee (Authorisation N°PROT/0020/2013I/S
G/CNE). For NHPs, blood samples were taken during the annual
health check to monitor the health of primates living in sanctuaries
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Fig. 1. Locations of study sites in Gabon. The different sampling sites were: Park of “La Lékédi” (1°28'0"S, 13°0’0"E), “Gorilla Protection Project” (1°35'3.84"S, 14°15'56.73"E)
and the Primate Centre (1°37'59"N, 13°34'59"E). The primate species (human and non-human) found in each site are indicated.

Table 1

Sampling dates and numbers of samples collected at each site (Centre de Primatologie of the Centre International de Recherches Médicales de Franceville, Projet Protection Gorille
and La Lékédi Park for each host species in the province of Haut-Ogooué in southeastern Gabon.

Site Host CDP Biobank Collected samples
2005-2011 2012 June 2013 Dec 2013 June 2014 Dec 2014 Total
CDP Chimpanzees 2 - 26 25 16 19 88
Gorillas 3 - 2 - 2 2 9
Humans - - 17 - 19 - 36
Mandrills 13 2 112 107 96 90 420
Other monkeys - 1 30 32 28 24 115
PPG Gorillas 1 - 4 - - 5
Humans - - 6 - 8 14
Chimpanzees 10 11 13 13 8 8 63
LEK Gorillas 1 2 2 2 - 2 9
Humans - - 17 - 18 35

and during occasional veterinary consultations. Animal handling
and blood sampling by the CDP veterinarians complied with the
criteria for animal well-being (according the guidelines of the
International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources (IUCN) and Pan African Sanctuary Alliance (PASA)).
Blood samples (7 ml for humans and 2-7 ml for animals, according
to their weight) were collected in EDTA tubes that were immedi-
ately put in an icebox and transported to the CIRMF laboratories,
where those were stored at —20 °C.

2.2. DNA extraction, amplification and sequencing

DNA was extracted from blood samples using the DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen, Courteboeuf, France) according to the manu-
facturer’s instructions. The presence of Plasmodium parasites was
determined by amplification of a portion of the Plasmodium mito-
chondrial (mt) genome (cytochrome b: cyt-b), as described in
Ollomo et al. (2009) and Prugnolle et al. (2010). To confirm the
sample origin, a region of the mtDNA genome (D loop) was ampli-
fied with the primers L15997 (5-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3')
and H16498 (5-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3’), as previously
described (Santiago et al., 2003; Herbert et al., 2015). All amplified

products (10 pl) were separated on 1.5% agarose gels in Tris-ac-
etate-EDTA (TAE) buffer. DNA sequencing was performed by Euro-
fins GmbH (Germany).

2.3. Procedures to avoid contamination

All molecular analyses (DNA extraction and PCR amplification)
were repeated and verified in three separate laboratories at the
CIRMF, of which two have never manipulated Plasmodium DNA
prior to this study. In each laboratory, a single designated experi-
menter performed the molecular analyses and the three experi-
menters obtained identical results.

2.4. Phylogenetic analyses

To examine the relationship of the obtained cyt-b sequences
with the known different Plasmodium spp., we constructed a phy-
logenetic tree using a set of reference sequences belonging to dif-
ferent Plasmodium spp. After multiple alignments of our partial
cyt-b sequences (687 nucleotides) with the GenBank reference
sequences (Supplementary Table S1) using ClustalW (v 1.8.1 in
BioEdit v.7.0.9.0. Software) (Hall, 1999), Maximum Likelihood
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(ML) methods were used for tree construction. The best-fitting ML
model under the Akaike Information Criterion was General Time
Reversible (GTR)+ Gamma+1 (invariant sites), as determined
using ModelTest (Posada and Crandall, 1998). The highest likeli-
hood DNA tree and corresponding bootstrap support values were
obtained by using PhyML (freely available at the ATGC bioinfor-
matics facility http://www.atgc-montpellier.fr/) (Guindon and
Gascuel, 2003; Dereeper et al., 2008) with Nearest Neighbour
Interchange (NNI) + Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) branch
swapping and 100 bootstrap replicates (Guindon et al., 2010). For
the phylogenetic tree, all sequences of unexpected infections and
some sequences of expected infections were used (Table 2).

To distinguish between P. praefalciparum and P. falciparum,
which are very close genetically, we analysed the two specific posi-
tions in the cyt-b sequences that are known to discriminate these
two species (Liu et al., 2010).

3. Results

Overall, 85 human blood samples and 709 blood samples from
NHPs (mandrills, gorillas, chimpanzees and other monkeys) were
collected at the three sites from 2012 to December 2014 (Table 1).
The prevalence of Plasmodium infection was 31.79% in chim-
panzees, 69.57% in gorillas, 17.65% in humans, 0.48% in mandrills
and 0.86% among other monkeys (Table 2). Specifically, at LEK,
Plasmodium infection was detected in 74.6% (47/63) of chimpanzee
blood samples, in 100% (9/9) of gorilla samples and in 14.29%
(5/35) of human samples. At PPG, 50% (2/4) of gorilla samples
and 21.43% (3/14) of human samples were positive for Plasmodium
infection. Finally, at CDP, Plasmodium infection was detected in
3.41% (3/88) of chimpanzee, 33.33% (3/9) of gorilla, 0.47% (2/420)
of mandrill and 19.44% (7/36) of human blood samples. Only
0.86% (1/115) of the blood samples from other monkeys was
infected by Hepatocystis sp.

Most host/parasite associations found during the survey were
consistent with the observations made in natura (Table 3; Fig. 2).
Most chimpanzees were infected with P. gaboni or P. reichenowi,
gorillas with P. adleri, P. praefalciparum or P. blacklocki, and humans
with P. falciparum. Plasmodium vivax-like and P. malariae-like par-
asites were also found in chimpanzees and gorillas and Hepatocys-
tis sp. in one moustached monkey (C. cephus; “other monkeys”
group). However, 11% (9/82) of the identified parasites were found
in unexpected hosts (Tables 2 and 3): (i) P. falciparum in three
chimpanzee (LEK and CDP) and in one mandrill (CDP) blood sam-
ple; (ii) P. praefalciparum in one chimpanzee sample (LEK); (iii) P.
reichenowi in one gorilla sample (CDP); and (iv) P. adleri in three
chimpanzee samples (LEK) (Fig. 2). All transfer cases (unexpected
hosts) were confirmed at least three times by three different exper-
imenters in three different laboratories, thus excluding possible
handling contaminations. The host species was also confirmed
using molecular tools, as described in Section 2.2. These findings
highlight at least four transfers of Plasmodium parasites from
humans to chimpanzees (n = 3) and mandrills (n = 1), four transfers
from gorillas towards chimpanzees and one transfer from chim-
panzees to gorillas (Table 3). No NHP Plasmodium was found in
humans.

4. Discussion

During the last few years, several new Plasmodium spp. belong-
ing to the subgenus Laverania have been discovered in African non-
human primates, especially great apes (Rich et al., 2009; Krief et al.,
2010; Prugnolle et al.,, 2010; Rayner et al., 2011; Duval, 2012).
None of the species in this group infects both gorillas and chim-
panzees in natura (Duval et al., 2010; Liu et al., 2010; Rayner

et al., 2011), suggesting the existence of genetic barriers that pre-
clude the passage from one host to another (Rayner et al., 2011;
Wanaguru et al., 2013). However, several previous studies reported
P. falciparum infections in apes (bonobos and chimpanzees) in
areas where they live in close proximity with humans (sanctuar-
ies), showing that this barrier is not completely impermeable
(Duval et al., 2010; Krief et al., 2010; Pacheco et al., 2013).

We investigated Plasmodium infections in humans and NHPs
living in sanctuaries or primatology centres in Gabon. Our results
show that transfers are possible between different host species
that live in close proximity, thus confirming the findings by Krief
et al. (2010), Duval et al. (2010) and Pacheco et al. (2013). In addi-
tion, our study brings new information on the spectrum of hosts
and parasites involved in these transfers. Indeed, while previous
studies on Laverania parasites have only documented transfers of
P. falciparum from humans to bonobos or chimpanzees, we show
that transfers from humans to chimpanzees and mandrills, from
gorillas to chimpanzees and from chimpanzees to gorillas are also
possible. In particular, the P. falciparum transfer to a mandrill (M.
sphinx) is the second reported infection of a Cercopithecidae by a
parasite belonging to the subgenus Laverania. The first infection
was detected in a greater spot-nosed monkey (C. nictitans)
(Prugnolle et al., 2011). In all these studies, the detection of para-
sites was performed using DNA amplification methods. However,
as shown by Abkallo et al. (2014), PCR amplification of parasite
DNA from blood does not necessarily indicate a blood stage infec-
tion with that parasite. It could also occur through the amplifica-
tion of liver-stage parasites, present following the inoculation of
sporozoites (Abkallo et al., 2014). However, all studies undertaken
in natura never reported unexpected infections as observed under
sanctuary conditions, despite the fact that DNA from these stages
may also be found in fecal samples as shown by Abkallo et al.
(2014). This is the reason we considered whether the amplification
of DNA corresponds to real blood infections. Should the DNA arise
from sporozoites or liver stages, this shows that the probability of
cross-contacts with parasites from a different host species is
increased under sanctuary configurations.

Our and the previous results suggest that parasite transfers are
possible under conditions where several host species are forced to
live in proximity. This implies that (i) some mosquito species can
bridge between different host species even in environments
strongly characterised by humans (such as the CDP, Franceville)
and that (ii) the genetic barrier responsible for host specificity is
not fully impermeable.

Our study documents inter-species transfers in two very dis-
tinct environments: (i) sanctuaries where animals live in natural
forest areas, such as the LEK Park where wild gorillas and chim-
panzees also live, and (ii) environments strongly characterised by
humans such as the CDP located in Franceville city. The Anopheles
communities of these two environmental types also could be very
different. In forest areas, little information is available on the
potential vectors of ape Plasmodium (Paupy et al., 2013) and more
generally on the anopheline species that may feed on great apes.
Only two anopheline species (Anopheles vinckei and Anopheles mou-
cheti) have been found to be infected with ape Plasmodium in the
forests of Gabon (Paupy et al., 2013). Anopheles moucheti is consid-
ered to be mainly anthropophilic in forest environments strongly
characterised by humans (e.g., villages), where it is a major human
malaria vector (Ollomo et al., 1997). However, very little is known
about its propensity to bite animals (and particularly non-human
primates) because previous studies focused mainly on humans in
rural and urban environments and never in sylvan environments
where wildlife represents the main blood source. Anopheles mou-
cheti might actually be a zoo-anthropophilic vector that could facil-
itate Plasmodium transfers between apes and humans. Conversely,
the role of the zoophilic An. vinckei (a sylvan Anopheles spp.) is
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Table 2

Number of Plasmodium parasite infections in expected and unexpected hosts (transfers).

Host Total number of samples Number of Plasmodium-positive Expected Unexpected host Percentage of infected hosts (n/N)
samples host (transfer)
Humans 85 15 15 - 17.65% (15/85)
Chimpanzees 151 48 41 7 31.79% (48/151)
Gorillas 23 16 15 1 69.57% (16/23)
Mandrills 420 2 1 1 0.48% (2/420)
Other species 115 1 1 - 0.86% (1/115)
Total 794 82 73 9
Table 3

Plasmodium parasite diversity (assessed by PCR and DNA sequencing) in non-human primates and humans, with unexpected hosts in bold. Three sequences (from one gorilla and
two chimpanzee blood samples, respectively) were not exploitable (due to the small sizes of those sequences).

Plasmodium species Chimpanzees Gorillas

Humans Mandrills Other monkeys

P. reichenowi 15 1
P. gaboni 17 -
P. billcollinsi

P. billbrayi

P. praefalciparum
P. adleri

P. blacklocki

P. falciparum

P. vivax-like

P. malariae-like
P. gonderi
Hepatocystis sp.

I Wh Wil W=
I = N | = 00N I

probably restricted to the transmission of Plasmodium among apes
(Paupy et al.,, 2013).

In environments strongly characterised by humans, Anopheles
gambiae, An. moucheti, Anopheles funestus and Anopheles nili (the
main vectors of human malaria) can be detected. Indeed, they were
previously found at CDP and in the villages close to Franceville.
Anopheles funestus, An. nili and An. moucheti also have been
involved in malaria transmission in suburban areas in central
Africa (Ollomo et al.,, 1997; Elissa et al., 1999; Ndo et al., 2013).
In addition, An. moucheti, which can be anthropophilic or zoophilic
depending on the context, could be a good candidate for inter-
species transfers in forest environments strongly characterised by
humans.

However, invasion of red blood cells by Plasmodium parasites
depends on a partially redundant set of parasite ligands and ery-
throcyte receptors, and these interactions are essential in colonisa-
tion of a host by a Laverania parasite (Mayer et al., 2009; Lopaticki
et al., 2011; Sundararaman et al., 2016). In P. falciparum, a number
of important erythrocyte-binding ligands belong to two protein
families (Jaskiewicz et al., 2010): the erythrocyte binding-like
(EBL) protein family (Mayer et al., 2004, 2009; Vera-Bravo et al.,
2005) and the reticulocyte binding-like (RBL) protein family
(Rayner et al., 2000; Hayton et al., 2013). Each ligand interacts with
a specific receptor at the surface of the red blood cell. For instance,
Basigin (BSG) is the receptor for the RBL PfRH5 and Glycophorin A
binds to the EBL EBA 175 (Crosnier et al., 2011; Bei and Duraisingh,
2012). Recent studies have suggested that strong host specificity of
Laverania in their natural environments could be the consequence
of species-specific differences in the interaction between PfRH5
and BSG (Wanaguru et al., 2013). Moreover, few BSG residues are
responsible for the species specificity of PfRH5 binding, and muta-
tions in the PfRH5 sequences can modify the parasite’s ability to
infect red blood cells in host species other than humans (e.g., Aotus
monkeys or rats) (Hayton et al., 2013).

The existence of PfRH5 or BSG gene polymorphisms in the ape
Plasmodium population or in apes, respectively, that affect their
binding affinity could explain the parasite transfers among

different host species. Comparison of PfRH5 and BSG sequences
in unexpected and expected infections should reveal nucleotide
positions that might be involved in such transfers.

Finally, the observed transfers could also be explained by cap-
tive conditions. For instance, social stress associated with captivity
can significantly modulate the immune systems of individuals and
their sensitivity to infections (Zuk and McKean, 1996; Skorping and
Jensen, 2004).

When considering transfers from NHPs to humans and vice
versa, in our study, we did not observe any transfer of non-
human primate Plasmodium to humans. Several hypotheses could
explain this result. First, the number of human blood samples
(n=85) was much lower than that of NHP samples (n=709) and
this could have limited the detection of such rare events as parasite
transfers to humans. Nevertheless, our results are congruent with
results of two recent studies in Gabon (Delicat-Loembet et al.,
2015) and in Cameroon (Sundararaman et al., 2013) with far larger
sampling, in which no evidence of ape Plasmodium infections were
detected in humans. In addition, the humans looking after the ani-
mals did not sleep at the centres/sanctuary, thus greatly reducing
the probability of transfer because Anopheles mosquitoes are noc-
turnal insects (Krief et al., 2012; Paupy et al., 2013). Analysis of
blood samples from people living at the CIRMF, next to the CDP,
and from the night watchmen might highlight the transfer of
simian parasites to humans.

Conversely, transfers from humans to NHPs were observed. This
may seem paradoxical because the human workers analysed in our
study did not sleep on site. However, Gabon is located in a malaria
endemic area. Franceville town has approximately 40,000 inhabi-
tants and the CDP houses less than 400 non-human primates. Thus,
the human population of Franceville could constitute a major
source of infection for primates. This hypothesis is supported by
the results of a study on anopheline mosquitoes collected at the
CDP, showing that they were infected by human Plasmodium
(Ollomo et al., 1997).

What are the implications for conservation? Conservation
defines all activities devoted to promoting the preservation of
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Fig. 2. Phylogenetic relationships between the Plasmodium cytochrome b sequences obtained from the blood samples of all unexpected hosts (transfers, in bold red), some
samples from expected hosts (in bold black) and those of known Plasmodium spp. (in italics, represented by their GenBank accession number; Supplementary Table S1)
(sequence length: 687 bp). The tree was built using maximum likelihood methods. Bootstrap values are given at each node. Plasmodium sequences obtained from the human
volunteers are designated by “Hs” followed by the sample number, year and sampling site. Sequences from non-human primate samples are designated by the animal’s name,
followed by the host species (chimpanzee, CPZ; gorilla, Gor; mandrill, Mnd; moustached monkey, Cep), sampling date and site (“La Lékédi” park, LEK; Gorilla Protection
Project, PPG; Primatology Centre, CDP). The sequences reported in this study were deposited in GenBank under the accession numbers KU759788-KU759838.

animal species. However, as highlighted by our study, the estab-
lishment of sanctuaries might not be without consequences for
the health of animals, particularly great apes as well as humans.
Our study provides new evidence of pathogen transfers between
humans and NHPs. However, the ability of pathogens to cross the
host barrier is not new. Indeed, studies on human-habituated
groups of apes have already demonstrated the risk of transmission
of infectious diseases from humans to apes, leading to their deaths

(Woodford et al., 2002; Kondgen et al., 2008).

Although the role of humans as a source of pathogens for great
apes is not well established (Kondgen et al., 2008), they neverthe-
less represent a threat for NHP health. In the case of Plasmodium,
all the data on P. falciparum transmission to NHPs suggest that
transmission is more frequent from humans to apes (Duval et al.,
2010; Krief et al., 2010; Pacheco et al., 2013) than the opposite
(Sundararaman et al., 2013; Delicat-Loembet et al., 2015). There-
fore, it is now important to determine the consequences of such

host switches on the conservation of great apes. Indeed, we
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recently reported that apes may suffer from malaria (Herbert et al.,
2015) and the hypothesis that these transfers could also have con-
sequences on their health must not be excluded.
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Chapitre 2 : Diversité génétique et circulation du
Staphylococcus aureus dans les sanctuaires et aires de
conservation de PNHs

[lustration d’une capture d’une chauve-souris (ici Epomops franquetti) a 1’aide d’un filet de

capture (Photo CDP, 2014).
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RESUME
Contexte
Il a été rapport¢ dans de nombreuses études que [’anthropisation favorise 1’échange de

parasites entre ’Homme et la faune sauvage et particuliecrement les PNHs (Goldberg et al.,
2008b). Certains de ces échanges portent sur des souches de bactéries résistantes aux
antibiotiques comme la méticilline couramment utilisée en médecine humaine et
vétérinaire (Gomez et al., 2014; Schaumburg et al., 2012b). Ce constat pose un probléme de
santé publique majeur du fait du risque réel d’inefficacité des traitements et d’éventuelles
conséquences sur les soins vétérinaires (Nagel et al.,, 2013). Bien qu’un certain nombre
d’études recensées dans la littérature se soient intéressé a cette problématique, elles se limitent
généralement a I’interaction entre Homme et PNHs (Nagel et al., 2013; Rolland et al., 1985;
Schaumburg et al., 2012a; Schaumburg et al., 2015) et ignorent les autres espéces qui en
interagissant avec les PNHs ou I’Homme, pourraient jouer un rdle important dans la
propagation d’agents pathogenes et par ricochet, dans celle de la résistance médicamenteuse.
Dans cette ¢tude, nous analysons des échantillons issus du personnel en activité dans les
parcs/centres, des PNHs, micromammiféres et chauves-souris pour comprendre a 1’échelle
d’une communauté d’hotes, le role du spectre d’hotes dans la circulation et la persistance des
souches de streptocoques dorées résistantes aux antibiotiques.
Résultats

Dans le cadre de cette étude, un total de 1274 écouvillons a été testé sur 1’ensemble de
trois sites dont 628 prélévements de PNHs, 85 d’étres humains, 141 de chauves-souris et 420
de micromammiferes (rongeurs et musaraignes). Cependant, la capture de chauve-souris et
micromammiferes n’ayant été réalisée qu’au CDP - d’ou provenait 1’essentiel des échantillons
(1180 soit 93% des prélevements), les résultats valorisés dans I’article ci-dessous portent
uniquement sur 1’échantillonnage de la communauté au sein du CDP.

Ainsi, sur un total de 474 séquences analysées issues du CDP, 49 spa types ont été
identifiés dont 15 nouvelles souches décrites pour la premicre fois (classées de t15940 a

t16031, cf. http://spa.ridom.de/spatypes.shtml). Alors que 36 spa types n’ont été décrits que

chez un seul type d’hote (souches par la suite appelées « spécialistes »), 13 spa types ont été
décrits chez au moins deux hotes différents (souches appelées « généralistes »). Les souches
SARM ont été décrites tant chez les especes exposées aux antibiotiques (Homme, PNHs) que

chez les espéces non exposés (micromammiféres, chauves-souris). Chez les especes exposées,
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la résistance est aussi bien portée par des souches spécialistes que généralistes. Chez les
especes non exposées, la résistance n’est portée que par les souches partagées avec les
especes exposées (Homme, PNHs) ; aucune souche partagée entre espeéces non exposés n’est
SARM. Chez les micromammiféres, la prévalence des souches SARM diminue avec la

distance aux zones de nourrissage de PNHs.

Conclusion

En décrivant 15 nouvelles souches et 13 souches généralistes, notre étude confirme la
grande diversité génétique connue du Staphylococcus aureus et son aptitude a coloniser
différent types d’hotes (Schaumburg et al., 2012a). La diffusion de souches entre especes
hoétes et la présence de souches résistantes €taient attendues dans le groupe des especes hotes
exposées aux antibiotiques par référence aux études antérieures (Rolland et al., 1985;
Schaumburg et al., 2012b; Schaumburg et al., 2015). En effet, Compte tenu de 1’utilisation
courante des antibiotiques en soin vétérinaire et des pratiques d’automédication dans la
population gabonaise (Kunz and Parsons, 2009; Luby et al., 2009), les prévalences des
SARM obtenues dans ces deux groupes ne pouvaient constituer une surprise. Deux autres
résultats étaient moins attendus. D’abord (i) ’infection des soigneurs et des PNHs par les
mémes souches que les chauves-souris ou les micromammiféres d’une part et la
dissémination des SARM au sein des populations non exposées aux antibiotiques (chauves-
souris ou micromammiferes) d’autres part. Ces observations confirment la dissémination déja
décrite des SARM a partir d’une source humaine (Rolland et al., 1985; Schaumburg et al.,
2012b). Ensuite (ii) le gradient de répartition des souches SARM chez les micromammiferes
qui diminuent en proportion au fur et a mesure de 1’¢loignement aux sites d’utilisation
d’antibiotiques. Un résultat semblable est obtenu pour une autre bactérie, E. coli : Grall et al.
(2015) ont montré la perte de la résistance aux Beta-lactamines chez les micromammiféres
lorsqu’on s’¢loignait du centre d’utilisation d’antibiotiques. Ce constat cumulé au fait
qu’aucune souche partagée entre groupes d’hotes non exposées n’était SARM démontre
d’une part que (i) les souches résistantes proviennent des PNHs et/ou de I’Homme et, d’autre
part, (ii) confirme le réle des chauves-souris, des micromammiferes et de I’environnement

dans la persistance communautaire des SARM.
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Article 2: Spread and persistence of methicillin-
resistant strains of Staphylococcus aureus: the
importance of host spectrum.
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Abstract

Antibiotic resistance in Staphylococcus aureus is a major human and animal health issue both
in hospital and in veterinary environment. To date, most studies have focused on hospital
environments but very few studies have investigated the spread of antibiotic resistance from
antibiotic use in natural ecosystems. Only recently studies have started to consider multiple
host systems, showing that anthropogenic activities could pass antibiotic resistance to
untreated animal species. However, the role of bacterial host spectrum on the dissemination
and persistence of antibiotic resistance in environments with close contacts between humans,
human managed species and wild fauna was largely overlooked. In the present paper, we
assessed the prevalence of methicillin resistance among S. aureus (MRSA) isolates from
humans (N=39), non-human primates (NHPs, N=580), micromammals (N=561) and bats
(N=141) in a primatology center, Gabon, and evaluated the plausibility of four predictions
regarding the spread of antibiotic resistance in this ecosystem. Globally, of the 1180 isolates,
15 new strains of S. aureus were identified among which 8 were also MRSA strains. PNHs
could be reservoir of two new MRSA strains (t15942 and t15943). Our results showed that
MRSA strains were mainly found in species submitted to antibiotic treatments (humans and
NHPs) and disseminated to other species mainly through generalist (i.e., strains that are able
to infect multiple hosts) strains that also circulate in these exposed species. Indeed, specialist
strains (i.e. strains infecting only a single-host species) infecting only unexposed species
showed a low level of MRSA strains among them, which suggests that the acquisition of
resistance through environmental contamination is rather low. More strikingly, we found that
in NHPs, generalist strains that were not found in humans showed a higher proportion of
MRSA strains among them than specialist strains. Since it is hardly imaginable that this
additional level of resistance was acquired through differential antibiotic pressure, we

hypothesize that generalist strains could have a greater adaptability than specialist strains.
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This hypothesis should motivate further research about the molecular link between resistance
and generalism. More generally, this study demonstrates that host spectrum is a major
component of the issue of antibiotic resistance in ecosystems where humans apply strong
antibiotic pressures.

Keywords: Natural ecosystem, humans, non-human primates, bats, micromammals, strain

biodiversity, generalist and specialist strains, antibiotic resistance.
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Introduction

Antibiotic resistance is nowadays a major problem of public health at global level and
primarily results from the selection pressure exerted on bacteria by the overuse of
antibiotics'. While the use of antibiotics in hospital is well known as a major issue in drug
resistance, the use of antibiotics in animals, such as animals maintained in captivity and semi-
captivity (e.g., in zoos and parks) either for therapeutic use, or raised for food (poultry, pigs,
and cows) is now considered as a an important factor of emergence and spread of drug
resistance””. Although much is known about how resistant bacteria spread in hospitals, i.e.,
within single host species communities®’, the scale of the problem, and factors that
predispose to the emergence, dissemination and persistence of antibiotic resistant bacteria in
natural ecosystems where both humans, domestic and/or wildlife are in close contacts, i.e., in
multiple host species communities® require investigation.

In natural ecosystems, an important feature of the problem of antimicrobial resistance
is the host spectrum of the microorganisms. Since the emergence of drug resistance is largely
dependent on the frequency of treated hosts, microorganisms spreading in multiple host
systems, i.e., generalist, suffer multispecific constraints for the acquisition of drug resistance
while specialist strains only suffer monospecific selective pressures. The strength of selection
imposed by the host ecological community and the cost of being generalist and/or resistant
will shape evolution and coexistence of different strategies. For example, in a two species
system with a treated and an untreated species in close contact and equal proportion, specialist
strains will suffer strong and null antibiotic pressure, respectively, while generalist strains will
suffer an intermediate pressure. So in the untreated species, the generalist strain should suffer
a stronger antibiotic pressure than the specialist strains and the opposite should occur in the

treated species. Microorganism host spectrum, which has been largely overlooked in the study
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of antimicrobial resistance, may thus be an important trait to consider for characterizing
antimicrobial resistance in natural ecosystems.

In this study, we determined the pattern of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) amongst host populations (humans, non-human primates, micromammals, and bats)
in the Center of Primatology (CDP) of the International Center for Medical Research in
Franceville (CIRMF), Gabon (Central Africa). S. aureus is both a commensal and a pathogen

5,9,10

of humans and of various mammalian species™” . It causes a wide variety of infections

ranging from mild diseases to life threatening diseases such as bacteremia or sepsis' "'
Emergences of MRSA infections followed the use of different types of antibiotics over the
years and now pose a serious problem in anti-microbial chemotherapy worldwide>". In
addition to increasing prevalence and incidence MRSA infections are associated with
increased morbidity and mortality, in comparison with methicillin susceptible S. aureus
(MSSA) infections”'®!”. Furthermore the bacterium has the ability to switch host™'*'®% even
after long periods of isolation in a single host species®'.

The CDP offers a contrasting ecosystem where species submitted to different
antibiotic pressures coexist, humans being more exposed than NHPs and micromammals
(rodents and shrews) and bats being unexposed. Within the group of NHP species, an
important contrast is also found in the regularity of treatments, species living in aviaries being
under full control of veterinarians while treatments are sometimes erratic or interrupted in
species living in enclosures because of the difficulty to recapture the individuals. The
ecosystem 1is also contrasted regarding bacterial characteristics, our data showing that both
specialist and generalist (infecting more than one host species) strains coexist.

The objective of this study is to take advantage of this natural but human driven

ecosystem to test several predictions on the frequency of MRSA strains. To this end, we

isolated S. aureus strains from humans, NHPs, bats and micromammals, typed their spa-
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genezz, and identified MRSA by amplifying by PCR the mecA gene. Our first prediction (P1)
is that humans and then NHPs, the two species that benefit from medical care, should present
the highest prevalence of MRSA compared to bats and micromammals (rodents and shrews),
which are not directly exposed to antibiotics. A recognized factor known to promote
antimicrobial resistance is a deviation from the prescribed antibiotic treatment. We thus
expect (prediction P2) NHPs living in enclosure to be more at risk to carry MRSA strains than
NHPs living in captivity (aviaries) because antibiotic treatments are often interrupted in
enclosure due to the difficulty to recapture the individuals at a regular rate for adequate drug
administration. Micromammals are another interesting group because their small dispersal
distance (compared to bats) should constrain the geographical spread of the bacteria. If drug
resistance imposes a substantial cost on the transmissibility of the bacteria, then we would
expect (prediction P3) that once selection pressure is reduced, i.e., with increasing distance to
the spot of antimicrobial pressure (buildings housing NHPs and/or humans), susceptible
strains would rapidly replace resistant ones in the micromammals living far from these spots.
The corresponding hypothesis was not tested in bats, which fly over long distances. The last
prediction (P4) concerns the link between host spectrum and the prevalence of MRSA.
Because humans and NHPs are supposedly the main source of antibiotic resistance, we expect
that, in bats and micromammals, generalist strains that also infect humans and/or NHPs
should show a higher level of antibiotic resistance than specific strains. We also expect that,
in NHPs and humans, generalist strains that also infect micromammals and/or bats should
show a lower level of antibiotic resistance than specific strains.

Finally, investigating the spread of antibiotic resistance to unexposed host species may
also provide some highlights about the mechanisms of acquisition of resistance in these host
species. Different routes can lead to this acquisition. First, individuals can be directly exposed

to antibiotics through environmental contamination, e.g., through contaminated food or water.

94



131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

In that case, all strains (specialist and generalist) of unexposed species should show an
important level of resistance. Second, the acquisition can be achieved through ecological
trajectories of S. aureus strains. By spreading to exposed species, generalist strains can
acquire resistance and confer it to unexposed species. In that case, generalist strains shared
with exposed species should be the most resistant strains found in unexposed species. So the
differential rate of antibiotic resistance between specialist and generalist strains shared with
exposed species can thus be an indicator of the relative weight of these two routes of

acquisition of resistance in unexposed species.

Results

Prevalence of S. aureus among host community

All the 1180 swabs nasal collected were examined. The nuc-PCR showed 100% concordance
with SAID culture for human and NHP samples whereas two nasal swabs from bats and one
from micromammals positive at SAID culture were negative to nuc-PCR. Globally, the
proportion of positive individuals on nuc-PCR was 46.15% in humans, 46.55% in NHPs,
30.48% in micromammals and 41.13% in bats (Figure 2a, Supplementary data S1). No
significant differences between humans and NHPs (p=1), between humans and bats (p=0.7) or
between humans and micromammals (p=0.067) were detected. No significant differences
were observed between NHPs and bats (p=0.28). However, NHPs were more infected than

micromammals (p= 0.02.10"°) (Table 1 for more details).

Spa-typing

In total, 474 sequences were examined. Among them 14 were unexploitable. Forty-nine
different spa-types were identified from the remaining 460 isolates (Tables S1 and S2),
including 15 new spa-types (number t15940 to t16031). Globally, 198 isolates representing 13
spa-types belonged to generalist strains (Table S1) and 262 isolates representing 36 spa-types
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belonged to specialist strains (Table S2). Four specialist spa-types in humans correspond to 6
isolates, 14 in NHPs correspond to 168 isolates (13 from P. ¢. troglodytes, 34 from Macaca
sp., 118 from M. sphinx and 1 from G. g. gorilla, C. solatus and C. aethiops), 10 in bats
correspond to 30 isolates (2 from E. helvum, 22 from E. franqueti, 5 from H. monstrosus and
1 from R. aegyptiacus) and § in micromammals correspond to 58 isolates (8 from L. striatus,
9 from L. nudicaudus, 22 from M. musculus, 8 from Praomys sp., 10 from R. rattus and 1
from shrew). Thirteen spa-types were shared between two or three host species: NHPs and
humans (t537, t189), NHPs and bats (12546, t15942, t5725), NHPs and micromammals (t056,
t084), micromammals and bats (t15969, t1781), NHPs, humans and bats (t355), NHPs,
micromammals and bats (t5017), humans, micrommals and bats (t939) (see Table S2).

The numbers of identified repeats ranged between 1 (t693, t779, t1781) and 11 (t148,
t12895, t15967). Eight spa-types were excluded due to their low number of repeats (<5).
BURP analysis resulted in two spa-CCs already described (CC2546 with 2 spa-types
grouping 20 isolates, CC15941 with 2 spa-types grouping 48 isolates in generalist and
specialist strains, respectively). The other isolates were identified as singletons (7 spa-types
among generalist strains and 16 spa-types among specialist strains, representing 130 and 103
isolates, respectively, or as groups with no founder (2 for generalist strains and 10 for

specialist strains, representing 32 and 70 isolates, respectively) (see Table S1 and S2).

Testing the four predictions on MRSA carriage
In agreement with prediction P1, we found significant differences in MRSA carriage between
the four groups of species (p=1.8.10", Table 1). MRSA prevalence was significantly higher in

humans (67% [95% confidence interval: 41%; 86%]) than in the three other groups of species.

Prevalence was then the highest in NHPs (30%, 95% CI [24%; 36%]), then in bats (22%, 95%
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CI[13%; 36%]), and it was the lowest in micromammals (16%, 95% CI [10%; 23%])(Figure
2a).

Regarding prediction P2, we retained (Table S3) the mixed generalized model mec ~
a*s+g + (1|spe) as a base model for testing the difference in MRSA carriage between species
living in enclosure and aviaries (Table 2). The difference between the two classes of housing
was found significant (p=0.01) and the estimated coefficient supported the idea that
individuals living in enclosure show the highest rate of MRSA carriage (OR = 3.19 [1.51 to
6.75]) (see Table 2).

Regarding prediction P3, we retained (Table S3) the generalized model mec ~ g as a
base model for testing the link between MRSA carriage and the distance to NHP installations
in micromammals. The link was found significant and the coefficient revealed a negative link
between the two variables (for each 100m increase in distance to NHP installation, OR = 0.63
[0.61; 0.66], see Table 2). The decrease was substantial, but individuals infected by resistant
strains were still found above 300m from NHP installations (Figure 3a).

As regards the prediction P4, MRSA carriage was found significantly linked to host
spectrum in NHPs, bats and micromammals (Table 3, Table S4 and Figure 2b). In humans the
link was not significant, which could be due to small sample size. In NHPs, both generalist
strains (GH: OR = 2.5 [1.02; 6.17] and GnH: OR = 2.33 [1.09; 5]) were found more resistant
than specialist strains (Table 3).

In bats, MRSA carriage was much higher in generalist strains infecting host species
exposed to antibiotic (GE strains) than in specialist strains (OR = 6.89 [1.65 to 28.78]).
MRSA carriage was not significantly different between specialist strains and generalist strains
that were not found in exposed species (GnE strains, see Table 3). A consistent pattern was
observed in micromammals (between GE and specialist strains: OR = 11.02 [2.97; 40.85],

GnE strains were not integrated in the study because only two individuals were found positive
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to these strains — those individuals did not exhibited any resistance to methicillin, see Table
3).

Considering the fact that, in micromammals, most MRSA strains (17/20) were
generalist strains also infecting exposed species, the decay in the prevalence of MRSA with
distance to PHN installations (observed in Figure 3a) could also be due to a decrease in the
frequency of GE strains with the distance to NHP installations. This was indeed the case
(Figure 3b) and, when we considered only GE strains in the analysis (Figure 3c), the decay
was less pronounced — but significant, the test of prediction P3 is performed using the base
model mec ~ g, and hence corrects for the confounding effect of the decreasing frequency of

GE strains with distance.

Discussion

In wild animals, few studies have focused on NHPs in sanctuaries and they were generally

limited to interaction between humans and NHPs**°

. The first originality of our study is to
analyse the spread of antibiotic resistance in a broader ecosystem context composed of
phylogenetically distant hosts, here humans, NHPs, bats and micromammals living in
proximity in a primatology center in Gabon. The second originality is to include host

spectrum as a potential critical factor for understanding drug resistance spread and persistence

to host species not exposed to antibiotic treatment.

MSSA and MRSA clones
In this study we report 15 new spa-types (5 in NHPs, 5 in bats, 2 in micromammals, none in
humans among specialist strains; 2 among generalist strains, none infecting humans) and 34

already described spa-types. The most prevalent MSSA isolates in previous studies in Gabon

were t084 (ST15) and t355 (ST152) isolates. Indeed, t084 isolates corresponded to 35% of all
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isolates responsible for S. aureus carriage in inhabitants of Lambaréné and surrounding
villages (500 km from Franceville; Ateba Ngoa et al. *). In another study performed in
Foumagou (244 km from Franceville), ST15 strains colonized 30% of mothers and 25% of
their child; ST152 strains colonized 25% of mothers and 22% of their child®. In NHPs, the
diversity of S. aureus carriage has never been explored in Gabon, even if ST15 and ST152
strains have been previously detected in a limited number of animals (domestic animals and

2025 These isolates were not highly prevalent in our study in humans as in

Cephalophus sp.,
animals, but we found that ST15 strains were generalist in NHPs and micromammals, and
ST152 strains in humans and NHPs (Table S1).

Focusing on MRSA clones, hospital-associated clones, such as the ST239 and ST241
clones, have been previously described in nine African countries’2*, but not in our study.
Community-acquired MRSA clones usually more frequently harbored the PVL genes (one of
the important virulence factors of S. aureus) in comparison with hospital-acquires MRSA
clones®®®. The MRSA ‘African clone’ ST88 (t186), which is highly prevalent in West,
Central, East Africa and Madagascar®®, does not harbor the PVL genes. This clone has been
significantly associated with S. aureus infections in Gabon (5 isolates were found in pygmy
populations,”, whereas the prevalence of this clone in carriage is very low (only one patient
in the study of Ateba Ngoa, et al. *, no patients in the study performed by’'). We found this
clone in only 2 humans, and no transmission was observed to animals.

The most prevalent generalist S. aureus strains were the ST188 (t189), t939, t5017,
t15942, and t084 (table S1), the last four of unknown ST. The strain t15942 was found in 17
NHPs and 5 Bats, and not in humans. Of importance, 15 of the t15942 strains collected (68%)
were MRSA, suggesting the circulation of a MRSA clone in animals. Regarding specialist

strains, the most prevalent strain with the highest proportion of MRSA (47%) was the t15943

(table S2), of unknown ST. This strain was found in 34 NHPs, suggesting a new MRSA clone
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circulating specifically in NHPs. Further studies are required to determine the epidemic
potential of these new MRSA clones, in each animal species, but also between animals and

humans.

Pattern of MRSA spread

MRSA strains were found in all groups of host species. As expected in our prediction P1,
MRSA prevalence was significantly different between host groups of species, resistant strains
being more prevalent in humans. However, surprisingly, we found relatively high prevalence
of MRSA in bats and micromammals, two species that are not exposed to antibiotic
treatments. Host spectrum explains quite well these results.

In the two unexposed (bat and micromammals) groups of species, resistance carriage
was very low in specialist strains and absent in the generalist strains that were not found in
exposed species (i.e., humans and NHPs: GnE) (t1781 and t 15969, see Table S1 and Figure
2b). Conversely, resistance was high in the generalist strains that were able to infect humans
and/or NHPs (GE), in rates that were comparable to what is observed in NHPs (Table 3 and
Figure 2b). These results support the idea that inter-specific transmission is the major source
of MRSA diffusion to wild species. If human driven selection for antibiotic resistance through
environmental contamination might occur (some specialist strains of micromammals and bats
carried resistance genes, but resistance could also have been acquired through horizontal gene
transfers from resistant generalist strains), its impact is much lower.

In micromammals, MRSA risk was found to be significantly decreasing with the
distance to NHP installations (Table 1 and Figure 3a). This supports the idea that resistance in
micromammals is mainly acquired close to areas with the greatest antibiotic pressure and do
not spread over larger geographical scales because of the low dispersal distance of

micromammals. Once antibiotic pressure decays (i.e., far from NHP installations), resistant
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strains tend to be replaced by non-resistant ones. This result is consistent with those observed
by' concerning the anthropogenic exposure of E. coli to ticarcillin (f-lactams). However, our
data allowed to disentangle this effect into two mechanisms.

First, resistance mainly spreads through generalist strains shared with humans and/or
NHPs (Table 3). These generalist strains tend to become rarer far from human and NHP hosts
(Figure 3b) probably because they require the presence of all hosts to counterbalance the
fitness cost of generalism. Second, within the GE group, far from the source of emergence of
antibiotic resistance, resistant strains seem less well adapted than their non-resistant
counterpart (Figure 3c). So the global decay of resistance with distance to NHP installation
observed in Figure 3a arises from the superposition of two phenomena. When we compare
Figures 3b and 3c, we can see that the decay in GE strains frequency with distance to NHP
installations is relatively similar to (see slightly more pronounced than) the decay of the
frequency of resistance in GE strains. To summarize, this analysis shows that the fitness cost
of resistance is, at least in our situation, the combination of the costs associated both with
generalism and with resistance in generalist strains. Hence, the pure fitness cost of resistance
(that is observed from Figure 3a) appears lower than what can be expected from an analysis
that would neglect host spectrum (Figure 3a). The fact that resistant strains were still observed
at distances that were far beyond the distribution areas of micromammals, i.e., less than 1ha**
3% suggests that, in reality, the true fitness cost of resistance in generalist strains could be
relatively low.

All these results were in agreement with our predictions. This means that the picture
depicted until now is consistent with the ecological intuitive view we could have about the
spreading of antibiotic resistance between exposed and unexposed species. However, NHPs

show a more intriguing picture. In NHPs, MRSA carriage was found significantly higher in
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species living in enclosures, in agreement with the prediction P3. This point out the
importance of applying complete antibiotic treatments to limit the spread of resistance strains.

Regarding host spectrum, we had little a priori about the impact of generalism on the
spread of MRSA in NHPs. Spreading through human hosts could be an additional source of
resistance acquisition. So MRSA carriage could be higher in generalist strains. But resistance
in generalist strains could also be counter-selected through the spreading of S. aureus in bats
and micromammals. Generalism could thus also reduce MRSA carriage.

To disentangle these two effects, we separated generalist strains found in NHPs
according to whether they were also found in humans or not. Generalist strains infecting
humans were found significantly more resistant than specialist strains, which was consistent
with what we expected. However, strikingly, generalist strains that were not found in humans
were also found to be more resistant than specialist strains and this increase was significant
(Table 3 and Figure 2b). This result is highly counter-intuitive because, while spreading to
bats and/or micromammals, the release of antibiotic pressure should have decreased the level
of resistance. At best, generalist strains that were not found in humans should have had the
same level of resistance as specialist strains.

This result may suggest that generalist strains, beyond the pressures imposed by their
ecological trajectory (in terms of host species), could be more prone to acquire resistance to
methicillin. One possible hypothesis could be that they show a greater level of adaptability
than specialist strains. This hypothesis makes sense with regard to the ecological constraints
imposed on these strains. Indeed, generalist strains, when they change of host, need to adapt a
new environment. So these strains could be more ‘adaptable’ to antibiotic pressures, e.g.,
through a faster acquisition of resistance or a decreased associated fitness cost. Interestingly,

previous work® have shown that bacteria using a generalist strategy present structural
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differences compared to specialist strains. These structural differences could be important in
the acquisition of resistance.

For the moment this hypothesis remains speculative. But, if true, this could have
important epidemiological implications. If generalist strains are more prone to acquire
antibiotic resistance, antibiotic pressure could be an important factor for bacterial
transmission between species by favoring strains with a broader host spectrum. So, for
example, the massive treatment of livestock could, indirectly, leads to an increased risk of

bacterial transmission to humans.

Conclusion

Our data depicts a consistent general picture of transmission of resistance in an ecosystem
where some host species are exposed to antibiotic pressure while others are not. Exposed
species seem to constitute an important reservoir for antibiotic resistance. Transmission to
unexposed species seems relatively strong and, interestingly, seems more driven by inter-
specific transmission than by environmental contamination (e.g., contaminated food or water).
Transmission of generalist resistant strains within unexposed hosts seemed to be relatively
efficient. In NHPs, the fact of spreading to unexposed species was not found to decrease the
rate of antibiotic resistance (the same study in humans would be interesting but could not be
performed here due to small human sample size). At the opposite, this rate was greater than in
specialist strains, suggesting that generalist strains could present a greater potential for the
acquisition of antibiotic resistance. This conclusion, we hope, could stimulate further studies
to characterize the relationship that may exist between generalism and antibiotic — and more
generally drug — resistance. In any case, we believe that this study demonstrates the interest of
considering host spectrum as a fundamental trait to better understand the problem of drug

resistance in multi-host species ecosystems. Regarding conservation, the results of this study
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show that sanctuaries like the primatology center can promote the transmission of S. aureus
strains between host species and that drug resistance can be spread to non-treated species.
This can have consequences on the effectiveness of antibiotics in human and animal health. In
sanctuaries or conservation programs, the application of specific procedures is hence required
to limit the spread of antibiotic resistance. The new guidelines presented by the ITUCN
(International Union for Conservation of Nature)’® and GRASP (Great Apes Survival
Partnership) should move in that direction. Regarding human health, many ecosystems
involving treated and untreated species arise from human way of life (zoos, public parks,
stock farms, etc) everywhere in the world. Research is needed to understand the role of animal
biodiversity and host spectrum in the spread and persistence of antibiotic resistance in such

anthropogenic ecosystems.

Methods

Study host community

The research was conducted during 2013 and 2014 in the Primatology Center (CDP) of the
International Center for Medical Research in Franceville, Gabon (CIRMF). The CDP is
located in the city of Franceville in the province of Haut-Ogooué, South-East Gabon
(1°37'59" N/13°34'59" E; Figure 1). The first habitations are located less than 500 m from
CDP. The CDP hosts more than 350 NHPs belonging to eight species among which
chimpanzees (Pan troglodytes troglodytes), gorillas (Gorilla gorilla gorilla), mandrills
(Mandrillus sphinx) and five species of other monkeys (Cercocebus torquatus, Chlorocebus
aethiops, Macaca sp., Cercopithecus solatus, C. cephus). A team of 22 people provides care
for animals, feeds and monitors them. NHPs are located in two distinct environments. A first
group of species (Mandrillus sphinx, Cercopithecus solatus and C. cephus) lives in a forest
enclosure of six hectares whereas the second group (Pan troglodytes troglodytes, Gorilla

gorilla and other monkeys) lives in large aviaries. Moreover, during the night, frugivorous
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bats, rodents and shrews feed on food and bananas leftovers in the feeding areas of NHPs (4

tonnes of bananas are received each week at the CDP to feed NHPs).

Sampling and ethic statements

The study was based on 1180 swabs collected between 2013 and 2014, including 619 nasal
swabs from 39 humans and 580 NHPs (384 Mandrillus sphynx, 6 Gorilla gorilla gorilla, 82
Pan troglodytes troglodytes, 2 Cercocebus torquatus, 9 Chlorocebus aethiops, 83 Macaca
spp, 12 Cercopithecus solatus, 2 C. cephus); 561 oral swabs from micromammals including
5 rodent species (93 Lemniscomys striatus, 52 Lophuromys nudicaudus, 136 Mus musculus,
89 Praomys spp, 40 Rattus rattus) and 10 shrews (undetermined species), and 141 bats
belonging to 4 species (106 Epomops franqueti, 14 Hypsignatthus monstrosus, 12 Eidolon
helvum, 9 Rousettus aegyptiacus). NHP samples were collected under routine health
procedures and occasional veterinary consultations. Bats were captured using mist nets
during 30 nights each year at different locations at the CDP and micromammals were
captured using live traps (Tomahawk and Sherman) as described in '. The trap grid covered
the total area of the CDP and 149 traps were placed at 30m intervals within a radius of 1.2
km around aviaries and enclosures. Finally, human samples were collected by the CIRMF
medical team based on the workers’ voluntary participation and in agreement with the
recommendations of the Gabonese National Ethics Committee (Authorization

N°PROT/0020/20131/SG/CNE).

Isolation and identification of S. aureus

All samples were streaked on SAID and blood agar plates according to manufactory
description (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France). Isolates were identified on the basis of

colony morphology, Gram stain, catalase test, and coagulation test (SAID, Marcy 1’Etoile,

105



403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

France) and verification was carried out by PCR for the presence of nuc (a species-specific

marker) as described previously®’.

Spa typing analysis

DNA sequencing of short sequence repeats (SSR) of the polymorphic X region of the protein
A gene (spa) was used for typing all S. aureus isolates”’. PCR amplification of the SSR area
of the spa gene was accomplished as described previously*”*'. DNA sequencing of the PCR-
amplified products (150-500pb) was performed by Eurofins MWG (Germany). The standard
chromatogram files of the forward and reverse sequences obtained from each sample were
edited and assembled and spa types were determined using Ridom StaphType software
(Ridom GmbH, Wiirzburg, Germany;*). All sequences were checked by using the online

BLAST database (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Identified spa types with similar

repeat profiles (i.e., sharing identical SSR units arranged in an identical order) were clustered
into spa clonal complexes (spa-CCs) using the BURP-algorithm (Staph Type 2.1.1 software,
Ridom GmbH, Miinster, Germany **. Spa-types shorter than 5 repeats were excluded (because
their information content is limited and no reliable evolutionary history can be inferred)***; a
cluster composed of 2 or more related spa-types was regarded as CC; a spa-type that was not
grouped into a CC was considered as a singleton. Specific sequence types (STs) were

assigned based on known association with spa-types reported on spa server database

(http://spa.ridom.de/spatypes.shtml).

Antimicrobial susceptibility

Methicillin-resistant S. aureus were identified by amplifying by PCR the mecA gene that

encodes the modified penicillin binding protein PBP2a"®.

Procedures to avoid contamination
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All analyses (culture, DNA extraction, PCR) were performed separately for each host
(humans, NHPs, rodents, shrews and bats). The PCR analyses were verified in two separate

laboratories (IRD and CIRMF).

Statistical analyses

To test the first prediction P1, differences of proportions in S. aureus carriage and MRSA
between types of hosts (NHPs, humans, micromammals and bats) were assessed using chi-
square test. If significant, the global chi-square test was followed by a post-hoc analysis
comparing species by pair using a Bonferroni correction where the p-value is multiplied by
the number of tests.

For the three last predictions, we used a logistic regression model in S. aureus positive
individuals with MRSA carriage as a response variable. Considered cofactors were sex (s),
age as a categorical variable (a: young, juvenile and adult for NHPs; juvenile and adults for
micromammals and bats; in humans age was replaced by seniority at work, sw), species (spe,
only for NHPs, rodents and bats), distance to PHN installations (d, only for micromammals),
housing (4, i.e., enclosures or aviaries, only for NHPs) and the degree of generalism (g, a
simplified indicator for the host spectrum).

Captured individuals were classified in three age classes (juveniles, sub-adults and
adults) for NHPs, bats and micromammals. We classified worker seniority into three groups:
people working at the CDP for less than 5 years, between 5 and 10 years, more than 10 years.
In micromammals, distance to NHP installations was defined as the minimal distance between
the trap where the individual was captured and the nearest NHP installation (aviaries or
enclosures). Finally, the degree of generalism was considered as follows. In humans, due to
the small sample size, we considered only two modalities: a strain was considered as
specialist when it was found only in humans, and generalist otherwise. In NHPs, specialist

strains were those infecting only NHPs. Generalist strains were divided into two groups: those
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also infecting humans (whether infecting or not bats and/or micromammals; group GH) and
those infecting other species but not humans (group GnH). In bats and micromammals, two
groups were also separated: strains only infecting untreated species (micromammals and bats;
group GnE) and those also infecting humans and/or NHPs, i.e., at least one of the two species
that are directly exposed to antibiotics (group GE).

For prediction P2, on NHP MRSA data, we started by choosing the set of correcting
cofactors. From the model s*a+g, we performed an AIC procedure and retained the submodel
with the lowest AIC score. This allowed us to retain a limited combination of correcting
cofactors that have a good predictive power. Then species (spe) was added to the model as a
random effect and was also taken as a correction cofactor. Housing was then added to the
model and its effect was tested using a likelihood ratio test (LRT).

For prediction P3, on micromammal MRSA data, we first performed an AIC
procedure on the submodels of s*a+spe+g in order to select a combination of correction
cofactors. Then the effect of distance (d) was tested from this model using a LRT.

For prediction P4, in each of the four groups of species (humans, PNHs, bats and
micromammals), MRSA data were considered separately. We first performed an AIC
procedure on submodels of a full model (s*sw in humans, s*a+spe in NHPs and bats, and
s*a+spe+d in micromammals) in order to select a combination of correction cofactors in each
data set. From the selected model, variable g was introduced in the model and parameters
associated to this variable were estimated together and tested equal to zero, the modality
“specialist” of variable g being taken as the intercept — so the estimated parameters quantify
the difference in the probability (quantified by the odd ratios) of the acquisition of resistance
between specialist and generalist strains (according to their host spectrum).

Statistical analysis was performed with R software version 3.1.0. All statistical tests were

performed with a 5% type 1 risk. For each group of species, coefficient estimates of the model
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presenting the lowest AIC of all potential combination of cofactors considered was presented

in supplementary data S3 and S4.
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Figure legend

Figure 1: Location of study site in Gabon. The Primate Center (CDP: 1°37' 59" N/ 13° 34'

59 " E) is in southern of Gabon.

Figure 2: Difference in S. aureus and MRSA carriage between the four different groups of
species. (a) Prevalence of S. aureus (dark grey) and MRSA (light grey) carriage in the four
groups of hosts; (b) Prevalence of MRSA carriage in the groups of hosts according to the host
spectrum. Strains were separated according to whether they were specialists (S, dark grey) or
generalists (G, light grey). In NHPs, generalist strains were separated into two groups: those
that also infect humans (strains GH) and those that do not (strains GnH). In micromammals
and bats, generalist strains were separated into two groups: those that also infect exposed

hosts (humans and/or NHPs, strains GE) and those that do not (strains GnE).

Figure 3: Frequency of MRSA carriage in micromammals according to the distance (in
meters) to NHP installations considering all strains of S. aureus (subplot a) or only strains that
also infect exposed species (humans and/or NHPs, GE strains; subplot c¢). Subplot b:

Frequency of GE strains according to the distance (in meters=m) to NHP installations.
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Table S3: Generalized linear model (GLM) tested to explain observed variation in MRSA
carriage in hosts. The conditions of the models are described in Methods section. The model
with the smallest AIC was retained to test our predictions (in yellow for P2 and P3, in green
for P4). Correcting cofactors a (age), s (sex), sw (seniority at work), d (distance), g
(generalists or specialists of strains), spe (species).

Hosts GLM AIC
HO 3101 (P4 |
Humans s 32.77
SW 32.86
stsw 34.71
s *sw 35.74
d+g 101.50
std+g 103.45
g 104.09 (P3)
d+spetg 105.31
st+g 106.08
Micromammals esp+g 106.39
s+d+spet+g 107.13
atstd+g 107.22
atg 108.02
a*s+d+g 109.01
atstd+esp+tg 109.54
ats+g 110.00
a*s+g 111.93

a*s+d+esptg 111.98

(HO 43084 (P4 |

s 482.29
d 482.77
a 483.52
s+d 484.19
esp 484.75
ats 485.07
a+d 485.50
s+esp 486.50
d+esp 486.55
ats+d 487.02
a’*s 487.34
atesp 487.84
s+d+spe 488.27
a*s+d 489.25
ats+esp 489.63
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ats+d+esp 491.48
a*s+esp 492.19
a*s+d+esp 493.98
HO 63.723(P4) |
s 64.66
Bats a 67.21
a*s 68.22
ats 68.25
spe 68.68
s+spe 69.22
a*s+spe 71.83
a+tspe 72.20
a+s+spe 72.82
atstspetg 264.08
a*stg 265.39 (P2)
s+spetg 265.49
atspetg 265.87
NHPs atg 267.17
spetg 267.57
stg 269.52
g 271.53
a+s+spe 27676 (P4) |
a-+tspe 278.70
a+ts 278.79
a*s 278.85
a 279.58
s+spe 280.14
spe 281.77
s 283.07
HO 284.06
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Chapitre 3 : Diversité, circulation et persistance de
paramyxovirus dans les sanctuaires et aires de
conservation de PNHs

Prélevements sanguin d’un chimpanzé (Pan troglodytes. troglodytes )lors d’un controle
sanitaire au Parc de la Lékédi (Photo CDP, 2013).
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RESUME
Contexte
Les paramyxovirus sont connus pour infecter une gamme diversifiée d’hotes

comprenant les chauves-souris (Drexler et al., 2009), les rongeurs (Jun et al., 1977) ou les
primates (Palacios et al., 2011). Leur transmission se fait essentiellement par contact direct
(inhalation des sécrétions rhinopharyngées) ou indirect par I’intermédiaire de produits souillés
(Plowright et al., 2008). Cette transmission est favorisée par la promiscuité et la fréquence
des contacts a risque entre des différents hotes vertébrés. De ce fait, on s’attend a ce que les
conditions de promiscuité et les contacts répétés entre ’Homme et les PNHs dans les
environnements tels que les centres de primatologie ou encore les sanctuaires favorisent la
circulation, les échanges et la persistance des paramyxovirus dans ces environnements
confinés. Par ailleurs, a I’exemple des parcs de Lékédi, du programme de protection gorille et
du Centre de Primatologie du CIRMF au Gabon, les programmes de conservation de primates
sont établis dans des milieux ou I’ Homme cohabite avec une faune (PNHs, micromammifeéres,
oiseaux, chauves-souris et reptiles). Cependant, les études portant sur le risque zoonotique se
sont souvent limitées a I’interaction Homme vs PNHs (Palacios et al., 2011; Spelman et al.,
2013) et a défaut, elles se sont focalisées a la caractérisation du virus chez I’hdte porteur
(Drexler et al., 2012; Maganga et al., 2014a). Cette vision cloisonnée minimise une fois de
plus le spectre d’hotes et ne propose qu’un regard incomplet sur les conditions de circulation
et de persistance des agents infectieux. C’est pourquoi, pour comprendre le patron de
circulation et la persistance des paramyxovirus dans ces programmes de conservation dédiés
aux PNHs, nous avons échantillonné quatre groupes taxonomiques d’especes hdtes
potentielles (Homme, PNHs, Micromammiferes [rongeurs, musaraignes| et chauves-souris)

qui cohabitent sur ces sites.

Résultats

Nous avons analysé 1884 échantillons repartis en deux types : 1323 prélévements de
maticres fécales et feces (85 prélévements humains, 677 PNHs, 141 chauves-souris, 420
rongeurs et musaraignes) et 561 prélevements d’organes (rates, intestins et foie) issus des 141
chauves-souris et des 420 rongeurs et musaraignes (micromammiferes). Aucun échantillon

testé ne s’est révélé positif.
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Conclusion

Sachant que les étres humains et PNHs (Palacios et al., 2011; Spelman et al., 2013),
les chauves-souris (Drexler et al., 2012; Maganga et al., 2014a) ou les rongeurs (Drexler et
al., 2012; Jun et al., 1977) sont sensibles aux paramyxovirus et que des infections aux
paramyxovirus ont déja été rapportées au Gabon dans la population de chauves-souris
(Maganga et al.,, 2014a), amplification de I’ARN viral dans notre communauté était
attendue. Ce résultat était d’autant plus espéré que les paramyxovirus sont capables de
persister dans les organes tels que la rate ou les intestins (Drexler et al., 2012). Méme si la
sérologie ne répondait pas a notre objectif de retracer I’histoire d’infection intra et inter
especes des paramyxovirus (qui nécessite de travailler avec les séquences), elle aurait permis

de confirmer ou non la circulation de paramyxovirus dans ces sites.
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Abstract

The viruses of the Paramyxoviridae tfamily are known to infect a wide range of animals,
including primates, birds, rodents, carnivores, bats, ungulates, snakes, cetaceans and humans.
This study aims to investigate the circulation of paramyxoviruses in five potential host species
groups (humans, non-human primates, rodents, shrews, and bats) living in the same
environments in three conservation programs dedicated to non-human primates, namely the
Lékédi park, the primatology center of the International Center for Medical Research of
Franceville and the Gorilla Protection Program, located in Gabon. We tested 35 workers, 343
NHPs (8 species), 141 bats (4 species), 420 rodents (5 species) and 10 shrews, sampled
between 2013 and 2014. Faecal and organ samples were analyzed using three heminested
reverse transcription-PCR (hnRT-PCR). All the 1884 samples tested were negative for PV
detection. Further studies spanning a greater period of time are needed to investigate PV

circulation patterns in these conservation programs.

Keywords: bats, rodents, shrews, humans, confined environment, sympatric species
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Introduction

The Paramyxoviridae family is one of the six families that form the Mononegavirales order
with the Filoviridae, Rhabdoviridae, Bornaviridae, Pneumoviridae and three new families
recently added in 2016, Mymonaviridae, Nyamiviridae and Sunviridae [1]. Paramyxoviruses
(PV) are known to infect a diverse range of hosts including bats [2, 3], rodents [4, 5],
primates [6], snakes, lizards and tortoises [7]. They are transmitted either directly via
inhalation of nasopharyngeal secretions, or indirectly through environments contaminated
with faeces, urine or saliva [8]. Frequency of at-risk contact and proximity between
individuals/species enhance the spread of parasites which are directly transmitted [9, 10]. In
primate conservation programs such as the Parc de la Lékédi (LEK; Lékédi parc), the
Centre de Primatologie (CDP; Primatology Center) of the Centre International de
Recherches Médicales de Franceville (CIRMF; International Center for Medical Research of
Franceville) and the Projet de Protection des Gorilles (PPG; Gorilla Protection Program),
located in Gabon, the proximity and repeated contacts between humans and non-human
primates (NHPs) are very common. Some cases of zoonotic transmission of
paramyxoviruses have already been reported, particularly through the close contact of
humans with infected animals (horses for the Hendra virus and pigs for the Nipah virus)
[11].

In the CIRMF’s primatology center, frugivorous bats, rodents and shrews live in sympatry
and feed on food leftovers in the feeding areas of NHPs. Frugivorous bats such as Rousettus
aegyptiacus and Eidolon helvum have already been shown to host a wide diversity of
paramyxoviruses including Henipa-, Morbilli- and Rubulaviruses, some of these being
closely related to the mumps virus [2]. It is thus expected that such environments, in which
different wildlife species mingle, attracted by shelter and food, could enhance the circulation

of paramyxoviruses within and between different host species. In general, most studies on

136



O 1o U WD

AN DTG UTUIUTUTUTUTOTOT S BB BB DR DDEDWWWWWWWWWWNNNNNNNDNONNDNN R R R R R e e
O™ WNHFRFOWOJdNTT D™ WNROWO-JAUBDWNROWOW®O®-JdOAUBDWNROWOWTJNUBWNR OWO®--T0U & WN - O W

wildlife are focused on parasitic exchanges between a single wild species and humans [6,
12] or on parasite characterization in a single wild host species [3], thus neglecting the
spectrum of hosts that could play a major role in parasite persistence.

In this paper, we investigated five potential host species of paramyxoviruses (humans,
NHPs, rodents, shrews, and bats) living in the same environments in order to evaluate the

circulation of paramyxoviruses in conservation programs dedicated to primates.

Methods

Sites and study population

The sampling was conducted in 2013 and 2014 in three sites 100 km away on average and
located in the province of Haut-Ogooué, east of Gabon: le Centre de Primatologie (1°37'59"
N/13°34'59" E) of the CIRMF, the Parc de la Lékédi (1°28'0"S, 13°0'0"E), and the Projet de
Protection des Gorilles (1°35'03.84"S, 14°15'56.73"E) located in the National Park of the
Plateaux Batékés. After a quarantine stay in the CDP, some species of NHPs seized by the
Ministry of Water and Forests from private owners are transferred to the LEK (chimpanzees
and gorillas) or the PPG (gorillas).

The CDP hosts more than 350 NHPs belonging to endemic species such as chimpanzees (Pan
troglodytes troglodytes), gorillas (Gorilla gorilla gorilla), mandrills (Mandrillus sphinx),
torquatus (Cercocebus torquatus), solatus (Cercopithecus solatus), cephus (C. cephus), and
imported species such as vervets (Chlorocebus aethiops) and macaques (Macaca muletta and
M. rhesus). A team of 22 people (veterinary and caregivers) provides animal care, food and
monitoring. NHPs live either in a forest enclosure (Mandrillus sphinx, Cercopithecus solatus
and C. cephus) or in big aviaries (for the other NHPs species). Several animal species coexist
with NHPs, including frugivorous bats, rodents and shrews, which feed during the night on

food and banana leftovers in the feeding or storage areas of NHPs. The LEK hosts two groups
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of 15 chimpanzees each, and one group of 3 gorillas. A team of 7 people provides appropriate
animal care, food and monitoring. Tourists also visit the park. The aim of the PPG is to
reintroduce gorillas in their natural habitat. Animals came from European zoos or were seized
by the Ministry of Water and Forests from private owners. In 2013 and 2014, the project was
composed of two groups of gorillas, one group which was released, and a second group of 4
individuals which was in a habituation program aimed at ecotourism. The sampling was
carried out on this last group. Nine people work in this program and participate in the process

of releasing of gorillas.

Sampling

As recommended by the CNER, human samples were collected by the CIRMF’s medical
team and based on the workers’ voluntary participation, and the NHP samples were
collected by veterinaries following routine health procedures and during occasional
veterinary consultations. Bats were captured using mist-nets (12x2.4 m) following
recommendations in the study by Kunz TH and Parsons S [13], and rodents and shrews
(micromammals) were captured with traps described by Duplantier J-M [14]. As described
in previous studies [3; 5], the euthanasia of bats and micromammals was performed through
the use of an inhalant anesthetic (halothane) and followed by an autopsy through which
selected internal organs including spleen, intestine and liver were collected. Otherwise,
faecal samples of NHPs were collected in sterile tubs by workers. Host species were

identified by trained field biologists and all samples were stored at -80°C until analysis.

Molecular analysis

The extraction of viral RNA was carried out on a BioRobot EZ1 automat (Qiagen,

Germany). Samples were first processed in pools by species, up to four specimens per pool.
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Then, for faecal specimens, ca. 100 mg of faeces of each individual were pooled and
suspended in 500 ul of phosphate buffered saline (Biological Diagnostic Supplies Ltd, UK).
For organ specimens, ca. 100 mg of spleen and liver of each individual were pooled and
crushed as previously described [15]. Total RNA was then extracted using the EZ1 Virus
Mini Kit 48 (Qiagen, Germany) and EZ1 RNA Tissue Mini Kit (Qiagen, Germany),
respectively for faeces and organs, according to the guidelines of the manufacturer. The
extraction quality and the RNA quantification were checked by spectrophotometry using the
nanodrop (Thermo Fisher Scientific, USA).

The search for viral RNA of paramyxoviruses was conducted using three heminested reverse
transcription-PCR (hnRT-PCR) assays targeting the polymerase gene as previously

described [16].

Results and Discussion

Based on the workers’ voluntary participation, 35 people (19 in CDP, 7 in LEK and 9 in
PPG) were included in this study and 343 NHPs were sampled between 2013 and 2014. In
addition, 141 bats and 420 micromammals were captured. A total of 1884 samples were
analyzed, including 1323 faecal samples from 85 healthy human volunteers, 677 from
NHPs, 420 from micrommamals, 141 from bats, and 561 organs (spleen and liver) from 420
micromammals and 141 bats (Table 1). No paramyxovirus RNA was detected in these

samples.

This study conducted on 1884 samples is the first which considers diverse groups of
mammals living in the same environment. Based on the previous studies reporting the
identification of PVs in humans, NHPs [6, 12], bats [3] and rodents [4], the detection of PV

RNA in the different host communities studied here was expected. Indeed, the promiscuity
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between NHPs and humans [17-19] as well as the high density and strong interactions
around food distribution points between micromammals and bats should increase the
probability of viral transmission between wild species on the one hand, and occasionally
between wild species and humans on the other hand [17, 20-22] and thus the persistence of
PVs at the host community level. Furthermore, bats have the ability to maintain viruses in
low concentrations in organs due to immunoregulatory genes [23, 24].

In the Congo basin, Drexler et al. [5] reported the identification of the Morbillivirus which is
closely related to the human mumps virus in frugivorous bats FEidolon helvum and
Hypsignathus monstrosus. But the number of bats sampled here was very low (n=141)
unlike the study of Drexler et al. (4954 bats from 11 countries over several years). In Gabon,
no infection was reported in rodents by Drexler et al. [5]. PV infections were reported in
bats (Coleura afra) by Maganga et al. [3] on a large sample size (985 bats from Gabon over
two years). In our study no infection was reported in species Epomops franqueti, which is
the most abundant species in our sample (75%). These results are similar with a previous
study [5]. It could be explained by the fact that Epomops franqueti is a solitary species living
in very small groups from 1 to 3 individuals [25] unlike Eidolon helvum and Hypsignathus
monstrosus which live in large colonies sometimes comprised of several million animals
[26], and in small colonies from 25 to 132 animals [27], respectively. Large social group
sizes, intense social interactions, and high spatial mobility of many bat species are some key
attributes that contribute to a greater occurrence of viruses in bats, unlike other groups of
mammals [28]. More generally, virus circulation mainly depends on efficient transmission
and sufficient host population size to persist over long periods [21, 23, 29]. Hence, PV
infections could occur epidemically or endemically according to host species and region.
Cases reported earlier in bats living in Gabon [3, 5] could correspond to an epidemic period.

Besides the PV’s circulation pattern and species ecology, the lack of detection of PVs in the
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studied hosts could also be due to a low viral load in the samples associated to the use of
degenerate primers. Degenerate primers can indeed cause a drop in test sensitivity [30]. No
data of PV in NHPs are available in Gabon. Only few studies reported mumps and measles
viruses from the sera of patients [31, 32]. Thus, the nature of our biological samples (faecal)

from humans and NHPs could also explain the lack of detection of PVs in these species.

Conclusion

Longitudinal studies of host communities are needed to identify patterns of spread and
persistence of PVs, especially by investigating different periods of the year, if we consider
that viral shedding in hosts could occur at specific periods or seasons (e.g. reproductive,

gestation or birth periods).
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A travers nos trois (3) sites d’études (CDP, Lek et PPG), notre projet de thése avait pour
objectif général d’analyser et d’évaluer le risque sanitaire que représentent les sanctuaires et
centre de primatologie pour la santé publique (humaine et vétérinaire) et pour la conservation.
Pour mener ce projet, nous avons choisi trois modeles d’agents infectieux dont un agent
procaryote a transmission direct par contact ou indirect par objet souillé a savoir le
Staphylocoque aureus, deux modeles eucaryotes dont un agent pathogeéne a transmission
vectorisée a savoir le genre Plasmodium spp, et un agent pathogene a transmission directe par
contact ou par objet souillé¢ (paramyxovirus). Au plan médical, ces trois modeles d’agents
infectieux représentent ainsi une bactérie (Staphylocoque aureus), un parasite (Plasmodium
spp) et un virus (les paramyxovirus). Les modeles hotes sont les PNHs hébergés et le
personnel qui y travaille. Au CDP, outre les PHNs et le personnel, nous avons échantillonné
les micromammiferes et chauves-souris qui interagissent de facon directe ou indirecte avec les
premiers hotes cités. Dans une communauté d’hotes comme les sanctuaires au sein desquelles
les humains interagissent avec les PNHs, les chauves-souris ou les rongeurs, I’étude de la
diversité¢ parasitaire et la compréhension des conditions de circulation et de persistance
parasitaire passent par I’intégration des différents acteurs y compris ceux qui interagissent de
facon indirecte (chauves-souris, micromammiferes). La prise en compte des chauves-souris et
micromammiferes est d’autant plus justifiée du fait de leur sensibilité aux parasites étudiés et
surtout que le S. aureus et les paramyxovirus peuvent se transmettre a partir des objets
souillés, feces ou urine (Plowright et al., 2008; Schaumburg et al., 2012b). En plus, les
rongeurs et chauves-souris peuvent contribuer a la circulation et a la persistance parasitaire
de par leurs fortes interactions sociales, leurs densités élevées ou leur mobilité spatiale (Jones
et al., 2008; Keesing et al., 2010).

Dans cette quatrieme partie de notre manuscrit de these, nous discuterons des prévalences et
diversités parasitaires, du franchissement de la barriere d’espece, du risque infectieux
zoonotique et du risque pour la conservation liés respectivement au plasmodium spp et
staphylococcus aureus. Nous discuterons ensuite de [’absence d’infection a paramyxovirus
avant de présenter une conclusion intégrant un ensemble de recommandations dans le cadre
de la gestion et de la politique médicale dans les sanctuaires et centres de primatologies.

Pour permettre une lecture plus aisée de la discussion, nous avons présenté dans le tableau 9

une synthése non exhaustive des principaux résultats obtenus dans notre étude.
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I. PLASMODIUM SPP

1.1 PREVALENCE ET DIVERSITE PARASITAIRE
Le développement des outils moléculaires couplé a 1’essor de la phylogénie permettent une

exploration poussée de la diversité parasitaire, ces outils étant plus discriminants. Comme
détaillée dans I’article 1 (tableau 2), I'infection plasmodiale chez les PNHs se caractérisent
par de fortes prévalences chez les grands primates (69,5 % soit 16/23 échantillons de gorilles
analysés et 31,79% soit 48/151 échantillons de chimpanzés analysés ) et une faible
prévalence chez les petits singes (0.48% soit 2/420 échantillons de mandrills et 0.86% soit
1/115 pour les échantillons des autres petits singes, Cercocebus torquatus, Chlorocebus
aethiops,Macaca fascicularis , Macaca mulatta, Cercopithecus solatus, Cercopithecus,
cephus, C. nictitans). Les données de cette étude confirment la sensibilit¢ des PNHs aux
infections plasmodiales. Cependant, les prévalences dans notre étude semblent toutefois plus
élevées que celles rapportées dans la littérature pour les mémes espéces. A partir
d’échantillons collectés dans 24 sites au Gabon, Boundenga et al. (2015) obtiennent des
prévalences de 21,3% (100/470) chez les gorilles et de 15,4% (122/791) chez les chimpanzés.
Des taux d’infection similaires ont ¢été rapportés par Prugnolle et al. (2010), avec 17,6%
(22/125) chez les chimpanzés et 20,23% (17/84) chez les gorilles. Les petits singes africains
semblent moins infectés que les Grands Singes. Les études sur les populations de petits singes
montrent qu’ils sont surtout infectés par les parasites du sous genre plasmodium mais avec
des faibles prévalences. Prugnolle et al. (2011b) rapportent une prévalence de 3,5 % (12/334)
chez les petits singes infectés par les Hemosporidae (plasmodium spp et Hepatocystsis) et un
(1) seul Mandrill était infecté par plasmodium gonderi sur une cohorte de 212 échantillons.

Dans la population humaine étudiée, la prévalence de 17.65% (15/85) est en dessous de
valeurs reportées dans des études utilisant des méthodes moléculaires. En effet, le Gabon
¢tant une zone endémique du paludisme (WHOQO, 2015), le portage est endémique et souvent
subclinique (asymptomatique) (Dal-Bianco et al., 2007). Ainsi, les outils moléculaires
permettent de diagnostiquer ces cas qui apparaitraient négatif en frottis sanguin ou tests
rapides de diagnostic. A titre d’exemple, on peut citer I’étude de (Dal-Bianco et al., 2007)
qui rapporte dans la méme cohorte, une prévalence de 27% en utilisant des tests rapides et de
52 % par PCR. Cette tendance a été également confirmée par une autre étude menée en milieu
scolaire dans une population asymptomatique avec 62,02 % (98/158) de positivité par PCR

(Mombo et al., 2003) alors qu’une autre étude menée sur plusieurs localités au Gabon
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rapporte une prévalence moyenne par frottis sanguin de 6,2% (269/4342) a I’échelle nationale
avec un maximum a 37,2% (Nkoghe et al., 2011). Une des explications possibles de notre
faible prévalence est la taille de notre échantillonnage qui n’est pas représentatif de la
population locale gabonaise d’autant plus que certains prélévements sont issus du personnel
expatrié (vétérinaires, étudiants) venant des pays occidentaux non concernés par le paludisme.
L’analyse de la diversité parasitaire révele une forte diversité du sous genre Laverania avec 6
especes rapportées dans cette étude (Article 1, table 3) sur les 8 connues a ce jour (Figure 13 ;
Tableau 9) ; Seules les especes P. billcollinsi et P. billbrayi n’ont pas ¢été identifiées (Article
1, table 3). Dans le sous genre Plasmodium, trois espeéces ont été décrites a savoir P.
malariae-like, P. vivax-like et P. gonderi. (Article 1, figure 3 et Tableau 9). Comme
précédemment, la diversité parasitaire est plus importante dans la population des Grands
Singes que chez celle des petits singes ; Une observation concordante avec les études
antérieures. En effet, les singes africains sont connus pour leur importante diversité parasitaire
(Liu et al., 2010; Prugnolle et al., 2010; Rayner et al., 2011). Celle-ci est plus prononcée
chez les Grands Singes avec 9 especes plasmodiales en circulation au Gabon alors que les
petits singes ne sont infectés que par deux especes du sous genre Plasmodium a savoir P.
gonderi, P. sp DAJ et par les Hepatocystis spp (Boundenga et al., 2015; Prugnolle et al.,
2011b).

Les étres humains ne sont infectés que par une seule espece plasmodiales (P. falciparum) et
un (1) seul rongeur est infect¢ (P. Vinckei). Aucune chauve-souris n’est infectée par une
espece de lignée plasmodiale ; elles sont infectées par les Hépatocystis spp. Ceci s’explique
du fait que des cinq espéces parasitaires infectant I’homme (P. falciparum, P. vivax, P. ovale,
P. malariae et P. knowlesi.) ,P. falciparum est responsable d’environ 90% des infections en
Afrique sub-saharienne (WHO, 2016). La faible présence du Plasmodium dans la population
de rongeurs (1 seul infecté sur 423 soit 0,23%) et [’absence d’infections dans la population de
chauves-souris confirment le faible portage connu de ces especes (Schaer et al., 2013). A
I’opposée, I’infection de 24,73% de chauves-souris d’Hépatocystis spp confirme le tropisme

de ce Hemosporidae pour les chauves-souris (Schaer et al., 2013).

1.2 TRANSMISSION INTER ESPECES

L’un des résultats majeurs de notre étude est donc sans doute la description de P. reichenowi

chez le gorille, de P. falciparum chez le mandrill et le Chimpanzé ou de P. adleri chez le
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chimpanzé, autant d’espéces considérées comme fortement spécifiques de leurs hdtes et
pourtant identifiées chez d’autres espéces hotes. (Liu et al., 2010; Rayner et al., 2011;
Wanaguru et al., 2013). En remettant ainsi en cause la spécificit¢ d’hdtes du sous genre
laverania dans les environnements confinés, nos résultats ouvrent a nouveau la discussion sur
I’origine environnementale ou génétique de la spécificité d’hdtes observée en milieu naturel.
En effet, pour expliquer la spécificité d’hote chez les Laverania, des arguments génétiques
ont ét¢ avancés évoquant la spécificité d’interactions entre certaines protéines (ligands)
situées a la surface du parasite et d’autres protéines (récepteurs) situées a la surface des
cellules hotes (Mawili-Mboumba et al., 2011). L’interaction spécifique entre ’antigene
majeur-175 (EBA-175) du parasite et les glycophorines-A de I’hdte a d’abord été évoquée
(Martin et al., 2005). Cette hypothese a cependant été discutée ; d’autres auteurs ont suggéré
plutdt une interaction entre la protéine parasitaire RHS5 (Reticulocyte binding protein
homologue 5) et son récepteur BSG (la basiginine) chez I’hdte (Mawili-Mboumba et al.,
2011; Otto et al., 2014; Wanaguru et al., 2013). En rapportant les infections communes du
gorille et du chimpanzé par P. reichowi et P. adleri, nos résultats remettent en cause cette
spécificit¢ en démontrant qu’elle peut étre rompue dans certaines conditions
environnementales telles que les sanctuaires qui sont des milieux confinés (augmentant la
probabilité de contact direct ou indirect entre des espéces qui habituellement ont moins voir
peu de chance de se trouver en contact) en comparaison avec leur milieu naturel. Nous
pensons que 1’apparente spécificité d’hotes observée en milieu naturel dans le sous genre
laverania ne peut €tre comprise via une approche génétique seule, qui peut conduire a
conclure (faussement) a une imperméabilité « constante » de la barriere quel que soit
I’environnement. Nous pensons que la circulation des especes plasmodiales et 1’apparente
spécificité d’hotes sont aussi conditionnées par des facteurs €cologiques comme 1’occupation
du milieu, la densité¢ des populations d’especes hotes, ou les préférences trophiques des
vecteurs (Boundenga et al., 2015; Paupy et al, 2013). L’analyse comparée du
polymorphisme de I’interaction RH5-BSG chez les hotes inattendus et les hotes dits naturels
permettra de rechercher d’éventuelles mutations chez ces nouveaux hotes. En effet, si on
s’appuie sur la validation de la théorie de barriere génétique a travers les interactions
ligand/récepteur dans I’invasion des érythrocytes d’hote vertébré (Mawili-Mboumba et al.,
2011; Otto et al., 2014; Wanaguru et al., 2013), les échanges inattendus que nous
rapportons dans cette étude ne s’expliqueraient qu’en cas de mutation soit de la protéine

localisé a la surface du parasite, soit a la modification du récepteur de I’hote.
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Les infections des mandrills par P. gonderi, des Cephus par les Hépatocystis, des gorilles
et chimpanzés par P.vivax-like et P.malariae-like confirment les précédentes études et la
capacité des parasites du groupe non /averania a se généraliser a d’autres especes hotes. En
effet, a ’exemple de P. knowlesi connu pour sa capacité a s’adapter chez de nouveaux hotes
(Ezenwa, 2004; Maganga et al., 2014b) ou de P. vivax connu pour infecter les gorilles,
chimpanzés ou ’Homme (Prugnolle et al., 2013), les parasites non laverania sont connus
pour infecter une diversité d’hotes. Cependant peu de données existent pour documenter les
mécanismes d’interaction de ce groupe parasitaire avec les cellules hotes (Delicat-Loembet
et al., 2015). Les rares données concernent le P. vivax dont ’invasion de globules rouge est
déterminée par la présence de récepteurs Duffy (Chitnis and Miller, 1994; Choe et al.,
2005).

Chez I’Homme, P. vivax a ét¢ considéré comme parasite des populations d’Asie, Océanie,
Amérique du Sud et Centrale (Escalante et al., 2005; Guerra et al., 2010; Mu et al., 2005)
et on pensait que la majorité de populations noires au sud du Sahara étaient protégées du fait
que leurs érythrocytes ne possédaient pas de récepteur membranaire Duffy indispensable a
I’infection par P. vivax (Miller et al.,, 1976). Ces données ont été relativisées avec (i) la
description des infections a P. vivax au Mali, Congo, Guinée équatoriale et Cameroun
(Bernabeu et al., 2012; Culleton et al., 2009; Fru-Cho et al., 2014) et (ii) la description
d’une infection chez un sujet caucasien de retour d’Afrique (Prugnolle et al., 2013). Chez les
Grands Singes africains, 1’infection est généralisée a plusieurs especes hotes (Kaiser et al.,
2010) avec des souches plus diversifiées que dans les lignées rencontrées en Asie (Prugnolle
et al., 2013). En effet, il a ét¢ démontré que les Grands Singes africains sont porteurs d’une
grande diversité¢ génétique de P. vivax-like, laissant penser que le P. vivax-like des singes
africains seraient a I’origine de P. vivax (Liu et al., 2014; Prugnolle et al., 2013).

Les ¢études précédentes menées dans les populations de chimpanzés et bonobos ont montré
que les conditions de proximité pouvaient favoriser le franchissement de barriére d’espece par
P. falciparum (Duval et al., 2010; Krief et al., 2010; Pacheco et al., 2013). Notre ¢étude
confirme ces observations ; elle montre pour la premiere fois que dans le sous genre
laverania, cette capacité a infecter plusieurs especes n’est pas limitée a P. falciparum mais
répandue a d’autres espéces parasitaires qe 1’on croyait jusque-la cantonnés a leurs hotes
(Articlel). Cette capacité¢ a franchir les barrieres d’especes traduit sans doute une forte

variabilité génétique qui confeére au Plasmodium une capacité d’adaptation a de nouveaux
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environnements hétérogeénes ; mais on ignore pour I’instant les incidences sur la santé et la
conservation.

Les parasites du groupe Plasmodium (non laverania) a savoir P. malariae-Like, P. ovale-Like
et P. vivax-Like sont connus pour infecter une diversit¢ d’hotes (Kaiser et al., 2010; Liu et
al., 2014; Prugnolle et al., 2013). Aucune infection humaine par un parasite simien n’a
cependant été reportée confirmant au passage les études précédentes menées au Gabon et au
Cameroun qui montent que les PNHs ne sont pas une source d’infection pour ’Homme
(Delicat-Loembet et al., 2015; Sundararaman et al., 2013). Toutefois, certaines conditions
sur notre site d’étude pourraient expliquer ce résultat et inciter au a la prudence. L’une des
conditions majeures de la circulation de Plasmodium est la présence des vecteurs, mais nous
n’avons pas d’informations précises sur les différents vecteurs qui pourraient jouer le role de
pont entre I’Homme et les PNHs. Il est vrai que Anopheles mouchetii, Anopheles vinckei et
Anopheles marshalli qui sont les seuls moustiques sylvestres trouvés infectés par des
Plasmodium simiens (Paupy et al., 2013) fait de ces vecteurs de possibles candidats et que
I’infection de mandrill ou de chimpanzé par P. falciparum implique 1’existence de vecteurs
jouant ce role de pont entre I’Homme et les PNHs, nous ne savons pas, au-dela des
suspicions, grand-chose sur le tropisme de ces vecteurs pour ’homme. De plus, les
moustiques ayant une activité nocturnes marquée, 1’absence des travailleurs sur nos sites
d’études durant la nuit constitue une limite. Il est enfin possible que d’autres vecteurs
pouvant faire des «ponts ¢épidémiologique » entre espéces n’aient pas encore ¢été
¢échantillonnés sur nos sites. Pour toutes ces raisons, nous restons prudents sur 1’incapacité
apparente des Plasmodiums simiens a infecter ’'Homme et sur le rdle de réservoir que

pourraient jouer les PNHs dans les infections humaines.

1.3 RISQUE ZOONOTIQUE ET RISQUE POUR LA CONSERVATION DES PNHs
Nous avons rapporté I’infection de chimpanzés et mandrills par P. falciparum, espece la plus

virulente de Plasmodium infectant ’Homme (WHO, 2015). Cette nouvelle observation, qui
confirme celles rapportées au Cameroun et en RDC (Duval et al. 2010; Krief et al. 2010;
Pacheco et al. 2013), pourrait constituer un probléme de santé publique vétérinaire et une
préoccupation majeure pour la conservation des PNHs. En effet, I’apparente tolérance que
nous lisons des infections plasmodiales chez les PNHs peut étre biaisée a cause de la
difficulté de suivre ce type d’infection en milieu naturel ; cette situation peut nourrir notre

méconnaissance et la critique est d’autant plus justifiée que la premicre étude des effets
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cliniques d’une infection naturelle du Plasmodium sur les PNHs africain et a laquelle nous
avons pris part (Article 4, annexe 3) date seulement de 2015 (Herbert et al., 2015). Il
s’agissait d’un jeune chimpanzé naturellement infecté par P. reichenowi, présentant des
symptomes analogues aux symptomes décrits lors des infections expérimentales avec P.
knowlesi (Wilkinson and South, 2002). Sachant que P. falciparum est responsable de plus
91% de cas de déces dans les zones endémiques, dont 98% en Afrique sub-saharienne (WHO,
2015), on peut donc légitimement s’inquiéter de la tendance récurrente des infections a P.
falciparum chez les PNHs (Duval et al., 2010; Krief et al., 2010; Ngoubangoye et al., 2016;
Pacheco et al., 2013). De plus, ces infections zoonotiques pouvant inclure des souches
résistantes aux traitements antipaludéens, comme ce fut le cas avec les bonobos en RDC
(Krief et al., 2010; Rayner et al., 2011), le risque pour la santé des primates, et par ricochet
pour leur conservation, est donc réel et 1i¢ au fait que les résistances débouchent sur 1’échec

des éventuels traitements.

II. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

1.1 PORTAGE ET DIVERSITE

A notre connaissance, cette investigation est la premicre étude portant sur la diversité du S.
aureus et la résistance médicamenteuse menée dans une communauté d’hotes intégrant d’une
part les PNHs, les Hommes, les micromammiferes (rongeurs et musaraignes) et les chauves-
souris, et autant d’espeéces de PNHs d’autre part.

Les taux de portage (amplification du gene Nuc) (Wang et al., 2014) étaient de 46,15%,
(18/39) chez I’'Homme, 46,55 (270/580) chez les PNHs, 30,48% (128/420) chez les
micromammiferes et 41,13% (58/141) chez les chauves-souris (Article 2 et Tableau 9). [l n’y
avait aucune différence de portage entres ces groupes d’hotes exceptés les PNHs qui étaient
significativement plus infectés que les micromammiferes (cf. Article 2, Tableau 1). Le taux de
portage des travailleurs du CDP semble plus important qu’au centre du Gabon a Lambaréné et
dans les villages aux alentours de Lambaréné ou le portage communautaire variait de 27 a
37% (Ateba Ngoa et al., 2012) et atteignait 34% dans les villages pygmés situés dans le parc
de Waka (Schaumburg et al., 2011a). En absence de données dans le milieu urbain au
Gabon, on peut remarquer que notre taux d’infection (46,15%) est comparable aux taux
communautaires rapportés dans d’autres villes Africaines a I’exemple de Dakar et

d’Alexandrie (Fall et al., 2014; Perret and Ngomo, 1993) chez le personnel soignant des
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hopitaux (Kateete et al., 2011; Sulkin and Allen, 1974). En effet, les principales études
menées au Gabon ont été réalisées en milieu rural dans les villages (Ateba Ngoa et al., 2012;
Schaumburg et al., 2011a), et en milieu semi-urbain principalement a Lambaréné (Ateba
Ngoa et al., 2012; Schaumburg et al., 2011b) ou les installations de I’hdpital du 1égendaire
Dr Schweizer facilitent les études. La ville de Franceville est la 2™ ville du Gabon, avec une
démographie plus importante que celle des villages ou de Lambaréné étudiés. On peut donc
penser que la prévalence relativement €levée enregistrée dans notre étude est liée a cette
différence de démographie. Le méme patron est observé au Ghana, ou la population humaine
située au sud de la capitale Accra était plus fortement infectée que celle située en milieu rural
a Dangme (Egyir et al., 2014). Cependant, méme si les taux d’infection communautaire plus
importants sont rapportés dans la population rurale (37%) relativement a la population semi-
urbaine (21%) (Ateba Ngoa et al., 2012), la densité de la population et les taux élevés de
contacts sont des facteurs connus pour favoriser la circulation des agents infectieux (Altizer
et al., 2003; Smith et al., 2009). On peut donc attendre qu’a Franceville, la transmission inter
humaine soit plus importante que dans les villages ou a Lambaréné précédemment étudiés.

Le second aspect est la similitude du taux de portage (46,15%) dans notre population humaine
travaillant avec les PNHs avec le portage au sein du personnel soignant des hopitaux. Cette
similitude porte a nous demander si les actions de préservation des PNHs dans les sanctuaires
ne seraient pas un facteur de risque pour le portage de S. aureus. Chez les PNHs, peu de
données existent sur le portage communautaire de S. aureus au Gabon, et seules deux études
intégrant les prélevements de Cote d’ivoire (Schaumburg et al., 2012a) ou de Cote d’ivoire
et de RDC'® (Schaumburg et al., 2015) sont disponibles. La prévalence enregistrée au CDP
(46,55%) a partir des écouvillons nasaux est inférieure aux prévalences de 72% rapportées
chez les lémuriens ou de 69,2% et 61% chez les chimpanzés en captivité a partir
d’échantillons oro-pharyngés et des aliments machés (Schaumburg et al., 2012a;
Schaumburg et al., 2013). Des taux de portage de 54, 80 ou 100% ont été rapportés chez des
chimpanzés en captivité respectivement a partir du produit de mastication en Cote d’ivoire, ou
de prélevements vaginaux en Uganda (Schaumburg et al., 2013) alors que le portage est
relativement moins important avec des taux de 19% (Schaumburg et al., 2015) et de 36% a
partir des échantillons nasaux (Schaumburg et al., 2013). En accord avec Schaumburg.al

(2013), I’évaluation du portage de S. aureus chez les PNHs a partir d’échantillons oro-

16 RDC : République démocratique du Congo
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pharyngés et de produits de mastication semblent plus représentatifs qu’un échantillonnage
nasal (Schaumburg et al., 2013) classiquement investigu¢ par analogie aux prélévements
humains. On peut donc penser que la prévalence réelle de S. aureus dans la population de
PNHs au CDP a eté sous évaluée. Cependant, dans une autre étude dont les prélévements sont
issus d’écouvillons nasaux, la prévalence observée est de 58% parmi les chimpanzés en
Zambie (Schaumburg et al., 2012b).

A T’issue de la phase d’analyse de nos 474 séquences, 49 spa types ont été identifiés dont 15
nouvelles souches décrites pour la premicére fois et classées de t15940 a t16031 sur

http://spa.ridom.de/spatypes.shtml. Alors que 36 spa types n’ont été décrits que chez une

seule espece d’hotes (dites « spécialistes »), 13 spa type ont été décrits chez au moins deux
especes d’hotes différents (souches dites « généralistes »). Le nombre de spa type diftérents
varie de 9 chez ’Homme (5 généralistes et 4 spécialistes), 15 chez les micromammiferes (7
généralistes et 8 spécialistes), 19 chez les chauves-souris (9 généralistes et 10 spécialistes) a
23 chez les PNHs (9 généralistes et 14 spécialistes). Ces résultats sont en accord avec ceux
des ¢études antérieures et confirment la grande diversité de S. aureus (Basic-Hammer et al.,
2010; Bzymek and Lovett, 2001; Van Belkum et al., 1998). Dans la population humaine
étudiée ici, cette diversité (9 spa types différents identifiés) peut paraitre moins importante
que les 46 spa types rapportés a Lambaréné (Ateba Ngoa et al., 2012), ou encore les 13 spa
types rapportés dans la population pygmée du parc de Waka au centre du Gabon
(Schaumburg et al., 2011a). Cependant, au niveau de la population gabonaise, notre ratio de
9 spa types identifiés a partir de 18 isolats (0,50) semble supérieur aux ratios d’études en
milieu rural (13 spa types a partir de 34 isolats, soit un ratio de 0,38 ; (Schaumburg et al.,
2011a)) ou semi urbain (46 spa types a partir de 146 isolats, soit un ratio de 0,31 ; (Ateba
Ngoa et al., 2012)). Nous constatons que ce ratio est encore plus important parmi les
vétérinaires et personnes travaillant avec les PNHs (8 spa types sur 10 isolats, soit un ratio de
0,8) (Schaumburg et al., 2012b) alors qu’il n’est que de 0,08 dans la population humaine
vivant pres du parc national de Tai en Cdote d’Ivoire et de 0,05 (10 spa types sur 122 isolats)
dans la population vivant autour du parc de Salonga du Sud en RDC (1 spa type sur 20
isolats). On est alors tenté de réitérer notre questionnement sur le fait que les travailleurs des
sanctuaires et autres personnels soignants des PNHs pourraient, a I’exemple du personnel
soignant des hopitaux (Kateete et al., 2011; Sulkin and Allen, 1974), constituer une
population a risque pour le portage du S. aureus. Les PNHs africains sont en effet connus

pour abriter une forte diversité de S. aureus. Alors que nous rapportons 23 spa types
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différents a partir de 270 isolats (soit un ratio de 0,09), des études antérieures ont décrit une
diversité plus importante dans les programme d’habituation et les sanctuaires (32 spa types a
partir de 58 isolats, soit un ratio de 0,5) (Schaumburg et al., 2012a) et 9 spa types a partir 36
isolats chez les chimpanzés (ratio de 0,25) (Schaumburg et al., 2012b). Au-dela de notre
population d’étude, nous avons constaté que les taux de portage sont généralement importants
chez les PNHs. Outre le taux de 46,55% rapporté dans ce travail, les études antérieures
rapportent des taux allant de 55 a 61% chez les chimpanzés et autres cercopithéques
(Schaumburg et al., 2012a; Schaumburg et al., 2012b), voire 80 a 100% (Schaumburg et
al., 2013). Ces prévalences élevées s’accompagnent généralement d’une forte diversité
comme on I’a vu plus haut. Les PNHs pourraient-ils étre une source d’infection pour
I’Homme ?

Dans cette etude, le portage de S. aureus a eté également rapporté chez les chauves-souris
(41,13%) et les micrommamiferes (30,48%), avec une diversité respectivement de 19 et 15
spa types différents. Ces données sont difficiles a discuter a cause du manque (au niveau de la
sous région Afrique centrale) ou du peu d’études portant sur la diversité du S.aureus dans ces
groupes taxonomiques. Le portage dans notre communauté de chauves-souris (41,13%,
58/141) est quasiment le double du portage rapporté a partir de féces de chauves-souris
frugivores Eleidon helvun sur un campus universitaire au Nigeria (21,14 ; 107/506) (Akobi et
al., 2012). La diversité génétique des isolats parait également plus importante dans notre
communauté (15 souches sur 58 isolats, ratio de 0,26) que celle rapportée dans la méme étude
au Nigéria (10 souches sur 70 isolats, ratio de 0,14). Cette différence est peut étre lice a la
nature des prélévements (oraux dans notre étude, fécaux dans 1’étude d’Akobi). Par ailleurs,
I’infection des rongeurs est relativement bien documentée dans les pays du Nord (Himsworth
et al., 2014; Van de Giessen et al., 2009) mais en Afrique et notamment en Afrique Centrale,
notre ¢tude est la premicre qui traite de la diversité génétique du S.aureus chez les rongeurs in
natura. Méme si le peu d’études disponibles limite notre analyse, nos données confirment la
sensibilit¢ des chauves-souris (Akobi et al., 2012; Galicia et al.,, 2014) et des
micromammiféres (Gomez et al., 2014; Himsworth et al., 2014) a I’infection au S. aureus, et
confirment le large spectre d’hotes connu de cette bactérie (Article 1, tableaux S1 et S2), de
manicre générale, traduisant sans doute une grande capacité d’adaptation de S. aureus.

Les souches majoritaires différent entre les quatre grands types d’hotes. Chez I’Homme, les
spa majoritaires sont le t355 (ST 152/377/1633) avec 22,22% (4/18), suivi du t189 (ST188)

et 939 avec 16,67% (3/18) chacun. Chez les PNHs, les souches majoritaires se trouvent
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parmi les nouvelles souches décrites, a savoir t15943 avec 13,02% (34/261) suivis de t15940
avec 11.9 (30/261) et t15961 avec 6,9% (6/231). Les souches majoritaires chez les chauves-
souris sont le t15968 (décrite pour la premiere fois) avec 10,9% (6/55), puis les t12895 et
t15942 avec 9,09% (5/55) chacun. Enfin, chez les micromammiferes, les spa types
majoritaires sont le t002 (ST15/231) et t939 avec 11,9% chacun (15/126), suivi de t178 avec
9,52 % (12/126). Alors que I’identification de certains clones était attendue du fait de
I’épidémiologie du S.aureus en Afrique sub-saharienne, la prépondérance d’autres clones est
une réelle surprise. En effet, les clones ST8 et ST88 sont connus comme clones
communautaires en Afrique (Abdulgader et al., 2015; Breurec et al., 2011b). Ces clones ont
été¢ décrits en Afrique du Nord (Algérie) (Antri et al., 2011; Bekkhoucha et al., 2009;
Djoudi et al., 2013) ainsi qu’en Tunisie (Kechrid et al., 2011) ; en Afrique du centre, a
savoir Angola (Concei¢ao et al., 2014a), Cameroun (Breurec et al., 2011b), Gabon (Ateba
Ngoa et al., 2012; Schaumburg et al., 2011b), Sao-tomé (Conceicao et al., 2014b) ; en
Afrique de I’ouest comme au Sénégal, au Niger (Breurec et al., 2011b; Fall et al., 2012),
Nigeria (Adesida et al., 2005; Shittu et al., 2011), Ghana (Egyir et al., 2014; Egyir et al.,
2013) ; en Afrique du sud (Essa et al., 2009; Oosthuysen et al., 2014), et en Afrique de I’est,
comme au Kenya (Aiken et al., 2014) et a Madagascar (Breurec et al., 2011b). Cependant,
dans notre étude, bien que le clone ST88 (t186) soit décrit, il est peu présent (3 isolats
humains seulement et aucune infection animale). Nos résultats sont cependant concordants
avec ceux de la littérature a deux niveaux. D’abord la (i) la faible présence de ST88 au Gabon
(1 1isolat parmi le personnel, 2 isolats dans la communauté et aucune infection chez les
patients a Lambaréné (Ateba Ngoa et al., 2012), 3 isolats a Fougamou (Schaumburg et al.,
2014a) et aucun isolat dans le parc de Waka (Schaumburg et al., 2015). La deuxiéme
concordance est (ii) la prédominance des clones ST152 (t355 majoritaires dans notre
population humaine) et du STS (t002 majoritaire chez les micromammiferes). En effet, les
isolats SASM'” les plus répandus dans des études antérieures au Gabon étaient associés aux
clones ST15 et ST152. Le clone ST15 était tres prédominant dans I'é¢tude d'Ateba Ngoa et al.
(2012), correspondant a 48% du portage total. A Fougamou au centre du Gabon, les souches
ST15 ont colonisé 30% des meéres et 25% de leur enfant; ST152 ont colonisé 25% des méres
et 22% de leur enfant (Schaumburg et al., 2014a). Dans une récente étude portant sur 103

isolats, 7 isolats étaient associés a ST 88 et 2 isolats a ST8 alors que ST15,ST152 et STS et

7 SASM: Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline
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ST 121 étaient prédominants (Okuda et al., 2016). Le ST152 (17,4%, n=86), ST15 (16,8%,
n=83) et le ST5 (10,9%, n=54) ont ét¢ décrits comme clones dominants dans une étude menée
conjointement au Gabon, en RDC et en Cote d’ivoire (Schaumburg et al., 2015). Le ST15
est cependant faiblement représenté dans notre étude (3 isolats parmi les PNHs et les
micromammiferes (cf. Article 1, tableau S1). Chez les PNHs les souches prédominantes sont
t15943 suivi de 15940 et 15961. Toutes ces souches ont été décrites pour la premiére fois, et
47% d'isolats de t15943 sont SARM (Article 1, tableau S2). De méme, chez les chauves-
souris, la souche dominante est t15968 décrite également pour la premicre fois dans cette
¢tude. S’agit-il de nouveaux clones circulant au sein de PNHs et des chauves-souris au
Gabon ? Enfin, des clones hospitaliers, tels que les clones ST239 et ST241, qui ont été décrits
précédemment dans neuf pays africains (Abdulgader et al., 2015) n’ont pas été décrit pas

dans notre étude.

I1.2 TRANSMISSION INTER ESPECE
Outre 1’aspect communautaire connu de souches de S.aureus entre Homme et PNHs

(Schaumburg et al., 2012b; Schaumburg et al., 2015) et entre PNHs et chauves-souris
(Akobi et al., 2012), nous décrivons pour la premiere fois la « communautarisation » du
S.aureus entre les Hommes et les micromammiféres (t056, t5017, t084), les Hommes et les
chauves-souris (t939, t1458, t355), les PNHs et les micromammiféres (t056, t5017, t084), et
enfin, entre les chauves-souris et les micromammiféres (t15969, t5017, t939, t1458, t1781).
Nous décrivons également pour la premicre fois une « communautarisation » de souche de S.
aureus entre PNHs, micromammiféres et chauves-souris (t5017), entre Homme,
micromammifeéres et chauves-souris (939 et tt1458), et entre PNHs, Homme et chauves-
souris (t355). Aucune souche n’a été décrite comme infectant les 4 grands groupes d’hotes a
la fois. Un autre marqueur de transmission inter groupe d’espéces est sans doute
I’amplification du geéne mecA (Predari et al, 1991) chez les chauves-souris et les
micromammiferes, et le fait que plusieurs souches partagées entre especes soient SARM. En
effet, les prévalences de SARM obtenues étaient de 66,67% (12/18) chez I’Homme, 29,62%
(80/270) chez les PNHs, 15,62 % (20/128) chez les micromammiferes et 22,41 % (13/58)
chez les chauves-souris. Dans notre communauté d’hdtes, nous avions des groupes d’hdotes
exposés aux antibiotiques (Homme, PNHs) et des hotes non exposés (micromammiferes,
chauves-souris). Si les infections SARM étaient attendues dans le groupe des exposés (du fait
de la consommation humaine d’antibiotiques, et de 1’automédication) (Kunz and Parsons,
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2009; Luby et al., 2009) ou de I’utilisation courante d’antibiotiques dans les soins vétérinaire
(depuis pres de 40 ans au CDP), la description des souches SARM parmi les groupes d’hotes
non exposés est une surprise qui résulte d’une transmission a partir d’une source humaine ou
PNHSs. En effet, parmi les souches généralistes infectant les micromammiferes ou les chauves-
souris, seules les souches partagées avec I’Homme ou les PNHs sont porteuses de résistance ;
aucune souche partagée entre les micromammiféres et les chauves-souris n’est SARM. En
outre, chez les micromammiferes, les souches dites généralistes sont significativement plus
souvent SARM que les souches dites spécialistes (Article 2). On peut donc considérer que (i)
les Humains et PNHs sont des sources d’infections de ces especes non exposées, et que (i) les
micromammiferes et les chauves-souris jouent un rdle dans la circulation et la persistance des
SARM au CDP. Nos résultats vont dans le sens des résultats d’études antérieures. En effet,
aussi bien chez les animaux domestiques (Katakweba et al., 2016; Nienhoff et al., 2009),
d’¢levage (Armand-Lefevre et al., 2005; Haenni et al., 2011) que dans la faune sauvage
(Schaumburg et al., 2012b; Schaumburg et al., 2015), la colonisation des étres humains par
des souches initialement décrites chez les animaux, ou vice-versa, est un fait bien documenté.
La description chez I’Homme de souches communément partagées avec les PNHs (t537,
t189, t355) confirme les études qui avaient rapporté I’infection commune de ces deux groupes
par t279 (Schaumburg et al., 2012b) et par t1476 et t084 (Schaumburg et al., 2015). De
méme, la description de souches partagées entre les PNHs et les chauves-souris (t2546,
t15942, t5071, t355 et t5725) confirme la description chez les chauves-souris frugivores E.
helvum de souches associé¢es au ST1822 (Akobi et al., 2012) initialement décrites chez les
PNHs (Schaumburg et al., 2012a). Dans notre communauté du centre de primatologie, on
constate donc une « communautarisation » de souches de S. aureus et des souches SARM
entre différents groupe d’hotes. Quels sont les risques pour la santé publique et la

conservation de PNHs ?

I1.3 RISQUE ZOONOTIQUE ET RISQUE POUR LA CONSERVATION DES ESPECES

L’infection des PNHs par des souches résistantes aux antibiotiques est bien documentée,
notamment a la pénicilline dont la proportion d’isolats rapportés va de 9,5% chez les
Iémuriens (Schaumburg et al., 2013), a 21, 57%-75 % chez les chimpanzés (Schaumburg
et al., 2013; Schaumburg et al., 2012b; Schaumburg et al., 2015). La prévalence de SARM
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rapportée parmi les souches infectant les PNHs parait importante et elle est sans doute
multifactorielle. La premiere explication possible est () I'utilisation courante d’antibiotiques
dans les soins vétérinaires depuis prés de 40 ans, qui pourrait conduire a la sélection de
souches résistantes. Plusieurs auteurs ont d’ailleurs montré qu’autour des centres d’activités
humaines, du fait de la pression de sélection exercée par les médicaments, les taux de
résistance étaient plus importants que loin de ces sites (Allen et al., 2011; Cole et al., 2005;
Grall et al., 2015; Rolland et al., 1985; Skurnik et al., 2006). Dans la seule étude menée
dans un sanctuaire en Zambie, bien que les SARM n’aient pas €été recherchés, les isolats de S.
aureus €taient a 75 % résistants a la pénicilline qui est un antibiotique couramment utilisée
dans les soins vétérinaires (Schaumburg et al., 2012b). A I"opposé, des études réalisées a
partir d’animaux libres (dans les parcs) n’ont rapporté aucun cas de SARM du fait sans doute
d’une pression de sélection moins forte (Schaumburg et al., 2012a; Schaumburg et al.,
2015). (ii) La deuxiéme explication possible est liée a la prise incompléete des traitements aux
antibiotiques. Nous avons constaté¢ que les PNHs logés dans des voli¢res (facilitant la
réalisation des traitements) qui bénéficiaient de 1’enticreté des traitements antibiotiques a la
durée prescrite, sont significativement moins infectés par les SARM que les PNHs logés en
enclos qui, vivant en semi-liberté, sont difficilement contrdlables et prennent parfois des
traitements antibiotiques incomplets. (iii) La troisiéme possibilité est une transmission a partir
d’une source humaine. En effet, prés de 67% (117/126) d’isolats identifiés chez les PNHs
sont associés aux souches dites généralistes. En outre, nos analyses montrent que la
proportion de SARM trouvée n’est pas associée aux souches spécialistes; elle est liée aux
souches généralistes partagées avec I’Homme (traduisant une transmission d’origine
humaine) et a celles rapportées chez les PNHs (traduisant une source proprement simienne)
(cf. Article 2, tableau 3).

Chez les étres humains et les PNHs qui sont traités, les infections SARM peuvent constituer
un risque encore beaucoup plus important si ces souches sont PLV positif. En effet, les
SARM communautaires sont décrits comme présentant une clinique variée (pneumopathie
nécrosantes, infections ostéo-articulaire, bactériémies) dominée par des infections de la peau
et des tissus mous (CDC., 2001; King et al., 2006; Moran et al., 2005) ; les clones de
SARM acquis dans la collectivit¢ hébergent plus fréquemment les génes de PVL en
comparaison avec les clones de MRSA acquis par I'hopital (Okuda et al., 2016). En outre, la

toxine PLV est endémique dans les populations africaines (Breurec et al., 2011a; Gillet et
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al., 2002).Ainsi les clones ST152 (t355) rapportés a Lambaréné étaient PLV positif méme si
STS (t002) était PLV négatif (Okuda et al., 2016).

Sur le plan clinique, les PLV ont des effets nécrosants pour les tissus mous (Lina et al., 1999)
et cytotoxiques pour les neutrophiles (Loffler et al., 2010). Bien que le MRSA «clone
africain» t186 (ST88) associé aux affections a Lambaréné (Schaumburg et al., 2011b) ne soit
pas largement répandu au Gabon (Ateba Ngoa et al., 2012), nous avons cependant décrit
t186 chez 3 étres humains dont 2 isolats SARM. Aucune transmission n'a cependant été
observée chez les animaux. Le t148, résistant a I’ampicilline et positif en enterotoxine C ayant
entrainé la mort d’une femelle gorille au Gabon (Nagel et al., 2013), a été retrouvé chez les
PNHs avec 4 isolats SARM. Par ailleurs, les souches majoritaires chez I’homme (t355) et
chez les PNHs (t15943) comprenaient respectivement 75% (3/4) et 47,05% d’isolats SARM ;
ils pourraient étre a l'origine d’échec thérapeutique vis-a-vis de la méticilline et/ou
antibiotiques apparentés. La transmission simienne de souches humaines peut porter sur des
clones MRSA-PLYV positif. Une telle association serait néfaste pour la santé des singes, et, par
ricochet, représenter un danger pour leur conservation. Malheureusement, I’une des limites de
cette ¢tude est 1’absence d’analyse de facteurs de virulence qui nous aurait permis de mieux
caractériser les souches en circulation.

L’autre souci majeur de nos résultats est li¢ aux isolats SARM rapportés chez les chauves-
souris (22,41 %, 13/58) et les micromammiferes (11,90%, 15/126). Les isolats résistant a
divers familles d’antibiotiques (pénicilline, érythromycine, ciprofloxacine, etc) ont déja été
rapportés chez les chauves-souris (Akobi et al., 2012; Sherein et al., 2009; Simonova et al.,
2007) et les rongeurs (Allen et al., 2011; Van de Giessen et al., 2009) en Afrique et dans le
monde ; mais cette étude est la premiére a rapporter des infections SARM parmi ces deux
groupes taxonomiques au Gabon. Du fait de Iimportance des interactions sociales, des
densités ou mobilité spatiale des rongeurs et des chauves-souris (Jones et al., 2008; Keesing
et al., 2010), ce constat pourrait en effet constituer une préoccupation majeure en santé
publique a cause du risque de dissémination des SARM. Cette crainte est d’autant plus
justifiée que les rongeurs sont par exemple connus pour leur role dans la persistance de
Salmonella et Campylobacter spp (Davies and Wray, 1995; Meerburg et al., 2006; Stern
et al., 1992). Si le risque de dissémination de SARM a partir de chauves-souris peut étre
suspecté, le role des micromammifeéres dans cette dissémination est faible car les isolats
SARM diminuent en proportion lorsqu’on s’¢loigne des zones de nourrissage : aucun isolat

SARM n’est enregistré au-dela de 500m de ces zones (cf. Article 2, tableau 2). Plusieurs
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¢tudes ont déja montré que le niveau de résistance aux antibiotiques dans le microbiote des
animaux sauvages était plus ¢élevé a proximité de centres d’activités humaines que loin de ces
centres (Allen et al., 2011; Cole et al., 2005; Rolland et al., 1985; Skurnik et al., 2006). Un
constat similaire avait ¢été fait en Guyane Francaise (Grall et al., 2015) : la résistance a la
ticarcilline (B-lactamine) diminuait chez les micromammiféres lorsqu’on s’¢loignait du point
de pression ; aucun cas de résistance acquise n’était enregistré au-dela de 600 m. Ce patron de
distribution résulte probablement des cofits de la résistance acquise sur la valeur sélective des
souches en l'absence de pression de sélection représentée par la pression des antibiotiques

(Grall et al., 2015).

I11. ABSENCE D’INFECTION A PARAMYXOVIRUS

Les quatre (4) grands modeles hotes de notre étude sont connus pour leur sensibilité aux
paramyxovirus (Drexler et al., 2012; Jun et al., 1977; Palacios et al., 2011; Spelman et al.,
2013). Dans cette étude, nous avons utilisé les mémes méthodes (extraction, dosage ARN,
amorces, PCR) que celles qui ont permis la description d’infections a paramyxovirus a partir
d’organes (rate, intestin) de chauves-souris cavernicoles par notre laboratoire au Gabon
(Maganga et al., 2011; Maganga et al., 2014a), ou encore des chauves-souris et rongeurs
dans une étude menée en collaboration avec notre laboratoire (Drexler et al., 2012).
L’absence des paramyxovirus chez les chauves-souris et rongeurs connus comme réservoirs,
s’est réveélé une surprise. Plusieurs explications peuvent étre évoquées. La petite taille de
I’échantillonnage peut expliquer I’absence d’amplification de I’ADN viral (423 rongeurs et
musaraignes et 190 chauves-souris dans notre étude contre 4954 chauves souris et 4324
rongeurs dans 1’¢tude de Drexler et al. (2012) ou 985 chauves-souris dans 1’é¢tude de
Maganga et al. (2014a). En outre, parmi les groupes d’hdtes réservoirs, aucune infection a
paramyxovirus n’a jamais été reportée chez 1’espece Epomops franquetti qui est majoritaire
parmi les chauves-souris. De méme, chez ’Homme, aucune donnée n’est disponible dans la
population générale au Gabon ; les seuls cas rapportés sont issus du milieu hospitalisé a partir
des patients en consultation pour des infections liées aux virus des oreillons (Maganga et al.,
2014b) ou de la rougeole (Kouomou et al., 2002).

Par ailleurs, le patron de circulation de différentes especes de parasites du groupe de
paramyxovirus n’est pas connu (épidémique ou endémique ?); une étude sérologique

permettrait d’y répondre et savoir si le virus est présent dans le site d’étude (la chauve souris
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¢tant une espéce longévive), une absence d’anticorps chez un grand nombre d’individus

pourrait alors suggérer 1’absence des paramyxovirus dans cette région du Gabon.
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A notre connaissance, cette investigation est la premicre étude menée dans un sanctuaire ou
centre de primatologie sur la circulation de différents microorganismes et résistance
médicamenteuse, et qui soit organisée a 1’échelle d’une communauté d’hotes intégrant les
PNHs, les Hommes, les micromammiféres (rongeurs et musaraignes) et les chauves-souris. A
partir des résultats obtenus de nos 3 modeles d’agents infectieux au sein de cette
communauté, nous pouvons tirer quelques enseignements d’intérét pour la santé publique et la
conservation des PNHs.

L’un des enseignements de cette ¢tude est la remise en cause du principe de spécificité
d’hotes établie chez les Plasmodium du sous-genre Laverania. En milieu confiné et lorsque
les conditions le permettent, les Plasmodium du sous-genre Laverania peuvent donc infecter
une multitude d’especes hotes. Méme si aucune infection d’origine simienne n’a été rapportée
chez I’Homme, la description d’infection d’origine humaine chez les PHNs et la
communautarisation de vecteurs (zoo-antropozoonotiques) entretient cette éventualité. Sur le
plan sanitaire, ces franchissements de barriere d’espéces pourraient constituer une
préoccupation de santé publique d’autant plus que nous commengons juste a investiguer ;
nous ne maitrisons pas encore I’incidence clinique des infections plasmodiales naturelles des
PNHs et nous ignorons totalement les incidences d’une infection humaine par une souche
simienne. Outre pour le gorille, qui du fait de sa co-evolution avec P. falciparum pourrait
mieux le tolérer, la généralisation de cette infection par P. falciparum a d’autres especes de
PHNSs, a I’origine de milliers de décés chez ’Homme, pourrait constituer un danger pour la
conservation des PNHs. Certaines mesures pourraient minimiser ces risques, a savoir la
création de sites qui ne seraient dédiés qu’a une seule espéce de PNHs, ['utilisation de
répulsifs insectifuges par le personnel des sanctuaires, associé€s a un suivi diagnostic régulier
des primates (Homme compris) avec des outils moléculaires discriminants.

A la différence des études antérieures qui ne s’intéressent qu’aux €changes parasitaires entre
I’Homme et les seuls PNHs, I’étude de S. aureus a 1’échelle de la communauté d’hotes nous a
montré que dans un environnement comme les sanctuaires ou les centres de primatologie,
méme les autres especes hotes interagissant de facon indirecte avec I’Homme ou les PNHs
jouent un role non seulement dans la circulation et la persistance des bactéries (Figure 24),
mais aussi dans la dissémination communautaire de la résistance aux antibiotiques. Cette
¢tude montre 1’intérét de I’approche intégrative pronée dans le cadre de la santé unique (One
Health ou Global Health). Les especes de micromammiféres ont montré que la dissémination

des SARM était limitée aux frontieres du CDP, mais nous ne savons pas ce qu’il en est de la
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dissémination des SARM par des chauves-souris qui utilisent des espaces beaucoup plus
grands. Sur le plan sanitaire, I’'importante acquisition de la résistance dans la population de
PNHs et la dissémination de souches (« généralistes ») résistantes humaines a d’autres
especes animales est un probléme majeur du fait des possibles échecs aux traitements
vétérinaires. Si la maitrise de la prise des antibiotiques dans la population humaine en Afrique
noire est un enjeu économique et social beaucoup plus complexe, I’utilisation des
antibiotiques dans les sanctuaires, zoo et centres de primatologie peut étre mieux encadrée
pour éviter une mauvaise utilisation a 1’origine des résistances. Le déces de la femelle gorille
(Caroline) au CIRMF en 2012 a la suite d’une septicémie est un exemple des conséquences
des échecs de traitement sur la conservation de PNHs.

Au-dela de Dintérét indéniable que représentent les sanctuaires et autres centres de
primatologie dans le défi de la conservation des PNHs, ces structures peuvent représenter un
carrefour pour la transmission inter-especes, la circulation et la persistance d’agents infectieux
(Figure 24). Les activités quotidiennes du personnel et son niveau de formation, la fréquence
et le choix des traitements vétérinaires, les conditions d’application de ces traitements et
I’interaction entre espéces y compris avec la faune sauvage, sont autant des parameétres
pouvant influencer la transmission d’agents infectieux et la survenue des résistances. Pour une
meilleure évaluation du risque sanitaire dans les aires de conservation de PNHs, ce travail se

doit d’étre poursuivi.

Les perspectives que nous envisageons a la suite de ce travail constituent une matérialisation

des applications de cette theése qui était de mettre sur pied un laboratoire vétérinaire pour la

gestion sanitaire et 1’épidémio-surveillance dans les parcs. Au niveau scientifique, nos
perspectives sont :

% L’analyse comparée du polymorphisme de I’interaction RHS5-BSG chez les hotes
inattendus et les hotes dits naturels pour rechercher d’éventuelles mutations chez ces
nouveaux hotes. Du fait de la théorie de barricre génétique a travers les interactions
ligand/récepteur, les échanges inattendus que nous rapportons dans cette ¢tude impliquent
des mutations soit au niveau de la protéine localisée a la surface du parasite, soit du
récepteur de I’hdte. L’absence de mutations signifierait que 1’apparente spécificité est liée
aux conditions environnementales.

% La recherche et caractérisation des infections plasmodiales chez les gardiens de sécurité

qui passent la nuit au CDP. Du fait de 1’activité nocturne marquée des vecteurs, 1’inclusion
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et le suivi longitudinal des gardiens de nuit permettront de mieux documenter le risque
d’infection humaine par un parasite d’origine simienne.

% L’analyse MLST de nos isolats de S. aureus et des facteurs de virulence. Ces analyses
nous permettront de mieux caractériser nos souches et leurs relations phylogénétiques (en
relation avec celles des hotes). L’analyse des facteurs de virulence nous permettra de
mieux évaluer le risque sanitaire associé au spectre d’hotes des souches.

< Compléter I’étude des résistances a d’autres groupes d’antibiotiques couramment utilisés

au Centre et dans les sanctuaires.

Au niveau professionnel et organisationnel, nous envisageons :

% L’organisation a la prochaine session de I'IPS'™ ou de ’APS'® d’une table ronde pour
discuter de 1’utilisation des antidotiques dans les sanctuaires et autres centres de
primatologie.

% Préconisez aux niveaux de 1I’Alliance « Grands Singes » du Gabon (AGS), de I'IPS et de
I’APS, le choix de sanctuaire mono-spécifique (une seule espece) afin de minimiser
I’émergence d’espéces plasmodiales généralistes.

% Améliorer les analyses médicales du personnel des parcs jusqu’a la caractérisation des

infections par des micro-organismes communément décrits chez le personnel et les PNHs.

8 IPS : International Primatologie Society
19 APS : African Primatologie Society
170



| Annexes

171



(44"

"OP1NJQ A1)OU AP SNSSI JUOS (4 ) S[I0IQ SIBJOSI ST “S[BWIUR JUISLIO P AYINOS SI[ AFNO0I U ‘Qurewny dUISLIO P SAYINOS SI|
‘JI9A NO ANJ[Qq UF "SNPUNLUIL $AIQY SI] ZoYd wnivdid[nfovd wnipousvjd 19 wnivdid|pf unipousn] ¢ SUonodJul sap NS IsAeuy : [ dXuuy

winsediores 4 B wintedrojejeeid o B

YWLLLLLYLIOL

FdMNS

WLLLLDDLLEEE WL L LW

EdMNS

OTeY} Fd—Ueumy
LAE Fd— e H

£a d=s-g

co-ds-4a

HAHOH—Fd
TADUIYITI " g
Tuoieh - g
TSUTTOOTITH " d
FLSFORFA

ddD — 59 GUeEnmH
T-o>daa-ds-a
v-odaa-ds - a

A -PUH—-2SSTO]
TAI-Zd>—2T L2 TH
dd2—ZdD— a0k TUTus g
g -Fdd—ehuang
Odd— £ 9guUenmy

A H - £ L Guenmy




Annexe 2 : Liste des articles produit en collaboration durant les années de Thése.

Molecular identification of trypanosome species in trypanotolerant cattle from the south of
Gabon.

Maganga GD, Mavoungou JF, N'dilimabaka N, Moussadji Kinga IC, Mvé-Ondo B, Mombo
IM, Ngoubangoye B, Cossic B, Mikala Okouyi CS, Souza A, Leroy EM, Kumulungui B,
Ollomo B.

Parasite. 2017;24:4. doi: 10.1051

African Non-Human Primates Host Diverse Enteroviruses.

Mombo IM, Lukashev AN, Bleicker T, Briinink S, Berthet N, Maganga GD, Durand P,
Arnathau C, Boundenga L, Ngoubangoye B, Boué¢ V, Li¢geois F, Ollomo B, Prugnolle F,
Drexler JF, Drosten C, Renaud F, Rougeron V, Leroy E.

PLoS One. 2017 Jan 12;12(1):¢0169067. doi: 10.1371

The sun-tailed monkey (Cercopithecus solatus): first report of mother-infant dorsal carrying
behaviour in a forest guenon, Gabon.

Peggy Motsch, Carole Dilger, Barthelemy Ngoubangoye, Jean-Paul Gonzalez and
Guillaume Le Flohic

African Journal of Ecology, 2016, doi: 10.1111

Relations between Spatial Distribution, Social Affiliations and Dominance Hierarchy in a
Semi-Free Mandrill Population.

Naud A, Chailleux E, Kestens Y, Bret C, Desjardins D, Petit O, Ngoubangoye B, Sueur C.
Front Psychol. 2016 May 3;7:612. doi: 10.3389

Molecular characterization of Orf virus in goats in Gabon, Central Africa.

Maganga GD, Relmy A, Bakkali-Kassimi L, Ngoubangoye B, Tsoumbou T, Bouchier C,
N'Dilimabaka N, Leroy EM, Zientara S, Berthet N.

Virol J. 2016 May 13;13:79. doi: 10.1186

Morbid attraction to leopard urine in Toxoplasma-infected chimpanzees.
Poirotte C, Kappeler PM, Ngoubangoye B, Bourgeois S, Moussodji M, Charpentier MJ.Curr
Biol. 2016 Feb 8;26(3):R98-9. doi: 10.1016

Modes of transmission of Simian T-lymphotropic Virus Type 1 in semi-captive mandrills
(Mandrillus sphinx).

Roussel M, Pontier D, Ngoubangoye B, Kazanji M, Verrier D, Fouchet D.

Vet Microbiol. 2015 Sep 30;179(3-4):155-61. doi: 10.1016

Malaria-like symptoms associated with a natural Plasmodium reichenowi infection in a
chimpanzee.

Herbert A, Boundenga L, Meyer A, Moukodoum DN, Okouga AP, Arnathau C, Durand P,
Magnus J, Ngoubangoye B, Willaume E, Ba CT, Rougeron V, Renaud F, Ollomo B,
Prugnolle F.

Malar J. 2015 May 28;14:220. doi: 10.1186/s12936-015-0743-y.

Quantifying transmission by stage of infection in the field: the example of SIV-1 and STLV-1
infecting mandrills.

Roussel M, Pontier D, Kazanji M, Ngoubangoye B, Mahieux R, Verrier D, Fouchet D.

Am J Primatol. 2015 Mar;77(3):309-18. doi: 10.1002/
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Loss of memory CD4+ T-cells in semi-wild mandrills (Mandrillus sphinx) naturally infected
with species-specific simian immunodeficiency virus SIVmnd-1.

Greenwood EJ, Schmidt F, Liégeois F, Kondova I, Herbert A, Ngoubangoye B, Rouet F,
Heeney JL.

J Gen Virol. 2014 Jan;95(Pt 1):201-12. doi: 10.1099

Social structure of a semi-free ranging group of mandrills (Mandrillus sphinx): a social
network analysis.

Bret C, Sueur C, Ngoubangoye B, Verrier D, Deneubourg JL, Petit O.

PLoS One. 2013 Dec 10;8(12):e83015. doi: 10.1371

Diversity, host switching and evolution of Plasmodium vivax infecting African great apes.
Prugnolle F, Rougeron V, Becquart P, Berry A, Makanga B, Rahola N, Arnathau C,
Ngoubangoye B, Menard S, Willaume E, Ayala FJ, Fontenille D, Ollomo B, Durand P,
Paupy C, Renaud F.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2013 May 14;110(20):8123-8. doi: 10.1073

Human-associated Staphylococcus aureus strains within great ape populations in Central
Africa (Gabon).

Nagel M, Dischinger J, Tiirck M, Verrier D, Oedenkoven M, Ngoubangoye B, Le Flohic G,
Drexler JF, Bierbaum G, Gonzalez JP.

Clin Microbiol Infect. 2013 Nov;19(11):1072-7. doi: 10.1111
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Annexe 3: Communications scientifiques

< Communications orales

Barthélemy Ngoubangoye, Larson Boundenga, Francois Renaud, David Fouchet,
Dominique Pontier, Franck Prugnolle

Risque infectieux zoonotique li¢ a la conservation de primates non humains (PNH)

URL : http://primatologie.revues.org/1523 ; DOI : 10.4000/primatologie.1523

Kinshasa, RDC, Novembre 2013.

Michel Halbwax and Barthélemy Ngoubangoye

Approche holistique dans I’implantation d’un sanctuaire de chimpanzés (Pan troglodytes) au
Gabon

http://primatologie.revues.org/2471 ; DOI : 10.4000/primatologie.2471

Strasbourg, France, Octobre 2015.

< Poster

Barthélemy Ngoubangoye, Larson Boundenga, Francois Renaud, David Fouchet,
Dominique Pontier, Franck Prugnolle

The transfers of Laverania Plasmodium in primate sanctuaries

International Primatological Society and the American Society of Primatologists

DOI: 10.13140/RG.2.2.24616.16640

Chicago, USA, Aout 2016
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