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“Les parasites sont des composantes ubiquistes,
quoiqu ’habituellement invisibles, des communautés

naturelles. L’écologiste ne [’a que trop ignore.”

Robert Barbault, 1994
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Introduction
Geénérale



Les roles que jouent les organismes pathogénes' sur I’écologie et I’évolution du monde
du vivant restent au centre des débats (Guégan et al., 2005). L’écosystéme est un grand réseau
complexe d’interactions ou interagissent les organismes vivants et le milieu au sein duquel ils
vivent. Tout facteur capable de modifier ces ¢léments fondamentaux peut entrainer une
modification du complexe (Ricklefs and Miller, 2005, Bauda and Monfort, 2004). Pendant
longtemps, les parasites ont été laissés aux seules mains des parasitologues mais cette époque
est belle et bien révolue. En effet, I’influence du parasitisme sur 1’évolution du vivant est pour
certains écologues un théme de recherches majeur et incontournable sachant que tous les
organismes vivants sont concernés par le parasitisme (Thomas et al., 2005).

Depuis le début des années 80, la parasitologie est devenue un théme principal en écologie
évolutive (Combes, 2001, Anderson and May, 1982). De par leur position centrale au sein des
écosystemes, il est intéressant aujourd’hui, de comprendre leurs roles et leurs impacts sur les
communautés naturelles (Hudson et al., 2006, Dobson, 2004). Aujourd’hui, le parasitisme est
¢tudié sous bien des aspects (médecine, €écologie évolutive, écologie comportementale,
immunologie, etc.). Cette multidisciplinarité permet d’obtenir une vision et compréhension
globale du parasitisme, de leur fonctionnement et de leur évolution, autant d’aspects qui sont
fondamentaux pour la compréhension globale des maladies infectieuses et notamment pour

prédire I’émergence et la réémergence de maladies (Harvell, 2004, Grenfell and Dobson, 1995).

Les maladies émergentes et réémergentes sont des maladies qui sont apparues récemment
dans une population, ou qui ont dé¢ja existé mais dont I’incidence et la répartition géographique
augmente rapidement (Morse, 2004, Morse, 1993). Chez I’Homme, prés de 75% des
émergences sont des zoonoses? et la plupart ont pour origine la faune sauvage, en particulier les
primates non-humains (Wolfe et al., 2007, Chapman et al., 2005). L apparition de ces maladies
infectieuses chez ’Homme est le plus souvent due a I’anthropisation (Morse, 2004, Epstein,
1995). En effet, ’'Homme a largement contribué a la modification de la biosphére’, et son
impact sur I’écosystéme a commencé des le début de son aventure en milieu forestier a la
recherche des ressources nécessaires a sa survie (McMichael, 2001). Cependant, 1’étendue
réelle et les conséquences des actions de I’Homme sur les écosystemes n’ont pas cessé de croitre

(Martens and McMichael, 2002).

! Pathogéne : agent infectieux ayant des effets délétére sur 1’organisme hote, il est souvent & I’origine des maladies
2 Zoonose : infection ou infestation naturellement transmissible de I’animal 4 I’Homme et vice versa
3 Biosphére : systéme planétaire incluant I’ensemble des organismes vivants et des milieux ou ils vivent.
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L’anthropisation favorise le contact entre ’Homme et la faune sauvage et en particulier
les primates non-humains (Haurez et al., 2013). Ces interactions ont augmenté notamment du
fait que I’exploitation foresti¢re est de plus en plus intense. L’abattage commercial des arbres
représente en effet une activité économique importante dans des nombreux pays tropicaux
conduisant a I’installation de populations humaines de plus ne plus denses dans les zones
forestieres les plus reculées. Ces changements socio-économiques et démographiques ont
entrainé une augmentation de I'exposition humaine a la faune sauvage ainsi que la mise en place
de conditions sociales et environnementales plus favorables a I'émergence de nouvelles

infections zoonotiques (Wolfe et al., 2005).

Dans ce contexte d'augmentation des interactions entre I’Homme et la faune sauvage, il
devient donc crucial et urgent de recueillir des données précises sur la diversité et 1’écologie
des agents pathogenes circulant dans la faune, notamment chez les primates, afin de pouvoir
¢évaluer les risques de transfert (Wolfe et al., 2005, Wolfe et al., 1998). Nos connaissances
actuelles sur les agents pathogénes des primates sauvages est encore minime et biaisée
(Gillespie et al., 2008). Les données de référence sur les maladies infectieuses circulant dans
les populations de primates sauvages sont donc essentielles pour commencer a évaluer et a gérer
le risque de transmission de nouvelles maladies a ’'Homme (Wolfe 2005), mais aussi aux
primates, beaucoup d'entre eux étant actuellement en danger d’extinction (Gillespie et al.,
2008). Les récentes épidémies de SIDA (Salomon and Murray, 2001, Dehne et al., 1999), de
grippe (Webster et al., 2006, Cameron et al., 2000) ou d’Ebola démontrent 1'impact que peuvent
avoir ces nouvelles maladies infectieuses sur les populations humaines et ce a trés court terme
(Leroy et al., 2014, Walsh et al., 2007, Leroy et al., 2004, Walsh et al., 2003). La proximité
phylogénétique entre Hommes et primates non humains (PNH) (Young et al., 2010, Templeton,
1983) est un facteur important dans le franchissement de barriere d’especes par les pathogenes

(Cooper et al., 2012, Pedersen and Davies, 2009).

Dans le cadre du présent travail de thése, nous nous concentrerons sur un groupe bien
particulier de protozoaires pathogeénes responsables du paludisme dont I'histoire évolutive
(passée et présente) montre le risque que ce groupe peut faire courir sur la santé humaine. Les
maladies vectorielles sont responsables d’un tiers des maladies infectieuses émergentes et le
genre Plasmodium a d’ores et déja montré qu’il pouvait étre a 1’origine de nouvelles maladies
infectieuses chez I’Homme. En effet, de nombreux exemples de transferts, spécialement entre
les primates non humains et I’Homme, ont ét¢ documentés chez ce genre. Récemment un

parasite infectant naturellement les macaques en Asie du sud-est, Plasmodium knowlesi, a été
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montré comme étant dorénavant responsable d’environ 70% des cas de paludisme chez
I’Homme dans certaines régions (Cox-Singh and Culleton, 2015, Cox-Singh et al., 2008, Singh
et al., 2004). Ces transferts sont le résultat des contacts accrus entre primates non-humains et
Homme qui favorisent 1’apparition de nouvelles maladies infectieuses chez I’Homme. Les
Plasmodium sont des protozoaires dont la population a risque d’infection a ce pathogene est
estimée a 2,5 milliards (Manguin et al., 2008). Des études sur la compréhension de 1’histoire
évolutive de ces parasites ont montré que les grands singes africains sont naturellement infectés
par une large diversité de Plasmodium (Rayner et al., 2011, Liu et al., 2010, Prugnolle et al.,
2010) et que certains de ces parasites sont susceptibles d’étre transmis a I’Homme et vice versa
(Prugnolle et al., 2013, Duval et al., 2010, Krief et a/., 2010). D’ou la question de savoir si les
grands singes pourraient constituer des réservoirs de Plasmodium spp pour les humains. Y’a-t-
il des transferts qui se déroulent entre populations humaines et primates non-humains ou vice

versa au Gabon actuellement ?

Dans le contexte du Gabon, il est plus qu’un important de déterminer les especes de
Plasmodium en circulation chez les primates non-humains, car le Gabon est une zone
importante dans la distribution des grands singes africains (Gorilla g. gorilla et Pan t.
traglodytes) (Gautier-Hion et al., 1999). Le pays est situé en plein zone endémique de
transmission du paludisme (Mawili-Mboumba et al., 2012). Alors, il est nécessaire d’évaluer
le risque d’émergence de nouvelles souches dont I’Homme pourrait jouer le role de possible
catalyseur. C’est la raison pour laquelle, il nous est apparu important de pouvoir apporter une
contribution scientifique dans le domaine de la connaissance des Plasmodium spp des PNH
dans ce pays, ou les activités anthropiques ne cessent d’accroitre le contact entre Homme et
faune sauvage. Il nous semble important de : (i) déterminer la diversité plasmodiale chez les
PNH, (i1) d’estimer la possibilité de transfert inter-especes et enfin (iii) d’évaluer la virulence

de ces pathogeénes sur la santé de primates.

Mais avant tout, nous allons dans un premier temps vous présenter les modeles
biologiques sur lesquels nous avons travaillé a savoir les pathogeénes du genre Plasmodium et
les primates non-humains du Gabon et ce que nous connaissons aujourd’hui de leurs

interactions.
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Introduction
Le paludisme est une maladie infectieuse due a un parasite hématozoaire du genre

Plasmodium, transmis a 1’hote vertébré par la piqlire d’un moustique anophele (Schaer et al.,
2013). C’est I'une des maladies les plus importantes de I' Homme a travers son histoire et, qui
continue d'étre une préoccupation majeure en santé publique (Perkins, 2014). Cinq espéces sont
connues pour infecter I’ Homme, P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi
(Ménard et al., 2010, Cox-Singh et al., 2008). P. knowlesi est une espéce qui, a 1’origine,
infectait uniquement les primates des foréts asiatiques, notamment les macaques (Luchavez et
al., 2008, Singh et al., 2004), toutefois, le contact entre I’Homme et ces primates a permis le

passage de ce Plasmodium des singes a I’Homme.

P. falciparum est de loin la plus virulente des cinq espéces qui infectent I’Homme
(Volkman et al., 2001), car il est responsable de plus de 91% des décés chaque année dont 98%
en Afrique subsaharienne constitués des enfants en bas age et les femmes au cours de leurs
premieres grossesses (WHO, 2015). Prés de 208 millions de cas cliniques sont recensés chaque
année (WHO, 2015) et les estimations des populations exposées au risque sont de I’ordre du
milliard (Manguin et al., 2008). P. falciparum sévit toute 1'année dans les pays équatoriaux ou
il peut présenter des recrudescences saisonnieres. C’est 1’espéce prédominante en Afrique
tropicale, en Asie orientale, en Océanie et dans la région amazonienne (Martiny et al., 2012,

Mouchet, 1996).

Depuis la description initiale des Plasmodiums par Alphonse Laveran, plus de deux cents
especes ont été décrites chez les mammiferes, les oiseaux et les reptiles (Schaer et al., 2013,
Snounou et al., 2011). Dés les années 1920, des études décrivaient des Plasmodiums chez les
grands singes africains notamment chimpanzés et gorilles. Certains chercheurs avaient noté une
ressemblance entre les Plasmodiums humains et ceux observés chez les singes aftricains
(Snounou et al., 2011). Des années durant, il a ét¢ admis que les especes qui infectent ’Homme
lui étaient spécifiques. Cependant, des études récentes sur I’origine de P. falciparum ont révélé
que ces especes que nous pensions étre spécifiques de I’Homme ont une origine simienne
(Prugnolle et al., 2011a, Prugnolle et al., 201 1c, Kaiser et al., 2010, Prugnolle et a/., 2010). Ces
résultats ont completement changé notre compréhension de I’histoire évolutive du genre
Plasmodium et des liens que les différentes especes connues (notamment chez les primates)

entretenaient les unes avec les autres (Prugnolle et a/., 2013).



I. Les parasites Plasmodium
1. Taxonomie du genre Plasmodium

Les agents responsables du paludisme sont des protozoaires appartenant a la classe des
sporozoaires du genre Plasmodium (Figure 1). Ces organismes unicellulaires ont un cycle qui
débute toujours par un germe vermiforme et mobile, appelé sporozoite. Ils appartiennent a
I’ordre des Haemosporida qui est caractéris¢é par des micros et macrogamétocytes se
développant indépendamment. Ils sont regroupés dans le sous-ordre des Haemosporidae. Ce
sous-ordre est subdivisé en trois familles a savoir Plasmodidae, Haemoproteidae et
Leucocytozoonidae. Toutes ces familles présentent des sporogonies qui chez les vertébrés sont
transmises par des insectes hématophages. Les Leucocytozoonidae sont transmis par les
insectes du genre Simulium, les Haemoproteidae sont transmises par les Culicoides, les

Stomoxys et les Hippoboscidae (Manguin et al., 2008, Mesnil, 1903) (Figure 1).

EMBRANCHEMENT Apicomplexa (sporozoaires)
ORDRE Haemosporida
SOUS ORDRE Haemosporidae Eimeriidae Adeleida
FAMILLE Plasmodidae Haemoprotidae Leucocytozoonidae
GENRE Plasmodium
reptiles oiseaux mammiféres
SOUS GENRE Sauromoeba Haemamoeba ~ Laverania falciparum
& Carinia Giovannolaia reichenowi
ESPECE Ophidiella Novyella
Huffia Plasmodium vivax
simium
malariae
ovale
Vinckeia berghei
yoelii
chabaudi

Figure 1: Classification partielle des Plasmodium spp (Bruce-Chwatt, 1980)



Les Plasmodidae qui sont transmises par les Anophelinae et les Culicinae (Figure 2)
comprennent au moins entre 66 a 80 espeéces (Manguin et al., 2008). Cette famille infecte
plusieurs groupes d’hdtes qui vont des mammiferes, aux oiseaux et reptiles (Grassé, 1953). Au
sein de cette famille, le genre Plasmodium qui est un protozoaire parasite transmis par un
vecteur a une large répartition géographique. Ce genre compte environ 200 especes et, chez les
primates, est divisé en deux sous-genres : celui des Laveranias qui jusqu’a 2009 comptaient
uniquement P. reichenowi et P. falciparum et le sous genre des Plasmodiums (non-Laverania)
qui comprend toutes les autres especes infectant les primates (Figure 1) (Duval, 2012, Manguin

et al., 2008).

Figure 2: Relation entre parasites et vecteurs (Martinsen et al., 2008).
Les taxons d’hotes sont indiqués par des couleurs.
Les familles de vecteurs sont indiquées sur la figure.



L’existence de nombreuses especes de Plasmodium et du grand nombre d’hdtes
qu’infectent ces parasites donnent autant d’arguments qui en font un bon modéle animal dans

la recherche pour I’écologie évolutive, I’adaptation et bien d’autres domaines.

2. Les Plasmodium spp humains

Sur les quelques 200 espéces que compte la famille des Plasmodiidae, cinq especes
uniquement sont connues pour infecter ’Homme et étre responsable du paludisme chez ce
dernier. Nous présentons simplement celles infectant I’'Homme, a savoir : P. falciparum, P.

vivax, P. ovale, P. malariae et P. knowlesi.

P. falciparum (Welch, 1887) est responsable de la fiévre tierce maligne. Il est la plus
fréquente en Afrique sub-saharienne ou 90% des cas de déces lui sont associés. Il est plus
redoutable car pouvant étre a ’origine des formes graves (WHO, 2015). Dans les régions
€quatoriales, il est transmis toute I’année avec cependant des recrudescences saisonniéres. Dans
les régions Sub-tropicales, il ne survient qu’en période chaude et humide. Sa transmission
s’interrompt lorsque la température tombe en dessous de 18°C. Des études récentes montrent

qu’il est capable d’infecter aussi les grands singes aftricains (Duval et al., 2010, Krief et al.,

2010).

P. vivax (Grassi, 1890) est responsable de fiévres tierces bénignes. Il est aussi trés
répandu dans le monde et évolue avec des rechutes a long terme. Il est rare en Afrique mais
plus fréquente en Asie, Océanie, Amérique du Sud et Centrale (Guerra et al., 2010). Son
absence en Afrique noire est due au fait que les populations ne possedent pas le récepteur
membranaire nécessaire a I’infection par P. vivax. En effet, les érythrocytes du groupe sanguin
Dufty négatif ne possedent pas ces récepteurs (del Portillo et a/., 2001). 1l a ét¢ démontré que
les grands singes africains sont des réservoirs potentiels de P. vivax (Liu et al., 2014, Prugnolle

et al., 2013).

P. ovale (Stephens, 1922) est aussi I’agent d’une fi¢vre tierce bénigne. Il est trés proche
de P. vivax avec lequel il a été tres longtemps confondu (Collins and Jeffery, 2005). Il est rare
et se rencontre presque exclusivement en Afrique de 1’Ouest et Asie. Considéré comme peu
pathogene, son évolution est bénigne mais on peut observer, comme avec P. vivax, des rechutes
tardives. Schématiquement, on dit que P. ovale remplace P. vivax 1a ou cette dernieére espeéce

est absente (Snow et al., 2005, Lysenko and Beljaev, 1969, Lacan, 1963).
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P. malariae (Laveran, 1881) est responsable d’une fiévre quarte et de troubles rénaux.
Il est responsable d’environ 1% des cas de paludisme seulement. Il est présent sur les trois
continents mais se rencontre surtout en Amérique du Sud ou elle est trés fréquente dans

certaines tribus amérindiennes (Andrade et al., 2010).

P. knowlesi est un Plasmodium proche génétiquement de P. vivax, et
morphologiquement proche de P. malariae. 1l a été découvert récemment chez ’Homme en
Malaisie (mais était connu antérieurement chez le singe). Il a une répartition qui est étroitement
liée a la distribution des singes macaques (hote naturel) et a celle de son vecteur connu pour
piquer I’Homme et le singe (Cox-Singh et al., 2008, Singh et al., 2004). Il apparait claire
aujourd’hui que la déforestation et le contact fréquent entre I’Homme et les primates ont
fortement contribué a I’émergence de ce parasites dans la population humaine (Cox-Singh and

Culleton, 2015, Wilcox and Ellis, 20006).

3. Distribution géographique du paludisme en Afrique subsaharienne

Au-dela de la classification du paludisme basée sur I’observation parasitologique de la
présence du parasite dans le sang, il a été possible de proposer une autre classification du
paludisme intégrant plusieurs facteurs environnementaux intervenant dans les relations hote /

vecteur / parasite, facteurs qui sont variables selon les conditions écologiques.

La notion de facies prend en compte 1’écosystéme, avec ses composantes €cologiques et
épidémiologiques. Elle integre les dynamiques de la transmission en fonction de la variabilité
des facteurs abiotiques et biotiques des écosysteémes. Un faciés pourrait ainsi étre défini comme
un ensemble de lieux dans lesquels le paludisme présente les mémes caractéristiques de
transmission, de développement de ’'immunité et de manifestations pathologiques (Carnevale
et al.,2009). En Afrique Sub-Saharienne, il existe 4 grands types de facies que nous présentons
de manicre breve selon (Carnevale et al., 2009, Mouchet et al., 1993, Carnevale et al.,

1984) (Figure 3):

v Le faciés de transmission permanente qui correspond au paludisme endémique avec une
transmission intense et permanente. Il existe de variation saisonniére au niveau de 1’intensité de
la transmission, mais pas d’interruption, méme bréve. La transmission est assurée par

Anopheles gambiae et Anopheles funestus. 1l est présent en Afrique centrale.
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v Le facies a transmission saisonniére longue caractéristique d’un paludisme endémique
avec une transmission réguliére saisonnicre longue pendant la saison de pluies (+ ou — 6 mois).
La transmission est faite par An. gambiae et Anopheles arabiensis pendant la saison de pluie et
An. funestus au début de la saison séche. Il sévit dans les zones de savane (Burkina Faso,

Nigeria).

v' Le facies de transmission saisonniére courte caractéristique d’un paludisme a
transmission annuelle épisodique trés courte (2 mois) concentrée pendant la courte saison de
pluies et pratiquement interrompue (ou ne se poursuivant qu’a trés faible bruit) pendant la
longue saison séche. Transmission est généralement assurée par An. arabiensis, An. gambiae et
An. funestus. Ce type de paludisme instable a transmission épisodique sévit dans les zones de
Sahel et de moyenne altitude.

v' Le facies a transmission sporadique caractérisé avec un paludisme instable a
transmission sporadique intervenant uniquement a la suite de circonstances particuliéres (pluies
inhabituelles, crues, modifications de I’environnement) dans des zones ou il ne sévit
habituellement pas (plateaux de haute altitude) ou plus. Le vecteur le plus fréquent est An.

arabiensis. Mais, An. gambiae peut aussi étre impliqué.

Variabilité de la transmission du paludisme, dans le temps et dans I'espace,
en Afrique au sud du 10éme paralléle Nord
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Figure 3: Facies de distribution du paludisme en Afrique (MARA)
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4. Origine de P. falciparum et P. vivax

Les histoires évolutives du genre Plasmodium ont fait I’objet de nombreuses études qui
ont été basées sur la morphologie, la biologie et 1’affiliation des parasites a leurs hotes (Cserti
and Dzik, 2007). L’apport de plusieurs nouvelles séquences d’autres especes va préciser le

débat dont font I’objet les nombreuses théories €¢laborées sur le sujet (Das et al., 2007).

Plusieurs de ces parasites se seraient retrouvés associés a I’Homme par transfert latéral
a partir d’autres espéces d’hotes vertébrés (Garnham, 1966a, Garnham, 1966b). Avant 2009,
Plasmodium reichenowi un parasite de chimpanzés était le seul proche parent connu de P.
falciparum. Ces deux especes a cause de leur ressemblance ont été regroupées dans le sous-
genre Laverania (Cormier, 2013, Snounou et al/., 2011). Nous allons parler dans les

développements suivants de I’origine probable des deux Plasmodium spp les plus répandus.

4.1 Origine de P. falciparum

Le débat sur I’origine de P. falciparum a été ouvert avec 1’étude de Waters et ses
collaborateurs qui proposa une origine aviaire de ce parasite c’est-a-dire que I’ Homme aurait
acquis récemment ce parasite d’un transfert des oiseaux vers I’Homme (Waters et al., 1991).
En effet, les analyses phylogénétiques basées sur 1’étude des séquences de sous-unités d’ARN
ribosomale (ARNr) montrérent que P. falciparum formait un groupe monophylétique* avec les

Plasmodium spp d’oiseaux d’ou la conclusion des auteurs.

Trois années apres la premiére hypotheése sur I'origine de P. falciparum, Escalante et
Ayala (1994), dans leur étude basée également sur ’ARN 18S, prennent en compte pour la
premicre fois P. reichenowi, un parasite isolé chez un chimpanz¢ africain. Ils vont montrer ainsi
que ce parasite est le plus proche parent de P. falciparum et que, par conséquent, celui-ci ne
provient pas d’un transfert latéral récent des oiseaux vers I’ Homme (Escalante and Ayala, 1995,
Escalante and Ayala, 1994). Dans cette étude, P. falciparum et P. reichenowi forment un grand
groupe avec les parasites de primates du sous-genre Plasmodium (non-Laverania), rongeurs et
les oiseaux (Perkins and Schall, 2002, Escalante et al., 1998, Escalante and Ayala, 1994). Ce

qui va d’avantage alimenter le débat sur I’origine de P. falciparum.

Les contestations qui se font autour de 1’origine probable de P. falciparum, soit qu’il
provient des oiseaux ou des rongeurs feront rage. Nous pensons que les problémes ou faiblesses

des études reposaient sur deux points essentiels : premierement le faible nombre d’espéces

4 Monophylétique est d’un groupe ou taxon qui regroupe une espéce et tous ses descendants
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plasmodiales intégrées dans les analyses et deuxiémement le nombre limité de marqueurs
moléculaires utilisés pour 1’élaboration des phylogénies. Malgré toute cette controverse P.
falciparum sera considérée comme ayant une origine africaine (Pearce-Duvet, 2006, Joy et al.,

2003, Conway et al., 2000).

L’année 2009 va complétement changer notre compréhension de 1’histoire évolutive de
P. falciparum, car avant cette année une seule espece (P. reichenowi) était connue pour étre
plus proche de ce parasite. Apres la découverte de Plasmodium gaboni parasite qui infecte le
chimpanzés (Ollomo et al., 2009), plusieurs autres séquences provenant des grands singes

africains vont permettre de répondre définitivement a la question sur I’origine de ce parasites.

C’est ainsi que Prugnolle et al. (2010) vont mettre en évidence pour la premicre fois un
P. falcipraum-like chez les gorilles et plusieurs autres lignées. Ces études vont prouver que le
groupe de Laverania qui comprend P. falciparum posseéde une grande diversité d’espéces qui
circulent chez les primates africains (Boundenga et al., 2015, Prugnolle et al., 2010). Ce qui va
permettre de montrer que 1’origine de P. falciparum ne se trouve pas chez les oiseaux ou les
rongeurs mais chez les gorilles qui ’auraient transmis récemment aux hommes via un
moustique anophele anthropo-zoonophile (Paupy et al., 2013, Rayner et al., 2011, Liu et al.,
2010, Prugnolle et al., 2010). Le P. falciparum-like de gorilles sera nommé P. praefalciparum
pour le distinguer de celui qui infecte ’Homme (Gonzalez et al., 2013, Sharp et al., 2013,
Prugnolle et al., 2011d).

En 2011, I’hypothése d’une origine gorille de P. falciparum est fragilisée par la
découverte d’un P. praefalciparum chez un petit singe Africain (Cercopithecus nictitans)
(Prugnolle et al., 2011d). Cette étude met par ailleurs en évidence I’existence d’au moins deux
types de P. praefalciparum : 1 et 2. Le P. praefalciparum 1 infecte les gorilles et les petits
singes (C. nictitans) et le P. praefalciparum 2 infecte uniquement les gorilles (Gonzalez et al.,
2013). D’autres études s’intéresseront par la suite aux petits singes africains mais ne trouveront
pas de P. praefalciparum (Ayouba et al. 2012). Le débat reste aujourd’hui ouvert concernant la

présence potentielle de P. praefalciparum chez les petits singes.
4.2 Origine de P. vivax

Les premicres hypotheses sur 1’origine de P. vivax avaient suggéré qu’il serait originaire
de I’Asie du Sud-Est. Ces hypotheses reposerent sur le fait que P. vivax partage des traits

morphologiques et biologiques avec plusieurs parasites de macaques et que, dans cette région
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asiatique, les espeéces de Plasmodium simiens y sont abondants (Garnham, 1966b). Cette
hypothése fut conforter par les analyses phylogénétiques qui placérent P. vivax parmi les

Plasmodium spp des singes d’Asie (Perkins and Schall, 2002).

La présence du groupe sanguin Duffy négatif dans les populations d’Afrique centrale et
de I’Ouest était corrélée a 1’absence du P. vivax. En effet, ce caractére leurs confére une
résistance a D'infection a P. vivax (Miller et al. 1976), car le I’antigéne Duffy est la seul
récepteur d’entrée du parasite a la surface de globule rouge. Il a ainsi été proposé que P. vivax
aurait co-évolué avec les populations africaines pendant plus longtemps qu’avec les autres
populations humaines (Martinsen et al., 2008, Cornejo and Escalante, 2006, Escalante et al.,

2005, Carter and Mendis, 2002). Ce qui laissait supposer ainsi une origine africaine de P. vivax.

Au cours de ces dernieres années, cette hypothese a été renforcée par des études qui ont
révélé la présence de P. vivax-like chez les grands singes africains (Liu et al., 2014, Prugnolle
et al., 2013, Kaiser et al., 2010). Les P. vivax-like des grands singes forment un groupe
génétique distinct et bien plus diversifié que celui des parasites de I’Homme (Prugnolle et al.,
2013). Ces résultats releverent ainsi une origine plus ancienne de la lignée simienne africaine,
aussi que les grands singes africains seraient les réservoirs potentiels de P. vivax, car
jusqu’aujourd’hui des transferts seraient possibles (Prugnolle et al., 2013). Cependant 1’origine

africaine reste débattue aujourd’hui (Prugnolle et al., 2013).

II. Les vecteurs

Le parasite du paludisme (Plasmodium) est transmis d’Homme a Homme par
I’intermédiaire d’un vecteur, un moustique du genre Anopheles (Carnevale et al., 2009).
Seulement une soixantaine d’especes assurent plus ou moins avec efficacité la transmission des
Plasmodium sur les 484 especes que compte ce genre (Carnevale et al., 2009, Guindo, 2007,

Gazin, 2001).

1. Systématique des Anophéles

Les vecteurs des parasites du paludisme des mammiféres, y compris les humains
appartiennent tous au genre Anophéles qui occupe une position taxonomique bien précise
(Carnevale et al., 2009). Ces moustiques de 1’ordre des Diptera (insectes possédant deux ailes)

appartiennent tous a la famille des Culicidae (Rueda, 2008) et a la sous famille des Anophelidae
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(Anopheles) qui comprend trois genres Bironella, Chagasia et Anopheles (Carnevale et al.,

2009).

La transmission de Plasmodium est assurée par le genre Anophéles qui comprend 6 sous
genres (Figure 4). Une soixantaine d’espéces environ sont des vecteurs, dont une trentaine sont
des bons vecteurs. Leur distribution et leur efficacité varient selon les régions géographiques.
En Afrique sub-saharienne, on considére qu’il existe quelques 150 espéces d’anophéles, dont
une douzaine sont d’excellents vecteurs de Plasmodium humains et certains parmi les meilleurs

vecteurs mondiaux, comme An. gambiae, An. arabiensis, An. funestus, An. nili, An. moucheti

(Carnevale et al., 2009).

Figure 4: Classification partielle des anopheles (Harbach 2004)

2. Bio-écologie de I’hote anophéles.

Les anoph¢les sont des insectes a métamorphose compléete (holométaboles) dont le cycle

de développement est commun a tous les Culicidae. Leur cycle de vie comporte plusieurs stades
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immatures (ceuf, larve, nymphe) tous aquatiques et un stade adulte aérien (Oijedraogo, 2008,

Dausset, 1998). Elles sont une bio-écologie particuliére comme vu dans (Figure 5).

Figure 5: Principale étape du cycle biologique des anophéeles (Carnevale et al., 2009)

2.1 Phase aquatique

Pour ce qui est des ceufs, ils sont déposés par la femelle dans des gites larvaires d’ou
écloront les larves (Figure 6, 1-2). Les larves d’anopheles vont se développer dans les
collections d’eau ou elles procedent par mues au cours de 4 stades larvaires successifs (3). Au
bout de 6 a 10 jours ou plus, selon la température de 1’eau et la disponibilité en nourriture, la
4¢me mue donne naissance a une nymphe. C’est le stade correspondant a la métamorphose qui

dure environ 48 heures. La nymphe est mobile et respire a la surface, mais ne s’alimente pas

4.

Ensuite vient I’émergence, qui est un stade qui dure entre 3 et 4 minutes ; C’est le moment
le plus fascinant a observer de la vie du moustique. La nymphe s’immobilise a la surface de
I’eau; le dos du thorax se fend et s’ouvre tandis qu’une sorte de cire empéche I’eau de pénétrer,
et le moustique adulte (imago) s’¢leve lentement(5) (Carnevale et al., 2009, Rageau and

Vervent, 1959).
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Figure 6: Cycle biologique des anoph¢les (www.institutpasteur.nc)

De fagon générale, les larves d’anophéles se développent dans des eaux relativement
propres contrairement aux larves de Culex qui peuvent se développer dans des eaux souillées
de matic¢res organiques et se retrouvent alors abondamment dans les zones urbaines ou
I’hygiéne n’est pas assurée. Cependant, des larves d’An. gambiae ont pu étre récoltées dans des
drains pollués en zones urbaines (Abidjan, Dakar, Brazzaville, Yaoundé¢, etc.), mais cela reste
peu fréquent. Le méme biotope peut abriter plusieurs espéces anophéliennes (Carnevale et al.,

2009).

2.2 Phase aérienne

La biologie de Dl’adulte est caractérisée par deux comportements principaux
I’alimentation (7) et la reproduction (6) (Figure 6) qui, chez la femelle, s’accompagnent de la
dispersion a la recherche successive de I’hote vertébré, du site de repos et du gite de ponte.
L’ensemble de ces comportements s’inscrit dans le cycle gonotrophique® qui ne concerne
¢videmment que la femelle (Carnevale et al., 2009, Vercruysse, 1984) puisque le méale se nourrit

exclusivement de jus sucrés et n’est pas hématophage (Oliva, 2012).

Les moustiques vecteurs ne piquent qu’a partir du coucher du soleil avec un maximum
d’activité entre 23 heures et 6 heures (Haddow, 1954). C’est la raison pour laquelle il est utile

d’utiliser des moustiquaires qui est le moyen de prévention le plus efficace pour lutter contre

5 Cycle gonotrophique : la succession des phénoménes physiologiques qui se produisent chez le moustique entre
deux repas de sang successifs
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cette maladie. Toutefois, les anophéles ont une biologie adaptée aux modifications de
I’environnement, c’est-a-dire que les modifications engendrées par 1’activit¢ humaine vont

jouer un role dans sa propagation.

3. Les vecteurs de forét et leur réle potentiel dans le transfert inter-espéces

Tres peu d’informations sont connues sur les moustiques de forét car la majeure partie
des études se sont portées sur les anopheles anthropophiles (Figure 7) et la caractérisation des
especes zoophiles est donc loin d’étre compléte (Délicat-Loembet et al., 2015, Rahola et al.,

2014).

Malgré I’intérét considérable dans le décryptage de 1’évolution et la diversité de
Plasmodium parasites de singes africains et de parvenir a une meilleur compréhension des
mécanismes par lesquels les parasites sont échangés entre singes et Hommes (Prugnolle et al.,
2013), seules deux especes d’anopheles sont a I’heure actuelle connues pour assurer la
transmission et la circulation des Plasmodium simiens en milieu naturel. Il s’agit d’Anopheles
mouchetii et Anopheles vinvkei qui auraient pu jouer un role de pont entre les singes et I’Homme
(Paupy et al., 2013). En effet, An mouchetii est considérée comme une espece forestiére et
souvent signalée pour étre un vecteur majeur du paludisme humain dans les zones de forét

tropicale d’Afrique (Verhulst et al., 2012, Fontenille et al., 2003, Ollomo et al., 1997).

Figure 7: Circulation de Plasmodium entre Homme et PNHs (Verhust et al., 2012)
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Récemment une nouvelle espece sylvestre a été décrite au Gabon, Anopheles gabonensis
(Rahola et al., 2014) qui serait toute comme Anopheles millecampsi dans la transmission
naturelle de Plasmodium chez les rongeurs (Rahola et al., 2014, Bafort, 1969, Bray and
Garnham, 1964). D’autres ¢tudes seraient nécessaires afin de mieux connaitre 1’écologie et la
distribution des espéces anopheles en circulation dans les foréts africaines et leur role dans la

transmission de certaines zoonoses.

II1. Relation hote-parasite entre le Plasmodium et ses hotes

Dans le but d’atteindre son développement le parasite du paludisme (Plasmodium) a
besoin de deux hoétes (Vlachou et al., 2006, Escalante and Ayala, 1995). Ainsi, Plasmodium,
moustique et Homme sont les trois €léments dans une relation d’interactions réciproques
durables, dont le bon déroulement nécessite des conditions environnementales, climatiques et

¢cologiques particuliéres aux diverses espéces hotes et parasites (Rodhain, 1956).

Le Plasmodium est un organisme avec un cycle de vie hétéroxeéne qui se déroule chez
deux hotes (Malloch, 1995) (Figure 9). Alors, son développement nécessite un passage alterné
par un hote vertébré (hote intermédiaire) et un moustique anophele qui est son hote définitif
(lieu de la reproduction sexuée du parasite) (Prudéncio et al., 2006, Mota and Rodriguez, 2002,
Vincke, 1966).

Figure 8 : Systéme d’interaction entre les différents intervenants dans cycle du Plasmodium
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1. Cycle de vie chez ’Homme
Le cycle de développement des parasites chez I’hdte vertébré se déroule en plusieurs

étapes successives : inoculation des stades infectieux, schizogonie hépatique et schizogonie

érythrocytaire(Mouchet, 2004)

1.1 Inoculation des stades infectieux

Le parasite est transmis a ’Homme par la piqlire d’une femelle d’anophele durant son
repas sanguin (Figure 9). Les stades infectieux sporozoites contenus dans ses glandes
salivaires sont injectés avec la salive dans la circulation sanguine en nombre variable par le

tissu cutané (Sor-suwan et al., 2014, Robert and Boudin, 2003).

Les sporozoites sont des formes trés mobiles ; Ils vont transiter rapidement dans la
circulation sanguine, ou elles se retrouvent dans le foie en quelques minutes. Ils vont ensuite
pénétrer dans un hépatocyte (Ngimbi et al., 1979) ou ils prennent des formes incapables de
se déplacer. Les parasites sont a ce moment obligatoirement endocellulaires chez 1'hote

intermédiaire.
1.2 Schizogonie hépatique ou exo-érythrocytaire

Au sein de la vacuole parasitophore, le trophozoite endocytoplasmique entre alors dans
une phase de réplication, une division asexuée aboutissant a la formation d’une masse
multinucléée appelée schizonte. Apres éclatement de 1’hépatocyte, les mérozoites sont
libérés dans la circulation sanguine. Cette phase de multiplication est asymptomatique et
dure de 8 a 15 jours, selon les especes. 11 est a noter que le processus de reproduction se
déclenche, chaque schizonte libere entre 10000 a 30000 mérozoites chez P. falciparum, et
entre 2000 et 15000 pour les trois autres Plasmodium humains. La schizogonie se déclenche
immédiatement dans tous les hépatocytes parasités pour les especes P. malariae et P.
falciparum alors qu’elle peut étre retardée dans certains hépatocytes qui restent en attente
(hypnozoites) entre 1 et 18 mois pour les especes P. vivax et P. ovale (P. malariae infecte

les érythrocytes de fagon latente).
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Figure 9 : Les grandes étapes de la vie du Plasmodium au sein des hotes (Zhang et al., 2012)

1.3 Schizogonie intra-érythrocytaire et différenciation

Cette phase sanguine est responsable des symptomes d’intensité variable survenant
au cours de la maladie. L’attachement et la pénétration de I’érythrocyte par le mérozoite
est un processus d’interactions fines hote-parasite de type récepteurs-ligands présents a
la surface des cellules hote et parasite. Aprés différenciation au sein de la vacuole
parasitophore en anneaux, trophozoites (stade a partir duquel une intense phase
réplicative commence) puis schizontes. Ces derniers, aprés segmentation, présentent
une forme en rosace libérant, par lyse de 1’érythrocyte, de 8 a 32 mérozoites qui

réinfectent rapidement des érythrocytes sains.

La durée du cycle et le nombre de mérozoites obtenus sont caractéristiques de
chaque espéce (chez P. falciparum : 48 h et 16 mérozoites). A I’issue de chaque cycle,
les hématies éclatent de fagon généralement synchrone, d’ou la notion de fievre tierce
maligne pour P. falciparum. Aprés environ une semaine, une faible proportion de
mérozoites, induite par certains facteurs de stress, va se différencier en gamétocytes
males et femelles. A la suite d’une nouvelle piqlire par un moustique, les gamétocytes

sont ingérés avec le repas sanguin
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2. Cycle de vie chez le vecteur
2.1 Cycle sporogonique

Le cycle sporogonique chez le vecteur débute par 1’ingestion de gamétocytes males et
femelles matures circulant dans le sang périphérique de I’hote vertébré lors du repas de sang
pris sur ce dernier par le vecteur (Fougere, 2012, Robert and Boudin, 2003) (Figure 9). Les
gamétocytes males et femelles ingérés s’échappent rapidement de 1’enveloppe érythrocytaire et
se différencient respectivement en microgametes et macrogametes (Mustfa, 2011). Dans les 15
minutes suivant 1’ingestion, le gamétocyte male subit trois cycles de mitoses, formant 4 a 8

gametes rendus trés mobiles par exflagellation.

La fécondation entre gamétes males et femelles a lieu moins d’une heure apres
I’ingestion. Le zygote diploide issu de la fécondation subit la méiose, au sein de I’enveloppe
nucléaire qui ne se divise pas. Les quatre produits haploides des deux divisons méiotiques sont
donc contenus dans le noyau. Le zygote se différencie en ookinéte mobile, migre du bol
alimentaire en cours de digestion et franchit la matrice péritrophique, 19 a 36 heures apres
I’ingestion du repas sanguin par la femelle anoph¢le. L’ookinéte se glisse ensuite a travers ou
entre les cellules épithéliales de la membrane de 1’estomac de 1’anophele, processus d’invasion
qui déclenche les réponses immunitaires du moustique. Le contact avec la membrane basale
inhibe 1’activité mobile et le cycle cellulaire reprend au sein du zygote (Mlambo et al., 2012,

Khan et al., 2005).

L’ookinete se différencie alors en oocyste sphérique, dont le noyau polyploide se divise,
et subit des mitoses successives, aboutissant a la formation de sporoblastes contenant plusieurs
milliers de sporozoites haploides. Pendant sa maturation, qui met environ 4 a 21 jours, la taille
de l'oocyste passe d'environ 8um a environ 60-80um. A maturité, les sporozoites perforent
activement la capsule de 1’oocyste et la lame basale et sont libérés dans 1’hémolymphe. Ils
migrent ensuite majoritairement vers les glandes salivaires, d’ou ils seront injectés vers 1’hote
vertébré avec la salive lors de la piqlire. Les sporozoites restent infectants dans les glandes

salivaires pendant toute la durée de vie du moustique (Mlambo et a/., 2012, Wang et al., 2005)
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IV. Plasmodium chez Les primates non humains africains
1. Apercu historique sur les Plasmodium des PNHs africains.

Approximativement 40 espéces différentes de parasites du paludisme ont été identifi¢es
chez les primates (Cormier, 2013). Les études sur les parasites du paludisme des singes africains
ont été limitées a quelques observations faites principalement entre les années 1920 et 1950
(Krief et al., 2010, Rich et al., 2009), tandis que les premicres observations par Alphonse
Laveran sur les Plasmodium spp des primates dataient de plusieurs années avant (Snounou et

al., 2011).

La premiére description de Plasmodium en Afrique s’est faite au début du 20° siecle
avec Hans Ziemann qui décrivit un Plasmodium chez un chimpanz¢é au Cameroun. Dix ans plus
tard, Reichenow observa des Plasmodium spp non seulement dans le sang des chimpanzés mais
aussi dans celui des gorilles au Cameroun (Reichenow, 1920). C’était ainsi la premicére et la
derniere observation de Plasmodium spp chez le gorille (Snounou et al., 2011, Reichenow,
1917b). 1l décrivit trois especes qui rattacha ces hématozoaires aux formes classiques humaines
(P. falciparum, P. vivax et P. malariae) (Rodhain, 1948, Reichenow, 1920, Reichenow, 1917a),
et il les considéra comme étant les mémes que celles infectant I’Homme (Rodhain, 1948,
Rodhain and Van Den Berghe, 1936). En Sierra Leone, Blacklock et Adler ont pu étudier le
parasite de type P. falciparum chez un chimpanzé. Ils firent des expérimentations sur des
humains. Ces expérimentations se solderent par des échecs. En effet, ils tentérent sans succes
d’infecter des humains avec ce parasite ainsi qu’un jeune chimpanzé avec P. falciparum
(Blacklock and Adler, 1924, Adler, 1923); Ces résultats les conduisirent & conclure que ce

parasite €tait une nouvelle espece propre au chimpanzé et ils la nommerent P. reichenowi.

Au cours de ces années, ce sera Rodhain qui va démontrer le premier la spécificité d’hote
des Plasmodiums des grands singes africains, apres plusieurs séries d’inoculation de chimpanzé
a chimpanz¢, de I’ Homme au chimpanz¢, du chimpanzé a I’ Homme, et aussi de quelques
essais de transmission par Anopheles (Snounou et al., 2011). Ceci conduit par la suite Emile
Brumpt a donner le nom de P. schwetzi et P. rodhaini aux deux especes qui étaient
respectivement du type vivax et du type malariae (Snounou et al., 2011, Brumpt, 1939). Ainsi
apres toutes ces années, il a été établi que les chimpanzés sont réceptifs a P. vivax et que P.
rodhaini et P. schwetzi mais pas P. reichenowi peuvent étre transmis a ’Homme de maniére

expérimentale (Brack, 2012, Coatney et al., 1971, Coatney, 1971, Garnham, 1966b).
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Toutefois, les petits singes ne sont pas en reste dans les infections a Plasmodium. En
effet, il a été noté la présence de deux Plasmodium (Plasmodium gonderi, Plasmodium Daj-
2004) qui infectent les petites singes africains (mangabey, drills, mandrills et cercopitheques)

(Cormier, 2013, Prugnolle et al., 2011d).

En résumé, avant 2009, les espéces répertoriées chez les PNH africains étaient
Plasmodium gonderi, Plasmodium sp. Daj-2004, Plasmodium rodhaini, Plasmodium
reichenowi et Plasmodium schwetzi (Duval, 2012, Prugnolle et al., 201 1¢, Brack, 1987) (Figure
10). Ce qui faisait apparaitre les parasites du paludisme comme des agents infectieux
spécifiques soit a ’Homme ou soit au singe. Ces études €taient essentiellement basées sur des
observations en microscopie des aspects biologiques des parasites (Duval, 2012, Valkiunas et
al., 2006, Garnham, 1966b). Cependant, les pionniers du paludisme simien avaient déja observé
que P. rodhaini et P. schwetzi respectivement parasites des chimpanzés et parasites des gorilles
n’étaient pas distinguables morphologiquement de P. malariae, P. ovale et P. vivax (Coatney
et al., 1971, Bray, 1963, Rodhain, 1956, Rodhain, 1955). Tandis que, la proximité ou la
ressemblance de P. reichenowi avec P. falciparum de I’Homme conduisit Bray a proposer de
les classer dans le sous-genre Laverania (Figure 10) (Snounou et al., 2011, Bray, 1963, Bray,

1958).

Figure 10 : Phylogénie simplifiée des Plasmodium connus avant 2009. L’encadré en rose
représente le sous genre Laverania et en jaune le sous genre Plasmodium infectant les PNH
(Prugnolle et al., 2011).
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2. Etat actuel des Plasmodiums des primates non humains

Pendant plusieurs années les premiers parasitologues se sont basés sur la taxonomie
descriptive des hémosporidies c¢’est-a-dire la description des caractéres morphologiques pour
décrire les grands groupes de parasites (Valkiunas et al., 2005, Valkiunas et al., 2006, Perkins
and Schall, 2002, Garnham, 1966a). Toutefois, I’utilisation de ces caractéres morphologiques
uniquement pour la différenciation des espéces s’est avérée dans certains cas peu fiable (Megali
et al., 2011, Birtles et al., 1994). Le développement des outils de la biologie moléculaire va

permettre de pallier ce probléme.

En effet, la sensibilité et la qualité des méthodes de diagnostics moléculaires basées sur
le séquencage et I’utilisation des outils phylogénétiques, vont permettre de réviser la
classification des parasites du genre Plasmodium (Valkiunas et al., 2006, Valkiunas et al., 2005)
chez les primates non-humains et en particulier chez les grands singes (gorilles, chimpanzés et
bonobos) (Krief et al., 2010, Liu et al., 2010, Prugnolle et al., 2010, Ollomo et al., 2009). Elles
vont dévoiler I’existence d une large diversité de parasites, jusqu’alors ignorée par les méthodes

microscopiques (Megali et al., 2011, Prugnolle et al., 201 1c, Prugnolle et al., 2011a).

Les résultats de I’exploration des parasites de primates avec les nouveaux outils de
diagnostics débutera en 2009 avec la découverte, chez les chimpanzé du Gabon, d’une nouvelle

espece de Plasmodium qui va étre nommée Plasmodium gaboni (Ollomo et al., 2009).

Les analyses phylogénétiques vont révéler que cette espeéce est un ancétre commun de P.
reichenowi (chimpanzé) et P. falciparum (Homme), suggérant que 1’ancétre des grands singes
africains était infecté par les parasites du paludisme et qu’hotes et parasites auraient pu co-
évoluer. Au cours de la méme année, une autre équipe travaillant au Cameroun va elle aussi
décrire une large diversité de lignées génétiques parasites chez les chimpanzés de cette région.
Cette équipe menée par Stephen Rich va toutefois considérer toutes ces lignées comme
appartenant a une seule et méme especes (P. reichenowi) suggérant ainsi que 1’origine de P.
falciparum se trouverait chez les chimpanzés et qu’un transfert vers ’Homme aurait eu lieu

avant 50000 ans de notre ¢re (Rich et al., 2009).

L’année 2010 fut une année de bouleversements profonds en ce qui concerne la diversité
et I’évolution au sein des Plasmodium spp en général et particulierement au sein du groupe des
Laverania. Un groupe de chercheurs regroupant des gabonais et des francais publie pour la

seconde fois des résultats extraordinaires obtenus a I’aide d’un procédé originale non invasif de
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collecte d’échantillons (féces). Ces chercheurs confirment tout d’abord, la présence de P.
gaboni et P. reichenowi en circulation chez les chimpanzés de la sous-espeéce Pan troglodytes
troglodytes et, ensuite, ils décrivent des nouvelles lignées plasmodiales infectant les gorilles
d’Afrique centrale (Gorilla gorilla gorilla et Gorilla gorilla dielhi). Les deux lignées seront

nommeées Plasmodium gorA et Plasmodium gorB (Prugnolle et al., 2010).

Cependant, aujourd’hui, elles sont appelées respectivement Plasmodium adleri et
Plasmodium blacklocki (Boundenga et al., 2015, Rayner et al., 2011). Enfin, cette étude révele
pour la premiere fois I’existence des gorilles infectés par P. falciparum-like (syn P.
praefalciparum) (Gonzalez et al., 2013, Prugnolle et al., 2010). Ce qui va permettre de savoir
que I’Homme aurait acquis P. falciparum par un transfert récent des gorilles et non qu’il aurait

co-évolué avec lui.

Un mois apres I’apparition de leur article, une autre équipe vient confirmer la grande
diversité de Plasmodiums qui circulent chez les grands singes africains notamment les bonobos
et chimpanzés (Pan trglodytes schweinfurthii). Cette équipe va confirmer la présence de P.
gaboni, P. reichenowi, P. falciparum et de deux nouvelles especes : Plasmodium billbrayi et
Plasmodium billcollinsi (Krief et al., 2010). A cause de la proximité de P. billbrayi et P.gaboni,

certains auteurs vont jusqu’a penser qu’il s’agirait de la méme espece (Rayner et al., 2011).

Cette méme équipe montra la présence de P. falciparum humains chez les bonobos et,
conclut vite que les bonobos seraient a I’origine de P. falciparum chez les humains, mais
toutefois I’analyse poussée de leurs séquences montra que celles-ci présentaient des alléles de
résistances aux antipaludéens classiquement donner aux Hommes suggérant donc que les
bonobos venaient d’acquérir ces parasites par transfert horizontal depuis les Hommes (Rayner
etal.,2011, Kriefet al., 2010). 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 étude révélant des chimpanzés

infectés par ce parasite au Cameroun (Duval et al., 2010).

Vers la fin de la méme année, une grande étude qui s’inspirait des travaux menés par
Prugnolle et ses collaborateurs (Prugnolle et al., 2010), viendra confirmer 1’existence de toutes
ces especes a partir d’une large collection d’échantillons de féces collectés un peu partout en
Afrique Centrale chez les grands singes. Cette étude va confirmer 1’existence d’au moins six
especes de Plasmodium spp dans le groupe de Laverania. Trois de ces especes seraient
spécifiques aux chimpanzés (P. reichenowi, P. gaboni, et P. billcollinsi) et les trois autres aux

gorilles (P. praefalicparum, P. adleri et P. blacklocki) (Liu et al., 2010). Dans le sous-genre
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Plasmodium, ce sont trois espéces qui seront décrites chez les grands singes : P. malariae-like,

P. ovale-like et P. vivax-like (Figure 11).

Seule I’espéce P. billbrayi n’a pas été confirmée par cette étude. L’absence de cette
espece s’expliquerait par le fait que cette espece est considérée comme un variant de P. gaboni
ou C2 (Clade 2) et ne semble pas étre suffisamment différente de P. gaboni pour justifier de la

désignation d’espece distincte a ce moment (Rayner et al., 2011, Liu et al., 2010).

Cette année 2010 va se terminer avec la publication de cinq espéces qui circulent en
Afrique de I’Ouest en milieu forestier, notamment P. malariae, P. ovale, P. vivax, P. reichenowi

et P. gaboni. (Kaiser et al., 2010).

Figure 11 : Diversité plasmodiale en circulation chez PNH (Gonzalez et al., 2013)
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I. Généralités sur les primates non humains

Les primates non humains sont des mammiféres arboricoles vivant principalement dans

les foréts tropicales et subtropicales (Bouhallier and Berge, 2006, Dounias, 1999, Koopman et

al., 1993) (Figure 12). Les primates se distinguent des autres mammiféres (Carroll, 2003,

Sussman, 1991) par un certain nombre de caractéristiques morphologiques, anatomiques,

physiologiques et comportementales (Carroll, 2003, Kaessmann et a/., 2001).

Parmi les principales caractéristiques qui les différencient des autres mammiferes, on

peut citer :
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la présence d’yeux rapprochés et dirigés vers 1’avant conduisant a un perfectionnement

de la vision ;
un développement de la vision binoculaire ;
la réduction du museau qui est I’organe de I'olfaction ;

la présence d’un pouce opposable (qui peut toucher I’extrémité intérieure des quatre

autres doigts de la main) leur permettant la préhension (Pouydebat et al., 2006) ;

la présence d'ongles plats au lieu de griffes (a I’exception des galagos qui possedent

des griffes) (Maiolino et al., 2012, Maiolino et a/., 2011) ;

une gestation relativement longue et une longue période de dépendance des jeunes (vie

postnatale prolongée) ;

une vie sociale complexe, différents types de locomotion (Batty et al., 2007, Sénut,

1979) ;

un cerveau généralement bien développé traduisant un développement énorme de la
capacité cranienne par rapport au poids corporel ainsi que 1'expansion du cortex cérébral

(Lupien et al., 2009, Rae and Koppe, 2003, Dawson et al., 2000).

Avec une cinquantaine de genres et prés de deux cent espéces, 1’ordre des primates occupe une

place particuliere dans la classification des mammiféres et ont une grande distribution

géographique (Figure 13).
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Figure 12: Distribution des primates non humains dans le monde en vert (Wikipedia, 2015)

L’ordre des primates compte environ 200 especes de primates non humains de nos jours
appartenant a deux sous-ordres subdivisés en plusieurs sous ordres (Lorenz et al., 2005, Wilson
and Reeder, 2005) ; a savoir : le sous-ordre des Strepsirhini (Prosimiens) et le sous-ordre des

Haplorhini.

Figure 13 : Classification de I'Ordre des primates (www.d.umn.edu , 2015)
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1. Le sous ordre des Strepsirrhini (Prosimiens)

Le sous-ordre des prosimiens regroupe les especes jugées autrefois comme les primates
plus primitifs que les Semiiformes, ¢’est-a-dire que ce sont des especes des primates considérées
comme le plus éloignées des Hominidae (Makungu et al., 2014, Kawashima and Thorington Jr,
2011, Ruff, 2008). Aujourd’hui, il est admis que les prosimiens sont un groupe paraphylétique
(c’est-a-dire qu’il regroupe en son sein une espece ancestrale et une partie de ses descendants)
subdivis¢ en deux taxa a savoir : les Tarsiformes qui appartiennent maintenant aux Haplorhini
et aux Strepsirhini (Yildirim, 2014, Carvalho et al., 2011, Cartmill et a/., 2010) (Figure 13). Le
taxon des Strepsirhini comprend les Tupaidés, les Indriidés, les Lorsidés, les Lémurideés, les

Tarsiidés et les Daubentoniidés (Figure 13).
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Figure 14: Les différentes familles des primates

Les prosimiens (Figure 14) sont des primates archaiques qui posseédent un museau
allongé et un cerveau relativement petit, avec des lobes olfactifs bien développés. Leurs
caracteres sont encore primitifs. La plupart des especes de ce sous-ordre sont nocturnes,
insectivores et frugivores. Du fait de leur vie nocturne, ces animaux ne pergoivent pas les
couleurs (Vorobyev, 2004, Gautier-Hion et al., 1999). Leur aire de répartition est trés réduite.
En effet, des spécimens survivent a Madagascar (Lémuriens), en Afrique (Lorisiformes), en

Asie du Sud-Est et en Indonésie (Lorisiformes) (Deputte, 1998).
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2. Le sous ordre des Haplorhini

Le sous-ordre des Haplorhiniens est le groupe dont fait partie I’Homme. Il regroupe aussi
les simiens proprement dits qui sont des PNH plus évolués. Le sous-ordre des Haplorhiniens

est divisé en deux infra-ordres (Hoffstetter, 1977):

% DInfra-ordre des Semiiformes encore appelés Anthropoidae et Tarsiforme ont été

pendant longtemps considérés comme des primates primitifs ;

% D’Infra-ordre des Anthropoidae comprend deux taxa celui des Platyrrhini et celui

des Catarrhini (singes de 1’Ancien Monde) (Schmitt, 2010).

2.1 Les Platyrrhiniens

Les Platyrhiniens (encore appelé singes du nouveau monde) sont des primates de taille
relativement petite, arboricoles et d’un poids modeste (120g a 12 kg). Ils possedent des
pouces qui sont moins opposables et comme 1’indique leur nom Platyrrhini (‘‘nez plat’),
ils ont des narines aplaties avec ouvertures latérales, une queue longue relativement
préhensible. Ces animaux sont repartis depuis le Mexique (Amérique central) jusqu’au
Brésil (Amérique du Sud) (Coren, 2003, Kingston, 1985, Woodward, 1916).

I1s sont relativement plus fragiles du point de vue physique et psychologique. Du point
de vue écologique, ces singes néotropicaux sont frugivores et insectivores. Un seul genre
donné occupe souvent un site géographique. Parmi les principales especes, on peut citer les

capucins, les ateles, les ouistitis, les sajous, les tamarins et les saimiris (Deputte, 1998).
2.1 Les Catarrhiniens

Les Catarhiniens sont un clade des primates de I’ancien monde. Ces représentants
peuplent essentiellement les contiennent africain et asiatique (Jablonski, 2005, Harcourt
and Schreier, 2009). Ce sont des animaux dotés d’une assez grande puissance a I’exemple
de gorilles (Fossey, 1974). Ils se caractérisent par des narines rapprochées, orientées vers
I’avant, et ouvertes vers le bas et séparées par une fine cloison, une queue peu préhensible.
Leur pouce est tres développé et les ongles de mains et de pieds sont plats (Almécija et al.,
2013, Napier et al., 1993). Leur région auditive est caractérisée par un tube osseux de

I’oreille.
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Du point de vue écologique, ils ont un mode de vie diurne qui préfigure celui de
I’Homme, (ils sont actifs le jour et dorment la nuit). Cet infra-ordre est néanmoins tres
diversifié, comme chez les Platyrhiniens, mais il est subdivisé en deux superfamilles, a
savoir les Hominoidea et les Cercopithecoidea (Cartmill et al., 2010, Deputte, 1998,
Gautier-Hion, 1975).

La sous-famille des Colobinae regroupe les entelles, les semnopithéques, les nasiques

et les colobes (Gautier-Hion et al., 1999, Deputte, 1998).

<> Les Hominoidae : IIs comprennent deux sous-familles : la sous-famille des
Hylobatidae et des Pongidae représentées en Asie avec respectivement les gibbons et les
orangs-outans puis la sous-famille des Hominidae qui comprend les bonobos, gorilles, les
chimpanzés (uniquement présents en Afrique) et ' Homme (Gautier-Hion et al., 1999). Les
bonobos, les orangs-outans, les gorilles et les chimpanzés sont souvent regroupés sous le
nom de grands singes par opposition aux petits singes (Deputte, 1998). Ils sont tous

caractérisés par l'absence de queue.

<> Les Cercopithecoidae qui regroupent divers espéces, constituent
numériquement le groupe le plus important (Ackermann and Cheverud, 2004, Jorde and
Spuhler, 1974). Ce groupe comprend les genres Papio, Macaca, Cercocebus, Erythrocebus
et Cercopithecus. Parmi les principales espeéces, nous pouvons citer entre autre ses
macaques, babouins, mandrills, les mangabés et les cercopitheques (Rae and Koppe, 2003,
Gautier-Hion et al., 1999, Deputte, 1998). Ils présentent une trés €troite distance inter-
orbitaire, des narines étroites, une fosse lacrymale confinée a un os lacrymal développé. La
longueur de la queue est trés variable, jamais grande et parfois nulle. Le pouce est absent
ou réduit a un petit tubercule qui peut supporter un ongle vestigial (Gautier-Hion et al.,

1999, Deputte, 1998).
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II. Présentation de la zone d’étude et apercu des PNHs du Gabon
1. Présentation de la zone de I’étude

1.1 Localisation géographique de la zone d’étude

Notre zone d’¢étude est le Gabon, pays d’ Afrique centrale, situé de part et d’autre de 1’équateur
(Martin, 1981), au centre ouest de I’ Afrique centrale, le Gabon a une superficie de 267.667
km?2. Il se présente comme le pays le moins peuplé d’ Afrique centrale (Doumenge et al., 2001),
avec environ 1,3 (Chippaux et a/., 2005) a 1,8 millions d’habitant selon le derniers récemment
de 2013 . Sa population est essentiellement urbaine a hauteur de 73% dont prés de 50%
d’habitants vivent a la capitale (Libreville). Le reste de la population occupe I’intérieur du pays

qui de plus en plus se dépeuple.

Figure 15: Carte topographiques du Gabon (http://tourisme-gabon.org/)
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Le Gabon posseéde des frontieres délimitées au Nord-Est par le Cameroun, au Nord-
Ouest par la Guinée-¢équatoriale, et a I’Est et au Sud par le Congo Brazzaville (Pourtier, 1989).
A 1’Ouest, le Gabon est bordé par I’Océan Atlantique sur une distance de 880 Km (M.E.F, 2000,
Sayer et al., 1992) (Figure 15) .

Ce pays est drainé par plusieurs cours d’eau dont le plus grand est ’Ogooué. L’Ogooué
qui est le plus grand fleuve constitue une barriére naturelle divisant le pays en Nord et Sud
(Wilks, 1990). Etant situé¢ dans le bassin du Congo, le deuxiéme massif forestier le plus
important au monde (Fargeot and du Castel, 2009), le Gabon est dot¢ d’une grande richesse en

biodiversité végétale et animale (Auzias and Labourdette, 2011, Doucet and Brugicre, 1999).

1.2 Situation climatique de la zone d’étude

Le climat du Gabon est de type équatorial (Nguema Ndoutoumou et al., 2013) tropical
chaud, humide et pluvieux (Mavoungou et al., 2013, Mpounza and Samba-Kimbata, 1990). 11
est caractérisé par des températures constantes et ¢levées, par des pluviométries de basse
altitude et il est dominé par un climat équatorial avec une alternance de deux saisons (s€che et

pluie) (Liwouwou et al., 2014, Dubost and Feer, 1992).

En forét de plaine, la pluviométrie annuelle varie de 1500 mm environ a plus de 2300
mm. De fagon générale au Gabon, la pluviométrie varie au cours de I’année entre 1500 et 3300
mm (Doucet, 2003). Cette alternance de saison fait que le Gabon possede deux saisons de pluies
et deux saisons seéches. La grande saison des pluies caractérisée par des violentes averses
s'observe aux alentours de mi-Février a mi-Mai et la petite saison des pluies a son pic autour
d'octobre et novembre (Figure 16). La petite saison seche intervient en décembre et janvier ; la
grande saison seche, quant a elle, se situe entre mi-Mai et mi-Septembre (Doucet, 2003,

Drouineau and Nasi, 1999).
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Figure 16 : Variation mensuelle de la pluviométrie en zone de forét en 2009
(Source: World Bank Climate Change Knowledge Portal; Climate Research Unit).

1.3 La forét gabonaise
La forét gabonaise fait partie de la forét du bassin du Congo (Gautier-Hion et al., 1999),
représentant le deuxiéme massif forestier du monde aprés 1’Amazonie (Bamba et al., 2010,
Karsenty, 2005). Le Gabon abrite une part importante de ce bloc forestier, avec 80% de son
territoire couvert par la forét tropicale humide (Lee et al., 2006), une flore liée au centre
d’endémisme régional guinéo-congolais (White, 1983), riche en espéces végétales de plaine et

de forét. La forét gabonaise compte parmi les plus riches de toute I’ Afrique (Breteler, 1996).

La forét gabonaise s’est constituée une véritable richesse avec une remarquable variété
d’arbres qui induisent des variations de la quantité et de la qualité des ressources disponibles

pour les animaux (notamment les fruits et les feuilles).

Tout comme 1’eau, la forét a une trés grande influence dans la vie des gabonais,
notamment en ce qui concerne I’organisation sociale et I’alimentation en zone rurale. En effet,
la forét gabonaise fournit aux populations qui pratiquent la chasse ou I’agriculture, les
ressources nécessaires a leur survie. Le bloc forestier gabonais regroupe plusieurs types de
foréts qui se répartissent comme suite 212 380 km? de forét primaire, 2080km? de forét
marécageuse et de mangrove; 10080km? de forét secondaire et complexe rural puis, 14230 km?

de savanes boisées et arborées (Doucet, 2003, Mayaux et al., 2003).
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Figure 17: Les différents types de foréts du Gabon (http://www.ngondetour.com/)

En fonction de 1'age, du stade de maturité et du degré de perturbation des foréts, nous

distinguerons les foréts primaires et les foréts secondaires.

0,

s Les foréts primaires : ce sont des foréts agées, a croissance lente, qui ne présentent pas

de perturbations récentes importantes. Elles sont dominées par de grands arbres qui
forment une canopée plus ou moins continue, surplombée par quelques émergents. Leur
sous-bois, qui ne recoit que peu de lumicre, est généralement clairsemé et la végétation

herbacée y est réduite ;

X/

% Les foréts secondaires : ce sont des écosystemes forestiers plus ou moins jeunes. Ils

constituent différents stades de régénération naturelle de la forét apres avoir subi des
perturbations naturelles ou dues aux activités anthropiques (exploitation minicre,
déforestation, cultures, feux, etc.). Leur canopée est plus basse et plus ouverte que celle

des foréts primaires.
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Ces foréts primaires et secondaires ont une importance écologique dans le fait qu’elles
vont influencer le climat, protéger le sol de 1’érosion que pourrait engendrer par les fortes

précipitations qui sont régulierement enregistrées.

Le Gabon compte approximativement 6000 espéces de plantes sans compter les groupes
inferieurs (Algues, Champignons, Lichens et Bryophytes) (Wilks, 1990). En 2002, lors du
sommet de la terre de Johannesburg, les autorités gabonaises ont décidé de consacrer 11%
(environ 30 000 km?) du territoire national aux Parcs Nationaux. Ainsi, un réseau de 13 Parcs
Nationaux dédiés a la gestion durable des écosystémes fut créé. Dans ces Parcs Nationaux, On
a répertori¢ a I’heure actuelle, 65 espéces de reptiles, 1000 especes d’oiseaux et 400 especes de

mammiferes (dont les PNH répartis dans 19 espéces).

1.4 Importance scientifique de la forét gabonaise.

La forét tropicale est I’écosystéme le plus riche et le plus complexe de notre planéte.
C’est aussi I'un des écosystémes les moins connus. Nous commengons a peine a comprendre
quelques aspects de son fonctionnement (Lee et al., 2006, White, 1983). Sa diversité est
extraordinaire. Pres de 50% de toutes les espéces de la terre y vivent. En Afrique centrale, dans
le bassin du Congo, le Gabon fait partie de la région (domaine gabono-camerounais) la plus
riche en especes végétales de toutes les foréts tropicales (Gautier-Hion et al., 1999, Wilks,
1990). De part sa richesse exceptionnelle en biodiversité, le Gabon constitue une zone

importante pour de nombreuses études scientifiques dans diverses disciplines.

2. Apercu sur les primates non-humains du Gabon

Au Gabon, I'ordre des primates est représenté par trois familles : la famille des
Strepsirhini, la famille des Cercopithecidae et la famille des Hominidae. Les especes
appartenant a ces différentes familles, respectent une distribution tant locale que régionale
(Motsch et al., 2011, Gautier-Hion et al., 1999). Environ 19 especes de primates non-humains
ont été répertoriées dans toute la forét gabonaise. Cercopithecus solatus, espéce endémique est

la derniere espéce de primates décrite (Peignot et al., 2002, Gautier et al., 1992, Harrison, 1988).

Nous donnons une description non exhaustive des genres rencontrés au Gabon et

quelques informations sur leur biologie et leur écologie.
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2.1 Les Strepsirhini

Cette ordre de primates les plus anciens est représenté au Gabon par le genre Galago et
genre Perodicticus. Cinq espéces de galagos ont été répertoriées au Gabon, il s’agit de :
Galogoides allensis, Galagoides demidoffi, Galagoides thomiasi, Galagoides elegantus,
Galagoides dwarty (Jean Wickings et al., 1998, Charles-Dominique, 1977) (Figure 18).

Figure 18: Deux espéces de galagos observées dans la forét gabonaise (Boundenga, 2011)

Le genre Perodicticus y est représenté par une seule espece (Pimley et al., 2005). Il
s’agit de Perodicticus potto également appelé Potto de Bosman (Figure 19). Cette espece a été

décrite dans la région de Makokou (Oates, 1984, Charles-Dominique, 1974).

Figure 19: Perodicticus potto et distribution géographique (http://www.help-congo-stories.org/)
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Ces primates nocturnes se nourrissent de gommes, de feuilles et d’insectes. Ils vivent dans
le creux des arbres. La nuit, ils se déplacent sur des petites lianes en bondissant. Ce sont des
animaux territoriaux dont le domaine vital peut a certains moments se chevaucher a celui d’un

autre de ses congénéres.
2.1 Le sous ordre des Haplorhini

A. La famille des Cercopithecidae

La famille des Cercopithecidae de I’infra-ordre des Anthropoidae comprend deux sous-
familles : la sous-famille des Cercopithecinae (Cercopithéques au sens large, cercocebes,
babouins, mandrills) et la sous-famille des Colobinae (colobes). Aujourd'hui, la majorité des
especes de cette famille de "singes a queue" (cercos: queue; pithecos: singe) sont forestiéres

(Deputte, 1998, Gautier-Hion, 1975).

1. La sous famille des Cercopithecinae
La sous-famille des Cercopithecinae au Gabon est représentée par plusieurs genres

comprenant plusieurs especes savanicoles et forestieres. La plus grande diversité spécifique
s'observe cependant en forét ou la majorité des espéces sont arboricoles et présentent des

particularités écologiques (Gautier-Hion et al., 1999, Harrison, 1988).

Parmi les genres appartenant a la sous-famille des Cercopithecinae, on distingue les genres
suivants :

% le genre Cercopithecus: il comprend plusieurs espéces, a savoir: Cercopithecus

cephus, Cercopithecus mona nigripes (Wilks, 1990), Cercopithecus nictitans,
Cercopithecus pogonias, Cercopithecus solatus, Cercopithecus neglectus. Ce sont des
especes omnivores a tendance frugivores vivant en groupes monospécifiques ou mixtes

(Picq, 2009, Galat-Luong et al., 2000, Gautier-Hion, 1975) (Figure 20).

% le genre Miopithecus: il est représenté par I’espéce Miopithecus ogoouensis

(Gautier-Hion et al., 1999) (Figure 20, 2). Cette espece a une distribution en mosaique
qui répond a leur préférence écologique (Colyn and Deleporte, 2002). IIs sont également
qualifiés d’arboricoles, car ils passent l'essentiel de leur temps dans les arbres. Ces
animaux insectivores vivant dans des groupes multi-males de grande taille pouvant

atteindre 60 a 70 individus (Gautier-Hion and Brugiere, 2005, Gautier-Hion et al., 1999).
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Figure 20: Quelques especes de la famille des Cercopithecinae du Gabon (Boundenga, 2015)

% le genre Cercocebus : il est représenté par deux espéces, communément appelées

‘““Mongabey’’. La distribution de ces espéces allopatriques est particuliere sur le territoire.
En effet, Cercocebus torquatus (Figure 20, 3) est limité au bassin cotier tandis que
Cercocebus agilis est localisé au Nord-est du Gabon (Estrada and Butler, 2008, Gautier-
Hion et al., 1999). On les observe rarement en foréts primaires de terre ferme mais elles
peuvent de maniere occasionnelle coloniser des foréts dégradées et dévaster les
plantations (Wilks, 1990). Elles ont un régime omnivore composé des fruits, des feuilles,
des proies animales, des racines (Morgan, 2007, Ehardt and Butynski, 2006).

®,

% le genre Mandrillus : il est uniquement représenté par une espéce: Mandrillus

sphinx (Figure 20, 1) (Gautier-Hion, 1975). Méme si la présence des drills (M.
leucophaeus) a été signalée dans la région du Nord du Gabon, il n’en demeure pas moins
qu’aucune étude n’en fait mention. Les mandrills sont des animaux fortement batis ne
possédant qu’une queue rudimentaire (moins de 7-8 cm). Comme chez les autres singes
terrestres, le dimorphisme sexuel de poids est trés important (Gautier-Hion, 1975) dans
ce groupe animal. Leur croupe nue est colorée en rose et bleu (Figure 20, 1). De part et
d'autre du nez rouge surmonté d'une ligne également rouge, s'observe une série de

profondes rides bleues. Ils sont représentés par deux populations séparées par la barricre
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formée par le fleuve Ogooué (Figure 21) (Gautier-Hion et al., 1999). Les mandrills vivent
en groupes dont la taille et la composition varient considérablement et pouvant aller

jusqu’a 1200 individus (a la Lopé) (Gautier-Hion et al., 1999).

Figure 21: Distribution des mandrills au Gabon (Carte UICN modifié par Boundenga, 2015)

A. Le sous famille des Colobinae

Cette sous-famille est représentée au Gabon par deux especes appartenant au genre
Colobus. 11 s’agit de Colobus guereza et Colobus santanus (Figure 22). Ce sont deux especes
de Colobinae vivant de maniere sympatrique dans la forét au Nord du Gabon. Elles se
distinguent par leur pelage. En effet, le pelage de C. santanus est complément noir tandis que

celui de C. guereza est noir et blanc (Groves, 2007, Gautier-Hion et al., 1999).

Les individus de C. guereza vivent, en général, en groupes comprenant le plus souvent
moins d'une dizaine d'individus. Ces groupes comportent dans la majorité des cas un seul male

adulte, prés de deux fois plus de femelles et leurs descendants.

Par contre les individus de C. satanus forment des groupes comprenant réguliérement
plusieurs males adultes ayant I'effectif moyen le plus important (17 individus ; variations 7-
25). Le régime alimentaire des colobes est majoritairement composé des feuilles ou des graines

(Gautier-Hion et al., 1999).
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Figure 22: Les différentes especes de colobes du Gabon (Image montée par Boundenga, 2014)

B. La famille des Hominidae

La superfamille des Hominoidae est représentée au Gabon par la famille des Hominidae
comprenant les gorilles, les chimpanzés, les bonobos (uniquement présents en Afrique) et
I’Homme. Les orangs-outans, les gorilles, les chimpanzés et les bonobos sont souvent regroupés
sous le nom de grands singes (Anthropoides) par opposition aux petits singes (Cercopithecidae)

des quels ils se distinguent par l'absence de queue.

Au Gabon cette famille est représentée par les gorilles et les chimpanzés appartenant

respectivement aux genres Gorilla et Pan (Haurez et al., 2013, Gautier-Hion et al., 1999).

1. Le genre Gorilla

Il comprend deux especes subdivisées en quatre sous especes (Gorilla g. gorilla, Gorilla g.
diehli, Gorilla g. graueri et Gorilla g. beringei) (Thalmann et a/., 2007, Groves and Harding,
2003). Au Gabon, il est représenté par la sous espece Gorilla g. gorilla. Cette sous-espece a une
distribution qui couvre presque tout le territoire gabonais (Figure 23) (Gautier-Hion et al.,

1999). Les gorilles sont typiquement forestiers et ne s'aventurent que rarement en milieu ouvert.

IIs colonisent tous les types d'habitats depuis les foréts marécageuses et les foréts de terre

ferme de plaine. Leur préférence pour ces zones est sans doute due a leur régime alimentaire
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qui est constitué principalement de fruits des jeunes tiges, des pousses et a la variabilité

saisonniére de ce régime (Marshall and Wrangham, 2007, Knott, 2005, Rogers et al., 2004).

Sur le plan comportemental, les gorilles vont a la recherche de nourriture dans la journée.
Apres leur quéte journaliere de nourriture, les gorilles confectionnent des nids pour la nuit
(Hladik, 2002, Tutin and Fernandez, 1992, Tutin and Fernandez, 1985). Ces nids sont
généralement faits dans les arbres ou au sol, entre 0 et 25m de Hauteur. Ces nids rudimentaires
sont composés de quelques tiges de plantes herbacées pliées, d'herbes ou de branches cassées
ou repliées. Le nombre de nids reflétent plus ou moins fidélement la taille des groupes a

I’exclusion des individus non sevrés (Taylor, 2006, Tutin et al., 1995).

Les gorilles sont des animaux extrémement menacés par les activités humaines (exploitation
forestiére, exploitation minicre, etc.), le braconnage, la déforestation, la destruction de leurs
habitats (Haurez et al., 2013), mais aussi par les maladies infectieuses qui ont contribu¢ a
I’accélération de leur déclin (Walsh et al., 2007, Leroy et al., 2004, Walsh et al., 2003). Les
gorilles les chimpanzés sont également la source de plusieurs maladies retrouvées chez I’

Homme (Wolfe et al., 2007).

Figure 23 : Distribution des Gorilles d’Afrique de I’Ouest au Gabon
(Carte UICN, modifiée par Boundenga, 2015).
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2. Le genre Pan

Il regroupe quatre especes de chimpanzés (Pan troglodytes verus, Pan troglodytes
vellerosus, Pan troglodytes troglodytes (Figure 24) et Pan troglodytes schweinfurthii) et une
espece de bonobos. Au Gabon, les chimpanzés sont représentés par la sous espéce Pan
troglodytes troglodytes (Tutin and Fernandez, 1984). Cette espéce est présente essentiellement
en Afrique centrale et au sud du Cameroun. Au Gabon, elle est distribuée sur tout le territoire

(Figure 25) (Gautier-Hion et al., 1999).

Du point de vue morphologique, ils ont de longs poils noirs, généralement peu denses. Leur
face est de couleur claire, voire rose chez les nouveau-nés (Figure 24). Elle se pigmente plus
ou moins rapidement et plus ou moins intensément en noir, avec 1'dge (Kuhlmann, 2007,
Schmittbuhl, 1996). La durée de gestation est en moyenne de 8 mois. C’est vers 4-5 ans que le
sevrage s’achéve chez les chimpanzés ou le développement de I'enfant est lent. Les jeunes
chimpanzés resteront dans 1'entourage de leur meére jusqu'a 7 ans, bien qu'ils construisent un nid
séparé (Gautier-Hion et al., 1999, Deputte, 1998). Arboricoles et terrestres, en dépit de leur
poids, les chimpanzés se déplacent avec agilité sur les arbres, usant de leurs quatre membres et
de la grande force de préhension de leurs longs doigts. Ils sont également capables de courir
rapidement au sol. Leur structure sociale est originale ; ils sont organisés en communautés qui

peuvent comprendre 20 a prés de 100 individus (Gautier-Hion et al., 1999, Deputte, 1998).

Figure 24: Un jeune chimpanzé¢ orphelin (Source : Cyril Ruoso)
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Les chimpanzés sont en priorité des frugivores ; ils se nourrissent de fruits, feuilles,
fleurs, graines, tiges et écorces. Toutefois, ce sont des consommateurs d’une grande variété de
matieres animales allant des insectes (termites, fourmis, abeilles, guépes, diptéres, papillons)
aux mammiferes (colobes, céphalophes, rongeurs et bien d’autres) (Hladik, 2002, Tutin and
Fernandez, 1992, Tutin and Fernandez, 1985). Ces espéces prisées par les consommateurs de
viande de brousse, peuvent vivre dans le méme espace que les gorilles sans jamais partager le

méme domaine vital (Tutin et al., 1991).

Niger
Mali 9

Senegal Chad Eritrea

Ethiopia

Western Chimpanzee

Pan troglodytes verus
Nigerian Chimpanzee

Pan troglodytes vellerosus
Central African Chimpanzee
Pan troglodytes troglodytes

Eastern Chimpanzee

Pan troglodytes schweinfurthii
Bonobo

Pan paniscus

Figure 25 : Distribution des espéces chimpanzés (Jane Goodall Institue of Canada, 2015).

III. Primates non-humains source de maladies infectieuses

Les PNH sont reconnus pour étre la source de plusieurs maladies infectieuses qui
touchent ’Homme. En effet, en raison de la proximité génétique étroite avec les humains, les
singes sont sensibles a de nombreux agents infectieux humains et vice versa (Keita et a/., 2014,
Sharp et al., 2013). Ils peuvent servir de réservoir a ces agents pathogenes. Cela pourrait
constituer un risque grave pour la santé des humains. De nombreuses maladies infectieuses
émergentes proviennent de la faune sauvage et continuent de menacer les populations

humaines, en particulier les maladies transmises par des vecteurs comme le Paludisme (Cox-
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Singh and Culleton, 2015, Prugnolle et al., 2013) ou encore les Rickettsioses (Keita et al.,
2013).

Les singes africains sont porteurs de certains virus, bactéries et parasites. Nous
présentons ici de manicre bréve quelque pathogene dont les PNH sont les réservoirs ou

considérés comme tels.

1. Cas des virus

Plusieurs virus appartenant a diverses familles sont susceptibles d’étre transmis a 1’
Homme (Keita et al., 2014) mais nous parlerons ici seulement de quelques-uns. Il est clairement
¢établi que les virus HIV de type 1 et 2 trouvent respectivement leur origine chez les chimpanzés
et mangabey (Keele et al., 2006, Gao et al., 1999). Le virus de ’Hépatite B a été mis en évidence
chez les grands singes d’Afrique et d’Asie a des fréquences élevées (Lyons et al., 2012). Les
virus comme Ebolavirus méme si les chauves-souris sont indexées d’étre le réservoir, ont été
caractérisés chez les grands singes en Afrique centrale. Ils ont été responsables de nombreuses

pertes humaines (Labouba and Leroy, 2015, Leroy et al., 2011).

2. Cas des bactéries
Plusieurs bactéries ont ét¢ également retrouvées chez les primates africains (Keita et al.,
2014). Les agents bactériens comme Bacillus anthracis (Leedertz et al., 2006) ou Streptocus
pneumoniae (Chi et al., 2007) et Rickettsia felis (un autre agent pathogéne intracellulaire) ont
¢été retrouvés chez plusieurs grands singes africains (chimpanzés, gorilles et bonobos) (Keita et
al.,2013). La découverte de R. felis chez les grands singes indique ainsi qu’ils seraient des hotes
potentiels ou méme des réservoirs de cette bactérie Rickettsie émergente en Afrique sub-

saharienne (Keita et al., 2014).

3. Cas des parasites

Comme le montre la Figure 26, les primates non humains sont des réservoirs d’un grand
nombre de parasites a I’origine de maladies infectieuses chez I’ Homme (Keita et al., 2014). En
effet, les études des primates dans leurs milieux naturels comme dans les conditions de captivité
ont révélé une multitude de parasites issus des primates africains infectant les Hommes chez
(Toft, 1982). Les niveaux ¢€levés de parasites retrouvés chez les singes laissent penser que ces
primates seraient des réservoirs potentiels des nombreux parasites qui pourraient étre a I’origine
de zoonoses émergentes (Calvignac-Spencer et al., 2012) dont la transmission pourrait étre

véhiculée par un agent vecteur (Homsy, 1999).
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Figure 26: Réservoir parasitaire des PNHs : Helminthes (noir), protozoaires (bleu),
champignon (vert). (Keita et al., 2014)
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DEUXIEME PARTIE
APPROCHE

METHODOLOGIQUE



I. PRESENTATION DU SUJET DE THESE

1. Problématique

Depuis 2009, plusieurs études sur les parasites du paludisme chez les primates non-
humains (PNH) ont mis en évidence plusieurs lignées plasmodiales chez les singes africains en
milieu sauvage et en captivité (Prugnolle et al., 2011c¢, Krief et al., 2010, Prugnolle et al., 2010,
Ollomo et al., 2009). Ces études ont révélé que les grands singes d’ Afrique étaient infectés par
sept especes de Plasmodiums du sous genre Laverania dont quatre chez les chimpanzés (P.
reichenowi, P. gaboni, P. billcollinsi et P. billbrayi) (Krief et al., 2010, Prugnolle et al., 2010,
Ollomo et al., 2009) et trois chez les gorilles (P. adleri, P. blacklocki et P. praefalciparum)
(Sharp et al., 2013, Rayner et al., 2011, Prugnolle et al., 2010).

Le sous-genre Plasmodium (non-Laverania) n’est pas en reste dans les populations des
primates africains, avec la mise en évidence de P. ovale-like, P. malariae-like et P. vivax-like

chez les grands singes africains (Kaiser et a/., 2010, Liu et al., 2010, Duval et al., 2009).

Au cours de ces grandes campagnes sur les parasites du paludisme chez les primates
africains, aucune espéce Laveramnia n’a été trouvée infectant a la fois les gorilles et les
chimpanzés en milieu naturel (Rayner et al., 2011, Liu et al., 2010, Prugnolle et al., 2010).
Certaines études mettent 1’accent sur la spécificité d’hote apparente des Laverania (groupe

auquel appartient P falciparum) chez les grands singes africains en milieu naturel (Duval and

Ariey, 2012, Rayner et al., 2011).

Des études récentes soutiennent 1I’hypothese selon laquelle cette spécificité d’hote serait
due a une interaction entre le récepteur ligand du parasite et celui de I’hote (Wanaguru et al.,
2013, Rayner et al., 2011). Selon les auteurs cette spécificité d’hote serait déterminée par
I’interaction entre le ligand P/EBA175° du parasite et le récepteur érythrocytaire hote GYPA
(Glycophorine-A) (Martin et al., 2005). Toutefois, cette hypothése a été remise en cause par
des études récentes qui suggérent que ce serait en fait I’interaction entre RH57-BSG® qui serait
a ’origine de la spécificité d’hote observé chez les Laverania (Otto et al., 2014, Wanaguru et

al.,2013). Cette spécificité serait-elle uniquement liée a des facteurs génétiques ou elle pourrait

5 EBA: Antigenes de liaison érythrocytaire)
7 PfRHS : protéine Réticulocyte Homologue du P. falciparum

8 BSG (la Basiginine) est une protéine transmembranaire qui appartient a I’immunoglobuline.
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aussi étre due a I’influence des facteurs écologiques (Boundenga et al., 2015, Paupy et al.,

2013).

Des études montrent que le transfert des parasites du paludisme entre singes et Homme
est possible. C’est le cas de P. knowlesi (Cox-Singh et al., 2008, Singh et al., 2004) ou
récemment le transfert de P. cynomolgi et P. vivax d’origine simienne qui ont été transmis a
I’Homme (Ta et al., 2014, Prugnolle et al., 2013). Toutefois, il a été aussi montré que les
Plasmodium spp humains pouvaient étre transmis aux singes africains (Prugnolle et a/., 2013,
Duval et al., 2010, Krief et al., 2010). Tous ces transferts de parasites sont le résultat d’un
contact permanent créé par les systémes de conservation, les centres de santé d’animaux ou les

activités d’écotourisme qui entrainent les hommes dans les habitats des singes.

Les sanctuaires sont d’autant plus importants dans 1’évaluation des risques de transferts
des pathogeénes dans le sens ou ces lieux permettent un contact permanent entre les hommes
(personnel soignants, animaliers, visiteurs) et les primates non-humains en particulier les grands
singes. Ce contact accru créé par les sanctuaires pourrait constituer un probléme de santé tant
pour les populations humaines que pour les primates non humains. Des études récentes
montrent les risquent encourue par les populations des grands singes face aux agents infectieux

d’origine humaine (Kaur et al., 2008, Kondgen et al., 2008).

Les questions qui sont au centre des débats concernant les parasites du paludisme sont les

suivantes :
(1) est-ce que toutes les lignées plasmodiales circulant chez les PNH africains ont été
identifiées ?
(i1) quels sont les facteurs qui déterminent la spécificité d’hdte apparente remarquée
chez les Laverania ?
(1i1) quels seraient les risques encourus par la population humaine dont le contact

devient de plus en plus fréquent a travers les différentes activités d’exploitation

forestiere et de déforestation ?

Bien qu'un nombre important de populations de grands singes en Afrique aient été
maintenant étudiées, concernant les infections a Plasmodium, il y a encore de vastes zones de
leur aire de répartition géographique qui restent inexplorées. C’est le cas, pour les populations

de chimpanzgs et de gorilles d'Afrique occidentale et centrale. Les infections a Plasmodium ont
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été presque exclusivement étudiées dans les populations du Cameroun (Liu et a/., 2010). Ce qui
fait qu’environ les deux tiers de ’aire de distribution des grands singes de la sous espéce Gorilla

g. gorilla et Pan t. troglodytes restent encore inexplorée.

Le Gabon est une zone importante pour les grands singes (gorilles et chimpanzés) et les
autres singes de la famille des Cercopithecidae (Gautier-Hion and Brugiere, 2005, Gautier-
Hion et al., 1999). Cependant, juste quelques individus ont servi aux différentes études sur les
Plasmodium spp (Prugnolle et al., 2011d, Prugnolle et al., 2010, Ollomo et al., 2009). A I’heure
actuelle, aucune donnée n’est disponible sur toutes les espéces de Plasmodium spp en
circulation chez les PNH du Gabon en milieu naturel. De méme, aucune donnée n’est disponible
sur la probable infection des grands singes vivant en milieu naturel par des souches humaines

de Plasmodium spp.

Nous ne saurions étre a 1’abri d’un risque d’émergence de nouvelles souches
plasmodiales dans la population humaine par le biais d’une transmission des parasites
(Plasmodium spp) de PNH vers I’ Homme. Au Gabon, les grands singes orphelins (chimpanzés
et gorilles) saisis par les agents du ministére des Eaux et Forét sont libérés dans les sanctuaires
apres une période de quarantaine au centre de primatologie du CIRMF (Centre International de
Recherche Médicale de Franceville). Ces cadres créés pour la préservation des primates non
humains (PNH) accroissent le contact entre I’Homme et ces derniers, ce qui pourrait favoriser
des échanges de pathogenes entre eux. Nous assistons €galement a la création de plusieurs
villages autours des concessions forestiéres, ce qui contribue a favoriser le contact entre
populations humaines et les animaux et en particulier les primates non-humains. Ainsi, quelles
peuvent étre les conséquences engendrées par les proximités entre les hommes et les PNH
créées par les systemes de conservation tels que les sanctuaires ou les centres de primatologie?

Y-a-t-il un risque réel de transfert de ces parasites dans les populations humaines ?
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2. OBJECTIFIS DE LA THESE

Le Gabon a voué 11% de son territoire a la conservation de la biodiversité tant animale
que végétale (Figure 17). D’apres le constat fait sur le manque d’informations sur les parasites
du paludisme chez les PNH du Gabon, sur I’augmentation des activités d’exploitation
forestiéres qui accroissent les contact entre la population humaines et les PNH et I’hypothése
selon laquelle la proximité engendrée par les systémes de gestion des animaux pourrait favoriser
un échange (transfert) de pathogenes entre Homme et PNH, nous nous sommes fixés comme

objectif principal de :

Déterminer la diversité plasmodiale et I’écologie des parasites circulant chez les
primates non-humains du Gabon et de mettre en évidence les éventuels transferts inter-

espeéces.
Cet objectif global se décline en divers objectifs spécifiques, a savoir :

1) Déterminer la diversité de Plasmodium en circulation chez les grands singes du
Gabon en milieu naturel. Ici il s’agira d’utiliser des méthodes non-invasives (analyses
de féces) et outils moléculaires afin de caractériser toutes les especes de Plasmodium

circulant dans les grands singes sauvages en milieu naturel.

2) Evaluer la transmission inter-espéces de Plasmodium entre les populations humaines
et les PNH. Il s’agira de vérifier si la proximité créée par les sanctuaires et les centres
de sant¢ des PNH favorisent une commutation de Plasmodium entre populations

humaines et PNH.

3) Evaluer les effets des infections a Plasmodium sur la santé des grands singes? En

d’autre terme quelle est la virulence des Plasmodium chez les grands singes.

4) Déterminer les souches plasmodiales qui circulent chez les autres especes de la faune
sauvage. Il s’agit dans cette partie de voir si le fait que les PNH partagent leur habitat
avec d’autres especes animales permet une transmission horizontale entre les différentes

especes animales partageant le méme territoire.
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II. MATERIELS ET METHODES

1. Populations d’étude

Dans le cadre de ces travaux de these trois types de populations ont été étudiés. Nous

donnons ici une description succincte de ces populations mais d’avantage de détails sur celles-

ci sont contenus dans les articles.

% la population des gorilles (Gorilla gorilla gorilla) et des chimpanzés (Pan

X/

X/

troglodytes troglodytes) vivant en milieu naturel au Gabon. Ces populations ont été
¢tudiées dans le but d’évaluer la diversité plasmodiale circulant chez les grands
singes du Gabon. Nous avons utilisé les féces des populations sauvages collectées de
maniére non-invasives afin de répondre au premier objectif spécifique (plus de détails

dans I’Article 1);

les populations de gorilles, de chimpanzés et autres PNH des différents sanctuaires
(Parc de la Lékédi (LEK), Programme de Protection de Gorilles (PPG) et du Centre
de Primatologie du CIRMF (CDP). Ces populations ont été étudiées dans le but
d’évaluer les transferts de Plasmodium entre les grands singes et les hommes qui
travaillent en contact étroit avec ces animaux. Nous avons analysé environ 800
¢chantillons de sang qui nous ont permis d’évaluer la diversité de Plasmodium qui
circulent dans ces écosystémes et de mettre en évidence les éventuels transferts

existant dans ces environnements. (voir Article 2 et Article 3).

Une “‘biobank’’ d’environ 490 échantillons de plusieurs espéces de mammiferes,
reptiles et oiseaux du Gabon. Ces échantillons (foie et rate), collectés a partir de
viande de brousse, ont été utilisés pour évaluer la diversité des parasites du paludisme
qui circulent dans la faune sauvage coexistant avec les primates non-humains, mais
aussi pour vérifier la possibilité de transfert inter-especes des Plasmodium entre des

populations hotes partageant un méme environnement. (Article 4)
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2. Collecte d’échantillons

Pour la réalisation de ce travail, différentes méthodes d’échantillonnage ont été utilisées
selon les cas : (1) des méthodes dites non-invasives : prélévements de matieres fécales, et (2)

des méthodes invasives : prélévements de sang et organes.

2.1 Méthodes non-invasives

Les méthodes non-invasives sont des méthodes de prélevements d’échantillons
biologiques qui ne nécessitent aucun contact direct avec I’animal. Concernant les échantillons
prélevés, il peut s’agir de tout élément biologique laissé dans 1I’environnement par les animaux
et que le chercheur pourra collecter et analyser (poils, féces, urine, salive, sang a 1’issu de
blessure). Il y a aucune interaction directe et rapprochée entre le chercheur et I’animal. Ces
méthodes sont de plus en plus utilisées car elles limitent le risque de transferts d’agents
infectieux et limitent les risques d’accidents pour les chercheurs et les animaux eux-mémes

(Kawai et al., 2014, Prugnolle et al., 2010, Nwakanma et al., 2009, Wilson et al., 2008).

Les méthodes non-invasives réduisent également I’impact du stress sur le comportement
des animaux. L’approche non invasive permet de répondre a une multitude de questions en
¢cologie, ce qui en fait un outil de recherche fort intéressant (Mainguy and Bernatchez, 2007,
Valiere et al., 2003). Elle permet par exemple de mettre en évidence les pathogenes (virus,
bactéries, parasites) qui circulent dans la faune (D’arc et al., 2015, Jirku et al., 2015, Mombo
et al., 2014). Poils, salive ou feces peuvent également servir, grace a des analyses génétiques,
a estimer la taille d’une population sur un territoire donn¢, a établir les relations de parentés
entre les différents individus (Mainguy and Bernatchez, 2007). L’acquisition de ces
informations se fait via I’interprétation des signatures génétiques qui sont maintenant décodées
par des techniques moléculaires modernes. Cette information génétique peut également
permettre I’assignation d’un échantillon a un individu particulier (Duval, 2012, Mainguy and

Bernatchez, 2007).

Dans le cas de la détection des Plasmodium, plusieurs méthodes non-invasives ont été
mises au point ces derniéres années, sur la base de 1’urine, la salive (Nwakanma et al., 2009,
Wilson et al., 2008) et les feces (Prugnolle et al., 2010). Cette dernieére approche fut utilisée
pour la premiere fois pour la détection du Plasmodium en milieu naturel par Prugnolle et al.
(2010). Ensuite, elle fut reprise dans d’autres études a plus grande échelle dans la caractérisation
des parasites du paludisme chez les grands singes (Mapua et al., 2015, Liu et al., 2010, Kaiser
etal., 2010).
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S’agissant de notre étude, nous avons concrétement prélevé des échantillons de féces
sur le terrain. Les échantillons de féces collectés ont été mis dans un tube Falcon de 50mL
contenant 20mL solution d’RNAlater® (Figure 27). C’est une solution qui permet de conserver
a température ambiante le matériel génétique (ADN et ARN) durant toute la période de la
mission (environ 15 jours). Puis, le tube est homogénéisé (Figure 27-3). La date de prélévement,
le numéro d’échantillon, le site de collecte et I’espece a laquelle appartient 1’animal sont inscrits
sur le tube. Les autres informations (fraicheur des féces (<24h ou <24h), saison (saison de pluie
ou saison seche) sont inscrites sur les fiches de terrain. Tous les échantillons sont conservés au
laboratoire du CIRMF dans des congélateurs a -80° C. Pour ce travail de thése, prés de 1261

¢chantillons fécaux de grands singes ont ét¢ collectés dans 8 des 9 provinces du Gabon.

Figure 27 : Collecte de feces en milieu naturel (Boundenga, 2014).

2.2 Méthodes invasives.

Les premicres études du paludisme chez les primates faisaient intervenir des méthodes
de collecte invasives via la prise de sang (Bray and Garnham, 1964, Bray, 1958, Adler, 1923).
Toutefois, ces procédés se sont avérés avoir des conséquences sur la physiologie, le

comportement des animaux ou méme encore faciliter les risques infectieux.

Malgré ces inconvénients, ces méthodes ont été appliquées pour certains individus de
PNH ¢étudiés au cours de la these. Elles ont été utilisées lorsque les effectifs d’individus étaient

réduits et que les animaux étaient facilement accessibles comme les chimpanzés et gorilles en
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semi-captivité, vivant dans les sanctuaires (Parc de la LEKEDI (LEK) ou le Programme de

Protection de Gorilles (PPG)) ou le Centre de Primatologie (CDP) du CIRMF.

De maniére générale, les échantillons de sang des PNH ont été collectés durant les
différentes périodes de contrdles sanitaires. Ces controles, annuels ou bisannuels, visent a faire
le bilan de santé des animaux. Apres une anesthésie de I’animal avec de la kétamine, environ 4
a 7mL de sang ont été prélevés dans un tube EDTA pour chaque individu selon le poids de ce
dernier comme décrit par Herbert et al. (2015) et Ollomo et al. (2009). Les échantillons sont

ensuite envoyés au CIRMF ou ils sont conservés dans des congélateurs a -20°C.

Des échantillons de sang du personnel travaillant en contact avec les animaux ont été
¢galement prélevés pendant ces périodes. Nous tenons a rappelé que cette étude a été autorisée
par le comité national d’éthique gabonais, et que les prélévements se sont faits avec 1’accord de
chaque agent dont I’anonymat a été respecté jusqu’'a la fin de [1’étude
(PROT/0020/2013/SG/CNE). Les quantités et qualités des ADN parasitaires extraits a partir de
prélevements de sang étant optimales, la qualité et sensibilité des techniques de diagnostics

moléculaires applicables sont trés robustes (Duval, 2012).

Pour la caractérisation de Plasmodium dans les autres animaux de la faune sauvage,
nous avons utilisé les échantillons de la biobank de virologie du CIRMF. Cette biobank est
composée d’échantillons d’organes (foie et rate) d’animaux sauvages (reptiles, oiseaux et
mammifeéres) contenu dans des tubes NUNC conservés aux congélateurs -80° C. Ces
échantillons ont été prélevés sur des animaux morts (viande de brousse) saisis par les agents de

Eaux et Foréts pendant leurs campagnes de lutte anti-braconnage.

3. Etudes moléculaires

Apres les travaux de terrain succedent les analyses moléculaires qui s’effectuent au
laboratoire. L’extraction de ’ADN, la spéciation (confirmation de 1’hote), la préparation du
«mix PCRy», I’amplification génique par PCR nichée, et la migration des amplicons sur gel
d’agarose ont été réalisées dans des salles différentes prévues pour chaque étape, afin d’éviter
les risques de contaminations. Et prés que toutes les analyses ont été répétées plusieurs fois
pour ¢liminer tout risque d’erreurs liées a de possibles mauvaises manipulations. D’avantages
d’informations sur les méthodes utilisées au cours de cette thése sont contenues dans les

différentes publications scientifiques (cf partie résultats).
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3.1 Extraction d’ADN et Spéciation

L’ADN a été extrait a partir de 200ul de sang total ou 2ml de féces liquide
respectivement a 1’aide d’un kit Blood and Tissue et d’un kit QIAmp DNA stool Mini kit blood
Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) suivant les indications du fabriquant. C’est aussi a
I’aide du méme kit Qiagen blood and tissue que I’ADN a ét¢ extrait a partir d’organes des autres
mammiferes, mais suivant un autre protocole (détaillé dans I’article 3). Dans tous les cas,

I’extraction de I’ADN s’est déroulée en plusieurs étapes (Figure 28) :

(1) lalyse des échantillons dans des conditions dénaturantes a I’aide d’un tampon de lyse qui

permet de digérer des cellules et d'extraire des acides nucléiques ;
(i1) la fixation de I’ADN sur la membrane de la colonne ;
(ii1) les lavages (au nombre de deux) pour augmenter la pureté de I’ADN ;

(iv) D’élution de I’ADN avec 200ul de tampon d’¢élution et le stockage a -20°C.

Figure 28: Les différentes étapes du protocole d’extraction d’ADN (Qiagen, 2014)
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Apres I’extraction d’ADN a partir des féces, nous procédons a une spéciation moléculaire
qui a pour objectif de déterminer 1’origine des féces grace a I’amplification d’une partie de la
D-loop ou 12S ARNr (Figure 29) qui va permettre de distinguer les échantillons qui proviennent
des gorilles de ceux des chimpanzés. Une simple vérification sur gel permet de discriminer le

chimpanz¢ du gorille car ce dernier, a cause d’une délétion, apparaitra plus bas sur le gel.

La D-loop ou encore boucle de déplacement est seule région non codante de I’ADNmt
contient 1’origine de réplication du brin lourd, les sites d’initiation de la transcription et les

séquences régulatrices de la transcription et de la réplication (Larsson and Clayton, 1995).

Figure 29: Organisation de I'ADN mitochondrial des Mammiferes (Commons.wikimedia.org)

3.2 Caractérisation de I’infection a Plasmodium et Séquencage

Depuis les années 1990, les techniques d’amplification de I’ADN principalement par
réaction de polymérisation en chaine (ou PCR), accompagnées de 1’analyse du polymorphisme
de I’ADN, ont surpassé toutes les autres techniques d’identification d’especes. Cet essor
considérable des outils moléculaires est di a leurs usages faciles, a leurs sensibilités, fiabilités

et leurs rapidités (Carnevale et al., 2009).
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Les classifications taxonomiques actuelles sont trés souvent basées sur ’ADN
mitochondrial. L’ADN mitochondrial (ADNmt) est circulaire contrairement a I’ ADN nucléaire,
avec un polymorphisme limité (Coquoz and Taroni, 2006). Les mitochondries sont en grand
nombre dans le génome, 1I’amplification des geénes est ainsi facilitée. L héritabilité¢ du génome
mitochondrial (Figure 29) est quasi maternelle et la recombinaison est absente (De Benedictis
et al., 1999, Simon et al., 1994, Bell et al., 1985). Ainsi, ’ADN mitochondrial est informatif
sur I’histoire de la lignée matriarcale. Les génes mitochondriaux sont donc des marqueurs de
choix dans les phylogénies et sont utilisés en phytogéographie (Hurst and Jiggins, 2005,
Sunnucks, 2000).

L’ ADN mitochondrial offre donc nombre d’opportunités et d’avantages pour les études
de biologie évolutive ou d’écologie moléculaire car elle est singulierement pourvue de
caractéristiques propres a 1’é¢tude de I’histoire évolutive des especes (Feliner and Rossello,

2007, Ballard and Whitlock, 2004, Crespi, 2001).

Figure 30: Représentation du génome mitochondrial d’un Plasmodium (Liu et al., 2010).
Les SNPs permettent de faire une différence entre les souches d’humaines et simiennes.

3.2.1 PCR nichée

Le statut parasitaire des individus a été déterminé par I’amplification d’un fragment du

géne du Cytochrome b (Cyt-b), localisé dans une région précise de I’ADNmt (Figure 30). Nous
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avons choisi le géne cytochrome b de la mitochondrie pour I’analyse parce qu’il a été¢ identifié
dans plusieurs études comme un bon marqueur phylogénétique pour lequel de nombreuses
données sont disponibles. Le cytochrome b est impliqué dans le transport des é€lectrons au
niveau de la chalne respiratoire de la mitochondrie. Il est composé de 8 hélices
transmembranaires liées a des domaines intra ou extra membranaires. Il existe beaucoup de
séquences de ce géne disponibles dans GenBank pour les différents genres d’Haemosporidia
(Plasmodium, Hepatocystis, Haemoproteuset Leucocytozoon) isolés chez les oiseaux, reptiles

et mammiferes.

La PCR nichée qui est le procédé utilisé au cours de ces travaux comme décrit dans les
travaux d’Ollomo et al. (2009) et Prugnolle et al. (2010), consiste en deux PCR successives
(Sabourdy, 2001, Niepceron and Licois, 2007) (Figure 32). Cette approche moléculaire utilise
deux couples d’amorces différents (Prugnolle et al., 2010) (Figure 31).

Figure 31: Les différents couples d’amorces utilisées (Mapua et al., 2015)

Les fragments d'ADN amplifiés au cours de la premiere PCR contiennent les
séquences qui seront appariées avec la deuxieme paire d'amorce et amplifiées. Cette
deuxiéme amplification dite «nichée» rend la technique trés sensible, et permettra ainsi
d’amplifier un fragment du gene du cytochrome b des parasites (Figure 30). Tout au long
de ces travaux, cette technique de diagnostic plus sensible que la méthode microscopique
(Megali et al., 2011, Soulé et al., 1994, Valkiunas et al., 2006) a été utilisée pour la

caractérisation des infections a Plasmodium chez les primates non humains.
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Figure 32: Principe de la PCR nichée. Deux PCR successives

3.2.2 Séquencage

Les produits de PCR obtenus (c’est-a-dire les fragments amplifiés) sont directement
envoyés pour €tre séquence afin de déterminer la souche plasmodiale. La méthode utilisée
pour le séquengage est la méthode Sanger. Le séquencage génétique de Sanger est une
méthode qui permet de déterminer l'ordre des quatre nucléotides dans un brin d'ADN

(Figure 33) (Ronaghi et al., 1998, Sanger et al., 1977).

Figure 33: Illustration d’une phase de séquencage (www.oezratty.net, 2015)
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3.3 Analyse des séquences

Les résultats du séquengage, présentés sous la forme de chromatogrammes de type ABI
contenant les séquences nucléotidiques ont ¢été analysés a 1’aide du logiciel Bioedit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htm) et Lasergene (http://www.dnastar.com/t-

seqmanpro). Les séquences ont ensuite été comparées aux séquences de Genbank a 1’aide du

logiciel BLAST pour leur caractérisation (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ).

Sous format FASTA, les séquences ‘‘contig’” ont été alignées avec d’autres séquences
précédemment publiées a 1’aide du logiciel ClustalW 1.81 pour la détermination des similarités
nucléotidiques. Ce dernier alignement des séquences sous format FASTA se fait a I’aide du
logiciel MEGAS (Molecular Evolution Genetics Analysis) (Tamura et al., 2011) ou sur le site
PhyML :(http://www.phylogeny.fr/) (Guindon et al., 2010, Dereeper et al., 2008) pour les
différentes études phylogénétiques.

3.4-Phylogénie

La phylogénie permet de classer et d’étudier les relations entre les espéces. Un arbre
phylogénétique est une représentation graphique de la phylogenése d’un groupe de taxa, ou les
nceuds externes représentent les unités taxonomiques étudiées et les branches les relations entre
les taxa en termes de descendance (Cracraft, 1983a, Cracraft, 1983b). Les nceuds internes
représentent des ancétres hypothétiques (Huson and Bryant, 2006, Maddison et a/., 1984). Les
phylogénies actuelles sont maintenant, la plupart du temps, basées sur la comparaison de
séquences génétiques de différentes especes. Les organismes sont les véhicules de I’information
génétiques (Santoni et al., 2000) et il est donc logique que I’histoire évolutive des organismes
et celle de leur genes soient intimement mélées (Keeling and Palmer, 2008). On parle dans ce

cas de phylogénétique.

La méthode d’analyse phylogénétique utilisée est le maximum de vraisemblance ML
(Maximum Likelihood). Elle repose sur un raisonnement probabiliste de I’évolution supposée
des séquences au sein des especes (Guindon and Gascuel, 2003, Felsenstein, 1973). La méthode
du maximum de vraisemblance est considérée comme la plus fiable de toutes les méthodes
phylogénétiques, celle qui conduit au résultat le plus proche de I’arbre évolutif réel (Guindon
et al., 2010) et permet d’appliquer les différents modeles d’évolution (Tamura/Nei, GTR, K2P,
HKYS85). Par contre, c’est une méthode qui demande une grosse puissance de calcul et qui

prend le plus de temps. Afin d’estimer la fiabilit¢ des branches internes, des méthodes
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statistiques sont utilisées, telles que le bootstrapping (Stamatakis et al., 2005, Rannala and
Yang, 1996, Yang, 1994). On considére généralement que les branches définies par une valeur

de bootstrap supérieure a 70 % sont fiables (Balding et al., 2008, Balding, 2003).

La phylogénétique est 1’outil que nous avons utilisé pour décrire les relations de parenté
entre les organismes étudiés puis pour retracer I’histoire évolutive des différents Plasmodium
comme cela a été effectué¢ décrit dans les études précédentes de Prugnolle et al. (2010) et
Ollomo et al. 2009. Toutefois, nous avons utilis¢ également une approche bayésienne dans
I’article 4, afin de vérifier les approches phylogénétiques réalis€ a partir de Maximum

Likelihood dans description des nouvelles lignées des hémosporidies chez les antilopes.

L’analyse bayésienne (Mr Bayes ver 3.1.2) (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) été
menée selon le modele Equalin (F81) et d’autres paramétres recommandés par les auteurs (1
000 000 de générations avec un échantillonnage toutes les 100 générations jusqu’a obtention
d’une déviation standard inférieur a 0.01, un burnin de 25%, un « potential scale reduction
factor » (PSRF) proche de 1.0 pour chaque parametre). La robustesse des nceuds est donnée
avec des probabilités postérieures. Nous avons défini notre groupe d’étude des parasites
hémosporidies en choisissant comme groupe externe, Leucocytozoon sp, parasites appartenant

au Phylum Apicomplexa infectant les oiseaux.

4. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été faites avec le Logiciel R (Version R 1386 3.1.0).
Les différentes analyses réalisées pour ces travaux de these, nous avons utilisé la régression

logistique.

La régression logistique est un des modeles multivariables couramment utilisé en
épidémiologie et en écologie. Elle s’utilise lorsque la variable a expliquer (dans notre cas
présence ou absence du Plasmodium) est qualitative, le plus souvent binaire. Les variables
explicatives (variables indépendantes Xi= fraicheur de crottes (> 24h ou <24h), especes hotes
(chimpanzé ou gorille), saison (pluie ou saison séche) ou encore le site de collecte) pour ce qui
est de notre cas. L’intérét majeur de cette approche est de quantifier la force de I’association
entre chaque variable indépendante et la variable dépendante, en tenant compte de 1’effet des

autres variables.
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Dans cette partie, nous présentons, sous forme de publications scientifiques, les résultats
de I’étude de la diversité des Plasmodiums en circulation chez les primates non humains du
Gabon, leur écologie et les potentiels transferts inter-especes. Ces résultats sont consignés dans
quatre articles scientifiques parus, soumis dans des revues internationales ou en préparation. En
amont de chacune de ces publications, nous présentons un résumé (en frangais) de chacun des
articles en indiquant le contexte, les objectifs, les résultats et les grandes conclusions des dits

articles. Parmi ces articles, nous pouvons citer :

Article-1Diversity of malaria parasites in great apes in Gabon

Larson Boundenga, Benjamin Ollomo,Virginie Rougeron, Lauriane Yacka-Moule, Nancy

Diamella Moukodoum, Alain Prince Okougha, Céline Arnathau, Florian Liégeois, Vanina
Boué¢, Janvier, Christophe Paupy, Cheikh Tidiane Ba, Francois Renaud, Franck Prugnolle

Malaria Journal (2015) 14:111 DOI 10.1186/512936-015-0622-6.

Article-2 Ape malaria host specificity can be broken in confined

environments

Ngoubangoye Barthelémy®, Larson Boundenga’ Celine Arnathau, Thierry-Audrey

Tsoumbou, Bertony Vacky Otoro, Rick Sana, Alain-Prince Okouga, Nancy Moukodoum, Anais
Herbert, David Fouchet, Cheikh Tidiane BA, Virginie Rougeron, Benjamin Ollomo, Christophe

Paupy, Dominique Pontier, Frangois Renaud, Franck Prugnolle

T Co-premier auteur; (en préparation pour Emergence Infection Disease)
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Article-3 Malaria-like symptoms associated with a natural Plasmodium

reichenowi infection in a chimpanzee: a case report

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

F. Malaria Journal (2015) 14:220 DOI 10.1186/s12936-015-0743-y.

Article-4 Haemosporidian parasites of antelopes and other vertebrates from

Gabon, Central Africa

Larson Boundenga', Boris Makanga®; Benjamin Ollomo, Virginie Rougeron, Bertrand Mve-

Ondo, Celine Arnathau, Patrick Durand, Nancy Diamella-Moukodoum, Alain-Prince Okouga,
Lucresse Loembet-Delicat, Lauriane Yacka-Mouele, Eric Leroy, Nil Rahola, CheikhTidiane
BA, Francois Renaud, Franck Prugnolle, Christophe Paupy. (Soumis Plos One)

Remarque

La présente étude a fait I’objet d’un mini documentaire d’une durée de 17mn portant sur
I’origine du Paludisme chez les hommes intitulé ‘‘Enquéte en forét gabonaise’’, réalisé par

I’IRD et qui peut étre vu sur le site youtube a I’adresse (www.youtube.com/watch?v=oHmE8zaylRg).
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Résumé
Contexte et Objectif

Des études récentes font état d’une large diversité de Plasmodium chez les grands singes
d’Afrique. En effet, le développement récent des outils moléculaires a permis la ré-exploration
de la diversité plasmodiale chez les singes africains. Ces études ont révélé qu’un minimum de
six especes de Plasmodium appartenant au sousg-enre Laverania circulent dans les grands
singes. Bien qu'un grand nombre de populations de grands singes aient maintenant été étudiés
en ce qui concerne les infections a Plasmodium en Afrique, il y a encore de vastes zones de leur
aire de distribution qui sont restés inexplorées, en particulier le Gabon. Ce pays constitue une
zone importante dans la distribution des chimpanzés et gorilles d’ Afrique centrale, mais n'a pas
été étudié jusqu'a présent. L objectif de notre premicre étude était donc de déterminer toutes les
especes de Plasmodium qui circulent chez les gorilles et chimpanzés du Gabon. Ainsi, I'analyse
a portée sur 1261 échantillons fécaux dont 791 de chimpanzés et 470 de gorilles recueillis dans

24 sites partout au Gabon.

Résultats

L'analyse des 1261 échantillons des grands singes a révélé qu’au moins six especes de
Plasmodium circulent dans les grands singes au Gabon (P. praefalciparum, P. gorA, P. gorB
chez les gorilles et P. gaboni, P. reichenowi et P. billcollinsi chez les chimpanzés). Aucune
nouvelle lignée phylogénétique n’a été découverte. Le taux moyen d'infection était de 21,3%
pour les gorilles et 15,4% pour les chimpanzés.
Conclusions

Les résultats obtenus dans cette étude rendent compte de la circulation chez les grands
singes du Gabon d’au moins six espeéces de Plasmodium spp. Toutes les especes de
Plasmodiums trouvées appartenaient au sous genre Laverania et ont tous été préalablement
identifiés. Dans cette ¢tude, aucune espéce du sous genre Laverania n’a été trouvé infectant
les deux especes d’hotes (gorilles et chimpanzés). Cela renforce I'hypothese que les différentes
especes du sous genre Laverania infectent des hotes spécifiques.

Aucun Plasmodium spp humain n’a été trouvé chez les grands singes africains. Ces

résultats sont conformes a d'autres études effectuées jusqu'ici sur les populations sauvages, et
contrairement a ce qu’affirment certains auteurs, nous pensons que les grands singes ne

constituent pas des réservoirs de Plasmodium humain.

Mots clefs : Diversité plasmodiale, clade des Laverania, grands singes, Cytochrome b, Gabon
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Diversity of malaria parasites in great apes in Gabon
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Abstract

circulating in great apes in Gabon was analysed.

Plasmodium cytochrome b gene.

Background: Until 2009, the Laverania subgenus counted only two representatives: Plasmodium falciparum and
Plasmodium reichenowi. The recent development of non-invasive methods allowed re-exploration of plasmodial
diversity in African apes. Although a large number of great ape populations have now been studied regarding
Plasmodium infections in Africa, there are still vast areas of their distribution that remained unexplored. Gabon
constitutes an important part of the range of western central African great ape subspecies (Pan troglodytes troglodytes
and Gorilla gorilla gorilla), but has not been studied so far. In the present study, the diversity of Plasmodium species

Methods: The analysis of 1,261 faecal samples from 791 chimpanzees and 470 gorillas collected from 24 sites all over
Gabon was performed. Plasmodium infections were characterized by amplification and sequencing of a portion of the

Results: The analysis of the 1,261 samples revealed that at least six Plasmodium species circulate in great apes in
Gabon (Plasmodium praefalciparum, Plasmodium gorA (syn Plasmodium adleri), Plasmodium gorB (syn Plasmodium
blacklocki) in gorillas and Plasmodium gaboni, P. reichenowi and Plasmodium billcollinsi in chimpanzees). No

new phylogenetic lineages were discovered. The average infection rate was 21.3% for gorillas and 15.4% for
chimpanzees. A logistic regression showed that the probability of infection was significantly dependent on the
freshness of the droppings but not of the host species or of the average pluviometry of the months of collection.

Keywords: Plasmodial diversity, Laverania clade, Great apes, Cytochrome-b, Gabon

Background

Plasmodium falciparum is a protozoan parasite respon-
sible for malaria in humans. Among the five parasites
infecting humans (Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax and
Plasmodium knowlesi), P. falciparum is by far the most
virulent, responsible every year for approximately 207
million clinical cases and 627,000 deaths in the world
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[1], of which 98% are in sub-Saharan Africa [2-5]. Mal-
aria is proving to be an obstacle that can slow down eco-
nomic prosperity in many tropical countries, particularly
in Africa [3].

Plasmodium falciparum belongs to the subgenus
Laverania, which up to 2009 included only two
known representatives: P. falciparum and Plasmo-
dium reichenowi, a parasite from chimpanzees. Since
2009, thanks to the use of molecular tools for species
identification and the development of non-invasive
methods, several studies re-explored the diversity of
Plasmodium species circulating in non-human pri-
mates in Africa, especially great apes (gorillas and
chimpanzees) [6-8]. These studies revealed the existence

© 2015 Boundenga et al, licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
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of several lineages/species related to P. falciparum, deeply
modifying the comprehension of the evolution of this
parasite and of Laverania more generally. Four Laverania
species are now recognized to infect chimpanzees:
P. reichenowi, Plasmodium billcollinsi, Plasmodium gaboni
and Plasmodium billbrayi [9-11]. For gorillas, there are
three species: Plasmodium praefalciparum (the closest rela-
tive of P. falciparum), Plasmodium gorB (syn-Plasmodium
blacklocki) and Plasmodium gorA (syn-Plasmodium adleri)
[2,12]. Great apes have also been shown to be infected with
species of the subgenus Plasmodium (non-Laverania):
P. malariae-like, P. ovale-like and P. vivax-like parasites
[8,13,14].

Was the entire diversity of Plasmodium species cir-
culating in great apes in Africa discovered? Although
a large number of great ape populations in Africa
have now been studied regarding Plasmodium infec-
tions, there are still vast areas of their geographic
distribution that remain unexplored. This is the case,
for instance, for the western, central African popula-
tions of chimpanzees and gorillas (Pan troglodytes
troglodytes and Gorilla gorilla gorilla). Although the
range of both species covers all Gabon, half the sur-
face of the Republic of the Congo, the south of
Cameroon (south of the Sanaga river) and south of
the Central African Republic, Plasmodium infections
were almost only studied in populations from Cameroon,
making about two-thirds of their range still unexplored
[2,3,12].

In this study, using the second largest bank of faecal
samples studied so far (more than 1,200 faecal samples),
the diversity of Plasmodium species circulating in the
great ape populations of Gabon was analysed. An investi-
gation of the ecological factors susceptible to influence the
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detection of Plasmodium from these non-invasive samples
was also performed.

Methods

Origin of faecal samples

Faecal samples of chimpanzees and gorillas were col-
lected in 24 sites in Gabon from 2010 to 2014 (Figure la
and Table 1). In the field, the origin of the faeces
(chimpanzee or gorilla) was deduced according to cues
such as the type of nest near which they were found,
footprints, texture, and odours. Freshness of the faeces
(>240r <24 hours post excretion) was also estimated
based on the freshness of surrounding nests (when
present), texture, colours, humidity, and level of degrad-
ation. All samples were preserved in RNA/ater® (Life tech-
nologies, USA) and conserved at the CIRMF at -80°C.
Their origin (chimpanzee or gorilla) was confirmed by
mitochondrial DNA analysis as previously described
[15,16]. This investigation was approved by the
Government of the Republic of Gabon and with the
authorization of the Agence Nationale des Parcs Natio-
naux (ANPN). In total, 791 faecal samples of chimpanzees
and 470 of gorillas were collected and analysed.

Extraction of DNA and PCR

Faecal DNA was extracted using the QIAamp DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Courteboeuf, France) as previ-
ously described [17] and Plasmodium infections were
determined after amplification of a portion of Plasmo-
dium mitochondrial genome (cytochrome b: cyt-b) as
described in Prugnolle et al. [2]. All amplified products
(10 pl) were run on 1.5% agarose gels in TAE buffer. The
PCR-amplified products (956 bp) were used as templates

(b) and chimpanzees (c) sampled.

Figure 1 Sampling sites and variations of Plasmodium prevalences in Gabon. (a) Distribution of the sampling sites and amount of
gorilla and chimpanzee samples collected and analysed in each site. Figure also shows the variations of prevalence (frequency of
PCR-positives) and relative frequencies among positives of the different parasite species within the various populations of gorillas
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Table 1 List of collection sites, abbreviations and geographical coordinates in Gabon

Sites Abbreviations Coordinates

(Degree, minute, second)
Lope LP $0°1321.5" E11°36' 37.5"
Lope-Mikongo LPM S0°18'27.2" E11°40'10.3"
Tsouba B $1°09'54.2" E14°26'46.8"
Makande MD $0°40'53.7" E11°55'34.4"
Langoue LG N0°00'05.8" E12°27'25.9"
Parc Ivindo-Langoue PIL S0°11'23.0" E12°34'58.4"
Parc Ivindo-Iret-Kongou-Djid;ji PIKD N0°30'05.2" E12°48' 03.4"
Makatamangoye 1 MAK1 S0°08'39.3" E13°36'47.6"
Monts De Cristal MC N0°40'15.4" E10°24'54.2"
Parc lvindo Pl N0°23'24.8" E12°41'33.1"
Djidji DJ NO0°10'41.2" E12°43'51.8"
Mwagna MG NO0°38'53.5" E13°52'08.2"
Boumango BG $1°43'36.0" E14°03'10.0"
Malouma ML N0°39'01.6" E13°52'17.2"
Lope 3 LP3 S0°19'32.4" E11°37'23.6"
Gabonville GV N1°46'55.7" E11°56'58.4"
Tomassi ™ N1° 06'37.0" E11°42'42.4"
lyokomilieu YO N0°02'54.1" E13°36'05.6"
Boue BE S0°11'52. 7" E12°02'01.8"
Parc de Loango PL $1°59'54.8" E9°2710.5"
Waka WK $1°07'57.3" E11°08'30.8"
Bakoumba BKB $1°45'47.8" E12°57'06.2"
Lope-Nord LPN NO0°18'52.1" E12°34'37.7"
Konossaville KSV N1°4023.9" E12°04’ 09.7"

for sequencing. DNA sequencing was performed by Eurofin

MWG [18].

Species identification in mixed infections

When sequence chromatograms showed multiple peaks
(heterozygous base calling), the program Mixed Sequences
Reader (MSR) was used to determine if the isolates were
mixed infected and by which species [19]. This program
can directly analyse heterozygous base-calling fluores-
cence chromatograms and identify species in presence
from a list of reference sequences (Table 2).

Phylogenetic analyses

Phylogenetic analyses were performed using only cyt-b
sequences derived from chromatograms with no am-
biguous base calls. To examine the relationship of the
cyt-b sequences obtained with the different Plasmodium
species known so far, a phylogenetic tree was constructed
using a set of reference sequences belonging to different
Plasmodium species. Hosts and GenBank accession num-
bers for these reference sequences are given in Table 3.
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The multiple alignment of all partial cyt-b sequences
(686 nucleotides) was done using ClustalW (v 1.8.1 in
BioEdit v.7.0.9.0. software) [20]. Maximum likelihood
(ML) tree construction was based on the cyt-b
sequences. The best-fitting ML model under the
Akaike Information Criterion was GTR (general time
reversible) + ModelTest. [21] The highest-likelihood DNA
tree and corresponding bootstrap support values were

Table 2 Percentage of mixed infections detected from
sequence chromatograms with multiple peaks using the
program MSR (Mixed Sequences Reader)

Host

Percentage (%) of
mixed infections

Associated species (n)

P. reichenowi + P. gaboni(6)

P. billcollinsi + P. gaboni(1)
20% (8/40)
28% (8/29)

Chimpanzees P. reichenowi + P. billcollinsi(1)

Gorillas P. adleri + P. praefalciparum(7)

P. adleri + P. blacklocky(1)

n: Number of mixed infection found.
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Table 3 Accession numbers of the sequences of reference used in the phylogenetic tree

Accession number Isolates Species Host species References
HM235178 C1 BBptt238 P. reichenowi Chimpanzee Liu et al. [12]
HM235317 C2 LBptt176 P. gaboni Chimpanzee Liu et al. [12]
HM234979 C2 BBptt93 P. gaboni Chimpanzee Liu et al. [12]
HM234980 C1 BBptt93 P. reichenowi Chimpanzee Liu et al. [12]
HM234976 C3 BApts1413 P. billcollinsi Chimpanzee Liu et al. [12]
KC203544 EC4014_SGA500.11 P. falciparum Human Sundararaman et al. [25]
FJ895308 Isolate B P. gaboni Chimpanzee Ollomo et al. [11]
GU045315 BQ642 P. reichenowi Chimpanzee Prugnolle et al. [2]
GQ355486 DRCJ P. malariae Bonobo Krief et al. [26]
FJ409564 CPZcam91 P. ovale Chimpanzee Duval et al. [27]
KF591814 MRL49_FD_SGA1k. P. vivax Human Liu et al. [14]
JQ345521 KNO13 P. knowlesi Human Neoh Wan Fen et al. [28]
GU045317 BQ668 P. blacklocki Gorilla Prugnolle et al. [2]
GU045322 BQ638 P. adleri Gorilla Prugnolle et al. [2]
HM235386 G1 DDgor27 P. praefalciparum Gorilla Liu et al [12]
HM235295 G3 DSgor24 P. blacklocki Gorilla Liuetal [12]
HM235203 G1 DSgor86 P. praefalciparum Gorilla Liu et al [12]
HM235059 G2 KKgor2638 P. adleri Gorilla Liu et al [12]
JF923762 MO454 P. praefalciparum C. nictitans Prugnolle et al. [2]
GU815512 Louise P. billcollinsi Chimpanzee Kaiser et al. [8]
GQ355478 UGF P. billcollinsi Chimpanzee Krief et al. [26]
GQ355477 UGD P. billcollinsi Chimpanzee Krief et al. [26]
AJ251941 - P. reichenowi Chimpanzee Conway et al. [29]
JX893151 Clone39C P. gaboni Chimpanzee Pacheco et al. [30]
JX893154 Clone20A P. reichnowi Chimpanzee Pacheco et al. [30]

obtained by PhyML (freely available at the ATGC bio-
informatics platform [22,23]) using NNI (nearest neigh-
bour interchange) + SPR (sub-tree pruning regrafting)
branch swapping and 100 bootstrap replicates [24].

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using R [31]. A
logistic regression was used to analyse the variations
among individuals in the infection status. In these models,
the variable to be predicted was the presence/absence of
a Plasmodium infection. The predictive variables were:
(i) the site of collection (random effect); (ii) freshness of
the faeces; (iii) host species; and, (iv) average pluviometry
during months of collection (fixed effects). For the second
predictive variable, faeces were subdivided into two
groups: the faecal samples deposited less than 24 hours
before collection and those collected after 24 hours. The
host species corresponded to gorilla and chimpanzee. Fi-
nally, for each month of collection, the average Gabonese
pluviometry (estimated from data collected from1960 to
1990) was retrieved from [32], which data were produced
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by the Climatic Research Unit (CRU) of University of East
Anglia (UEA). Pluviometry was considered as a possible
predictive variable because it is known to influence levels
of infection in human foci [33,34].

GeneBank accession numbers published in this study

The sequences reported in this study were deposited in
GenBank under the following accession numbers KP875428
to KP875480

Results

Plasmodium species infecting great apes in Gabon

Some 1,261 faecal samples from wild chimpanzees
(n=791) and gorillas (n=470) from 24 sites were
analysed (Figure la). Among them, 122 samples of
chimpanzees (15.42%) and 100 of gorillas (21.28%)
were detected positive to a Plasmodium infection by
Cyt-b PCR. Sequences of quality (of sufficient size
(>600 bp) and with a clear chromatogram) were obtained
for 31% (n=69) of the Cyt-b amplicons. Among them,
sixteen showed multiple peaks and were identify as clear
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Figure 2 (See legend on next page.)
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Figure 2 Phylogenetic relationships between the Cytochrome b sequences obtained in the study and those of known Plasmodium
species (represented by their accession number). The tree was built based on cytochrome b (cyt-b) sequences of 686 bp. Red indicates
sequences obtained from chimpanzees and green from gorillas. Bootstrap values are given at each node. More details on the different reference

sequences can be found in Table 3.

mixed infections by the program MSR. The frequency
of mixed infections observed in chimpanzees and gorillas
as estimated by the analysis of the chromatograms is given
in Table 2. Phylogenetic analyses (Figure 2) revealed the
presence of three Plasmodium species in chimpanzees
(P. gaboni, P. reichenowi and P. billcollinsi) and three in
gorillas (P. praefalciparum, P. gorA and P. gorB). Nei-
ther species of the subgenus Plasmodium (P. vivax-like,
P. malariae-like and P. ovale-like) nor new phylogenetic
lineages were found in these samples. Relative frequencies
of each Plasmodium species in each site among positives
are given in Figure la-c.

Over the entire dataset, logistic regressions revealed
that the probability of infection was only significantly
dependent on the variable ‘freshness of the stool’. Pluvio-
metry as well as host species did not significantly explain
the probability of infection (Table 4). As shown in
Table 4, the probability of infection was higher in stools
collected less than 24 hours after dropping than in the
older ones. Overall, freshness of the stools did not
significantly differ between chimpanzees and gorillas
(p-value = 0.07).

Discussion

In the last few years, several new Plasmodium species
were discovered in African non-human primates, espe-
cially great apes [2,3,6,10,26]. These discoveries were
made possible by the development of a non-invasive
method allowing detection of Plasmodium infections
from faecal samples [2,6], despite inherent problems of
DNA degradation with this type of biological material.
This issue was overcome by the use of mitochondrial se-
quences to amplify the parasite, which presents several
advantages: 1) Mitochondrial DNA is in multiple copy
inside parasites (unlike nuclear DNA) and 2) if properly
chosen, small portions of the mitochondrial genome (as
small as 200 bp), can contain enough phylogenetic infor-
mation to identify the different Plasmodium species.

Table 4 Results of the logistic regression

Variable P-value Odds ratio [Clgse,]
Host species 0.051390 0.67 [0.503 to 0. 905]
Freshness of the faeces 0.006684 2.038[1.458 to 2. 849]
Pluviometry 0.581011 0.576 [0429 to 0. 775]

The presence or absence of infection by Plasmodium was the variable to be
predicted. Predictive variables were: host species, freshness of faeces (<24 or
>24 hr) and pluviometry. Clgsq,: 95% Confidence Interval.
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This method is now one of the main methods used to
analyse Plasmodium from wild non-human primates
[2,7,12,25].

In the present study, analyses were performed on a set
of 1,261 faecal samples collected all over Gabon from
chimpanzees and gorillas. All Plasmodium species found
belonged to the subgenus Laverania and were all previ-
ously identified in Pan troglodytes troglodytes and
Gorilla gorilla gorilla, respectively [2,12]. No new phylo-
genetic lineage or species were identified. Surprisingly,
no species of the subgenus Plasmodium (non-Laverania)
were identified either. This is at odds with recent obser-
vations made from ape blood samples or infected syl-
vatic anopheline mosquitoes collected in Gabon showing
the circulation of P. vivax-like parasites in the area. [13]
These results are nevertheless congruent with those
from Liu et al. [12]. Although they analysed 3,000 ape
faecal samples from west and central Africa, they only
obtained seven sequences of Plasmodium belonging to
the subgenus Plasmodium (non-Laverania).

One main factor could explain why parasites of the
subgenus Plasmodium were not detected and this is
most likely linked to the nature of the primers used to
perform PCRs. Indeed, as in the study of Liu et al. [12],
the primers used were specifically designed to amplify
sequences of Laverania parasites. As a consequence, sev-
eral nucleotides of differences separated them from the
homologous sequences in P. vivax, P. malariae and
P. ovale, thus very likely reducing the sensitivity of this
PCR to detect non-Laverania species. In addition, such
problem might have been amplified by the presence of
co-infections with Laverania species. Indeed, it has been
demonstrated that in case of co-infection, the PCR tends
to favour the amplification of the parasite with the best
matching sequence to the primers [35,36]. Recently, Liu
et al. [14] solved this problem by designing primers spe-
cific to P. vivax. Out of the 3,000 samples previously
analysed and re-analysed with other samples, they finally
detected more than 87 P. vivax infections.

In this study, no Laverania species were found to in-
fect both hosts (gorillas and chimpanzees). This rein-
forces the hypothesis that Laverania lineages infect
specific hosts [10], a specificity that could be associated
to specific ligand/receptor interactions occurring in the
vertebrate host, as suggested by several studies [37], or
by ecological factors such as the trophic preferences of
the vectors [38] or the fact that gorillas’ and chimpan-
zees’ home ranges might not overlap in space and time.
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Additional studies would be needed to disentangle these
different possibilities.

No human Plasmodium species were found. This re-
sult is congruent with other studies performed so far on
wild populations of apes [8,12,39] thus confirming that,
contrarily to what some authors have feared [7,40], great
apes do not (and will certainly never) constitute reser-
voirs of Plasmodium, in particular P. falciparum, for
humans. The fact that their populations are rapidly
declining [41,42] is unfortunately another element in
support of this prediction. Finally, no evidence of ape-to-
human transfers of Laverania species was ever recorded
despite efforts to find them [37]. The only documented
record of this kind of transfer, in a natural context, was for
a P. vivax-like (non-Laverania) parasite [13].

Regarding the prevalence of infections, more than 15%
of the chimpanzee and 21% of the gorilla samples were
positive to Plasmodium. Infections were detected in
17out of 23sites for chimpanzees and 16 out of 24 for
gorillas. Global rates of infection found in this study are
similar to those found by Prugnolle et al. [2], Kaiser
et al. [8], and Liu et al. [12] in other areas. As previously
discussed [2,12], it is very likely that the accurate rates
of infection are higher, because the detection of Plasmo-
dium in this kind of biological material (faecal) is ex-
pected to be less sensitive than in blood, as it is the case
for urine and saliva [12,43,44], due to sample degrad-
ation or repeated sampling (faecal samples from the
same individual may have been collected several times).
The effect of sample degradation (and hence DNA deg-
radation) is evident here when comparing the rates of
infection detected in the faeces that were collected be-
fore and after 24 hours post excretion. The freshest (and
so the less degraded) faecal samples significantly present
more Plasmodium infections than the other ones (odds
ratio = 2.038).
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Résumé
Contexte et objectifs

Dans le sous-genre Laverania, quatre espéces sont maintenant reconnues pour infecter
les chimpanzés (P. reichenowi, P. billcollinsi, P. gaboni et P. billbrayi) et trois pour les gorilles
(P. praefalciparum, P. blacklocki et P. adleri). Des études réalisées a ce jour sur les populations
naturelles de singes ont montré qu'aucune espéce des Laveranias n’infecte les deux hotes,
suggérant l'existence d'une spécificité d'hdte forte pour ce groupe de parasites. Cependant,
d’autres ¢études ont montré que des transferts entre différentes espéces hdtes sont possibles
lorsque celles-ci vivent a proximité. Afin, de vérifier I'hypothése selon laquelle, la cohabitation
sur un méme site de plusieurs espéces hotes pourrait favoriser le franchissement de la barriére
d’héte par les parasites, nous avons collecté et analysé 794 échantillons de sang (PNH et des
hommes travaillant a proximité et en permanence avec les animaux) dans deux sanctuaires

(PPG et LEK) et un centre de primatologie au Gabon (CDP).

Résultats
Les pourcentages d'infection trouvés dans cette étude sont de 33,11% pour les

chimpanzés ; 63,64% pour les gorilles ; 17,68% pour les hommes et 0,56% pour les petits
singes. Environ 11% des parasites ont été trouvés chez des hotes inattendus (nous observons
des transferts de parasites entre gorilles et chimpanzés, des hommes vers les chimpanzés et des
hommes vers les mandrills). Par contre, les autres 89% des associations hote/parasite trouvées
¢taient cohérentes avec les observations faites in natura.
Conclusions

Nos résultats sont en accord avec ceux de Kriefs et al. (2010) et Duval et al. (2010), qui
montrent que les transferts sont en effet possible lorsque plusieurs especes hotes vivent a
proximité dans des milieux confinés de type sanctuaire. P. falciparum est aussi capable
d’infecter les mandrills. Les Plasmodium spp du sous-genre Laverania de gorilles sont capables
d’infecter les chimpanzés et vice versa dans les milieux confinés. Aucune lignée simienne n’a
été trouvée chez les soigneurs.

Les résultats suggerent 1’existence de vecteurs qui joueraient le rdle de pont entre les
hommes et PNH et que les barrieres génétiques a I’origine de la spécificité observée in natura
ne sont pas totalement imperméable. Ces échanges de pathogeénes pourraient avoir des

conséquences tant sur la santé des animaux que sur celle des Hommes.

Mots clefs : Homme, grands singes, Spécificité d’hote, Laverania, facteurs, sanctuaires
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Abstract

Recent studies have revealed a large diversity of Plasmodium among African great apes, some
related to Plasmodium falciparum, the most virulent agent of human malaria (subgenus
Laverania), 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. P. reichenowi, P. billcollinsi and P. gaboni infect
only chimpanzees. P. praefalciparum, P. blacklocki and P. adleri are restricted to gorillas and
P. falciparum is pandemic in humans. This specificity is due to genetic or environmental
factors. Sanctuaries and primatology centers are places where there is a concentration of several
host species, which could promote exchanges of pathogens. Using molecular tools, we analyzed
samples of non-human primates and humans working in different primate sanctuaries or health
centers of Gabon, with the aim to evaluate the risk of Plasmodium transfers between different
host species. Our study demonstrates, for the first time, that the genetic barrier that determines
the apparent host specificity of Laverania is not completely impermeable, and that exchanges
of parasites between gorillas and chimpanzees are possible in confined environments. We also
show that humans can transmit P. falciparum to chimpanzees and mandrills. No simian

Plasmodium was found in the humans working at proximity of the primates.

Keys words Human, Great apes, Laverania subgenus, Host specificity, Genetic Barrier,

Ecological factors, Gabon
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Introduction

Malaria is a mosquito-borne epidemic human disease caused by protozoan parasites of
the genus Plasmodium. Among the five parasites known to infect humans (Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax and Plasmodium
knowlesi), P. falciparum is by far the most virulent, responsible every year for approximately

198 million clinical cases and 580 000 deaths worldwide (1).

In our closest relatives, the African apes (gorillas and chimpanzees), a large diversity
of Plasmodium parasites has been documented, some parasites being related to P. falciparum
(subgenus Laverania), others to P. malariae, P. ovale or P. vivax (subgenus Plasmodium) (2-
5). In the subgenus Laverania, four species are now recognized to infect chimpanzees: P.
reichenowi, P. billcollinsi, P. gaboni and P. billbrayi (6-8) and three to infect gorillas: P.
praefalciparum (the closest relative of P. falciparum), P. blacklocki and P. adleri (2, 5-7).

Studies realized so far on natural populations of apes (based on the analysis of fecal
samples) have shown that no Plasmodium species from the Laverania subgenus is able to
infect both hosts (gorillas and chimpanzees), thus suggesting the existence of a strong host
specificity for this group of parasites (3, 9, 10). This host specificity could be due to
incompatibilities at the parasite-host interface, as suggested by certain authors (7) and thus be
due to genetic barriers. However, the discovery of P. falciparum parasites circulating in
bonobos and chimpanzees of sanctuaries (11-13) but also of a P. praefalciparum (normally
found in gorillas) in a small monkey (Cercopithecus nictitans) (14), raises question about the
strength of this host specificity and so of the genetic barrier. Is the barrier really impermeable?
What is the capacity of these parasites to switch from one host to another?

Transfers of parasites from one host species to another requires several elements: (1) a
contact of the recipient host with the new infectious agent, (ii) the transmission from the donor
host species toward the recipient host. In the case of Plasmodium species, this step requires
the intervention of a mediating host which is a mosquito vector; and (iii) finally, the passage
of the species barrier. In case of the existence of a barrier due to some specific ligand /receptor
interactions, passage will be possible if and only if a mutation occurs on the parasite’s protein
or on the new host receptor allowing the binding of the two proteins and hence the invasion
of the host’s cells. .

In natura, conditions required for transfers may not be fulfilled very frequently. This
leads us to wonder if these transfers would not be more frequent in particular environmental

conditions like when the different host species are forced to live at proximity. Our hypothesis
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is that the grouping, on same sites like sanctuaries or primate health centers, of various host
species, could favour the crossing of host barrier by Plasmodium parasites by forcing contact
between different host species.

In several African Countries, governments and organizations of animal protection have
installed sanctuaries and primate health centers of non-human primate orphans especially
great apes. In these sanctuaries, several primate species may cohabit. Most generally, these
are humans with non-human primates thus possibly favoring the transfer of Plasmodium
parasites between these host species but sometimes several other species are also present.

In the present paper, we present the results of a follow-up of Plasmodium infections in
several non-human primate (NHPs) species and humans living or working at proximity in two
Gabonese sanctuaries and in one primate health center of Gabon (Central Africa). Thanks to
this follow-up, we documented that inter-species transfers are not rare and may occur between
several primate host species. Our work demonstrates that sanctuaries and primate health
centers may favor transfers and so the emergence of new infectious diseases for humans or

animals.

Materials and Methods

Study sites

Follow ups of Plasmodium infections in different host species were performed in three
sites in Gabon: the Park of “La Lékédi” (LEK), the “Gorilla Protection Project” (GPP) and
the Primatology Center (Centre de Primatologie, CDP) of the Centre International de
Recherches Médicales de Franceville, CIRMF. All sites are located in the province of Haut-
Ogooue in the East of Gabon.

The park of “La Lékédi” is located in the southeast of Haut-Ogooue, about 100 km
from Franceville. The park is 20 km long and 7 km wide and occupies 14,000 hectares. It is
completely enclosed. The natural vegetation in this park is constituted by primary, secondary
forests and savannas. The Park is divided into three modules, among which the activity of
occupation and the management are different. This park is one possible place of reception of
great apes, chimpanzees and gorillas seized by the Waters and Forests Ministry to private
individuals during anti-poaching operations. In the park, young orphans are gradually
rehabilitated to the life in forest. It is also frequented by tourists who come to visit the park.

This park contains two groups of chimpanzees and one group of gorillas. This study
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considered exclusively two groups. First of all, one orphan group of chimpanzees which count
15 young chimpanzees and secondly a group of gorillas which counted only two young
lowland gorillas. A team of seven persons takes care of the animals to feed them and monitor
them during day until 5 pm. In this park, great apes were sampled during 4 years during routine
sanitary control and keepers were sampled two consecutive years. All keepers were informed
of the aim of the project and signed an informed consent. Details of sampling are given in
Table 1.

The Gorilla Protection Project (GPP) is a project that was launched in 1997 which aim
is to reintroduce gorillas from European zoos in their natural habitat. In Gabon, the site chosen
for reintroduction is located in the “Batéké Plateaux”. In this region, the vegetation is a mosaic
of grassland and shrubby savannas, interspersed with humid gallery forests. The sanctuary
includes two groups of gorillas composed, respectively, by 4 and 13 individuals. Individuals
of the second group were released in the forest. For our study, we focused on the first group.
Studied gorillas are four young gorillas that are progressively re-habituated to a wild life. This
program involves 9 persons who work in close contact with the animals. Blood samples were
collected on six persons (2013) and eight persons (2014) for this study.

CDP is located in the city of Franceville. This primate center has more than 350 NHPs
belonging to ten species among which 55 chimpanzees, 4 gorillas (one is dead in 2011) and
250 mandrills. Other NHPs are African and Asian monkeys (Supplementary Table 1). The
CDP counts a team of 22 persons who take care of the animals, feed and monitor them during
day until 5 pm. CDP is located in an anthropized environment, the first habitations being
situated at less than 300m. More details are given in (15). In the CDP, blood samples from
gorillas, chimpanzees and humans were systematically studied between 2012 and 2014. Some
samples coming from an existing biobanks, collected from 2005 to 2011 were also analyzed
(Table 1 for details).

In each site, for humans, blood samples were collected by the CIRMF medical team
with a voluntary participation of workers in agreement with the recommendations of the
Gabonese National Ethics Committee (Authorization N°PROT/0020/20131 /SG/CNE). For
NHPs, blood samples were taken during sanitary controls each year, for a follow-up of the
health of primates of sanctuaries. The criteria of animal well-being are guaranteed by the CDP
vets who proceeded to the sampling of blood. 7ml of blood were collected within EDTA tube
for humans and 2 to 7 ml of blood for animals according to their weight. Tubes were then
preserved in an icebox and transported to laboratories, where samples were conserved at -

20°C.
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Extraction of DNA and PCR

DNA was extracted using the DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen, Courteboeuf,
France) as previously described (8) and Plasmodium infections were determined after
amplification of a portion of Plasmodium mitochondrial genome (cytochrome b: cyt-b) as
described in Prugnolle et al.(2). To confirm the species origin of samples, a region of the
DNAmt genome (D loop) was amplified as previously described (5, 16) by using primers
L15997 (5'-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3") and H16498 (5'-
CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3') (16). All amplified products (10 pl) were run on 1.5%
agarose gels in TAE buffer. The PCR-amplified products were used as templates for
sequencing. DNA sequencing was performed by Eurofin MWG (France).

Procedures for contamination avoidance

All molecular analyzes (extraction, PCR) were repeated and verified in three separate
laboratories at the CIRMF, among which two of them never manipulated Plasmodium DNA.
In each laboratory, molecular analyses were performed by a distinct experimenter. Identical

results were obtained by all experimenters.

Phylogenetic analyses

To examine the relationship of the cyt-b sequences obtained with the different
Plasmodium species known so far, we constructed a phylogenetic tree using a set of reference
sequences belonging to different Plasmodium species. All analyses were done as described in

(2,5).

Microscopic analyses and parasitemia estimates

To determine the various parasitic forms and parasitaemia in the infected animals,
microscopic analyses were performed. The microscopic analysis was done by thick smear and
thin blood smear after preparation with kit-rall according to the manufacturer’s instructions.
For NHPs infected with Plasmodium species, we observed microscopically the different
parasite forms using thin smears (Figure 2) and parasitaemias (number of parasite per
microliter) were estimated using thick smears. We estimated the parasitaemias of different

animals as described in (17).
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Results

Blood samples from humans (n=85) and NHPs (mandrills, gorillas chimpanzees and
others Monkeys) (n=709) from three sites were analyzed. In the park of La Lékédi, 74.6%
(47/63) of the samples from chimpanzees were infected with Plasmodium, 100% (9/9) of the
gorilla and 14.29% (5/35) of the human ones. In the PPG, 50% (2/4) of the gorilla samples
were infected and 21.43% (3/14) of the human ones. Finally, in the CDP, 3.4% (3/88) of the
chimpanzee blood samples were infected, 33.33% (3/9) of the gorilla and 19.44% (7/36) of
the human ones. For the monkeys, this was 0.56% (3/536) of the collected samples that were
positive. Table 2 shows the different infection rates by species. Global rates of infection found
in this study were 31.78% for chimpanzees, 72.72% for gorillas, 17.64% for humans, 0.47%

for mandrill and 0.86% for other monkeys.

Most host/parasite associations found during the survey were coherent with
observations made in natura. Thus, most chimpanzees were infected either with P. gaboni or
P. reichenowi, gorillas with P. adleri, P. praefalciparum or P. blacklocki and humans with P.
falciparum. P. vivax-like and P. malariae-like parasites were also found in chimpanzees and
gorillas (Figure 1 supplementary data and Table 3). Nevertheless, ~ 11% of the parasites were
found in unexpected hosts (we will hereafter refer to these infections as Unexpected Infections
- Ul) (Table 2). Thus, we found: (i) three P. falciparum in three chimpanzees (LEK and CDP)
and one in a mandrill (CDP); (ii) One P. praefalciparum in a chimpanzee (LEK); (ii1) One P.
reichenowi in a gorilla (CDP), (iiii) three P. adleri in three chimpanzees (Figure 2). All
unexpected infections (UI) were confirmed at least three times by three different
experimenters, in three different laboratories, thus excluding possible contaminations during
manipulations. For all these unexpected infections, the host was also confirmed using

molecular tools as described in the section material and methods.

Our study reveals therefore at least three transfers of Plasmodium from humans toward
chimpanzees and one to mandrills, four transfers from gorillas toward chimpanzees and one

from chimpanzees to gorillas (Figure 1). No simian Plasmodium was observed in humans.

We analyzed thin blood smears in search of the different forms of parasites in these
Unexpected infections (UI). The aim was to determine whether these unexpected infections
(UI) could develop properly in the unexpected host. These analyses revealed the presence of

different parasitic forms among which some mature forms like schizont and gametocytes
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(Figurel). The microscopic analysis also revealed parasitaemias of the Ul similar to the ones
found in expected hosts (Table 3). Thus, in the Ul parasitaemias varied between 400 and 1919
p/ul for chimpanzees, between 754.6 and 1891 p/ul for gorillas and the mandrill has a
parasitaemia of 1401.78 p/ul.

Discussion

In the last few years, several new Plasmodium species belonging to the subgenus
Laverania were discovered in African non-human primates especially great apes (2, 4, 7, 11,
18). Until today, no species of this group has been found to infect both hosts (gorillas and
chimpanzees) in natura (3, 5, 7), thus suggesting the existence of genetic barriers precluding
the passage from one host to another (7, 10).

Several previous studies have shown however that the barrier was not completely
impermeable as infections of apes (bonobos and chimpanzees) with P. falciparum were

observed in areas where humans and apes lived in close proximity (sanctuaries) (11-13).

We hypothesized that this is the proximity of the different host species that increases
the likelihood of transfers. In our study, we specifically analyzed Plasmodium infections in
humans and NHPs living at proximity in sanctuaries or primatology centers in Gabon. Our
results confirm those of Krief et a/. (11), Duval et a/ (12) and Pacheco et al.(13), showing that
transfers are indeed possible when different host species live at proximity. The novelty of our
results resides in the spectrum of hosts and parasites involved in these transfers. Thus, while
previous studies on Laveranias have only documented transfers of P. falciparum from humans
to bonobos or chimpanzees, we here also demonstrate the possibility of transfers from humans

to chimpanzees and mandrills, from gorillas to chimpanzees and from chimpanzees to gorillas.

Our results, in addition to the previous ones, suggest therefore that in conditions where
several host species are forced to live at proximity, transfers of parasites are possible. This
suggests therefore that: (i) some mosquito species are able to do the bridge between several
host species even in strongly anthropogenized environments (like in CIRMF, Franceville) and

that (i1) the genetic barrier responsible for host specificity is not fully impermeable.
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Mosquitoes as bridge vectors

In our study, inter-species transfers were documented in two very distinct
environments. Some occurred in sanctuaries where animals live in natural forest environments
like in the Park of La Lékédi (where wild gorillas and chimpanzees naturally live) and some
occurred in strongly anthropogenized environments like in the CDP located in the city of
Franceville. In these two environments, the communities of anopheles to which the animals
are confronted are likely very different.

In forest areas, only little information is available on the potential vectors of ape
Plasmodium (19) and more generally on the anopheline species that may feed on great apes.
Up to date, only two anopheline species were found to be infected with ape Plasmodium in
the forests of Gabon (19). One species is Anopheles vinckei, the other is Anopheles moucheti.
An. moucheti is considered to be mainly anthropophilic in anthropogenized forest
environments (i.e., villages) where it is a major human malaria vector (20). 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. An. moucheti
might actually be a zoo-anthropophilic vector that can readily operate Plasmodium transfers
between apes and humans. Conversely, the role of sylvan Anopheles species, such as the
strictly zoophilic 4n. vinckei, is probably restricted to the transmission of Plasmodium among
apes.

In an anthropogenized context, the CDP, the main vector of human malaria, Anopheles
gambiae, was previously found in the primate center and in a nearby populated area of
Franceville. Other species like An. funestus, An. nili and An. moucheti are also known to be
involve in malaria transmission in suburban areas in Central Africa (20-22). Again, An.
moucheti, which has been shown to be either anthropophilic or zoophilic depending on the
context, might be a good candidate involved in the transfers among species in this primate

Center.
A permeable genetic barrier

Invasion of red blood cells by Plasmodium parasites depends on a partially redundant
set of parasite ligands and erythrocyte receptors. In P. falciparum, a number of important
erythrocyte binding ligands occur in two families (23), the erythrocyte binding-like (EBL)
molecules (the erythrocyte binding antigen 175 (EBA-175), EBA-140 (also known as
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BAEBL), EBA-181 (or JESEBL) and EBL-1 (24-26) and the reticulocyte binding-like (RBL)
molecules that include five proteins of the rhoptries (RH) (PfRH1 (PfNBP1), PfRH2a,
PfRH2b, PfRH4 and PfRHS5) (27-29). Each of these ligands interacts with specific receptors
at the surface of the red blood cell. For instance, for PfRHS, the receptor is the Basigin (BSG)
and for EBA 175, the receptor is the Glycophorin A (30, 31). Recent studies have suggested
that the strong host specificity observed in the Laveranias in their natural environments could
be the consequence of species-specific differences in the interaction between RHS5 and Basigin
(BSG) (10). Thus, it was shown that P. falciparum RHS bound chimpanzee BSG with a
significantly lower affinity than human BSG and did not bind gorilla BSG, mirroring the
known host tropism of P. falciparum (10). Further studies demonstrated that only several
residues on the BSG were responsible for the species-specificity of PfRHS binding or that
specific mutations on the PfRHS5 sequences could modify its ability to infect red blood cells

from other host species than humans (e.g. Aofus monkeys or rats) (27).

The existence of polymorphisms (more or less rare) within the population of ape
Plasmodium on RHS or in the apes on the Basigin at positions affecting their binding affinity
is therefore a possible explanation for the existence of transfers among host species. Further
molecular studies analyzing the nature of the RHS protein or of the Basigin in the Unexpected
Infections and compare them to the expected infections should reveal the nucleotide positions

likely involved in such transfers.

Transfers from NPHs to Humans and vice versa

In our study, we did not observe any transfer of simian Plasmodium to humans. Why
this absence of transfers of Plasmodium from NPHs to humans? Several hypotheses could be
proposed. First of all, over the entire study, the sampling size for humans (n= 85) was far
lower as for the NPHs (n = 709), which may have limited our ability to detect events that are
rare. In addition, our study presents a limit related to the fact that the studied humans do not
sleep on the same site as the animals, thus highly reducing the probability of transfer, as

anopheles vectors have a nocturnal activity.

Transfers from humans to NHPs were nevertheless observed. This may seem
paradoxical in light of what was previously said on the fact that human workers analyzed in
our study do not sleep on site. If this is the case, then why transfers would be possible from

humans to primates and not the other way around? In fact, transfers from Humans to NPHs
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were only observed at the CDP, in Franceville. In this site, although workers do not sleep on
site, human habitations are located less than 300 m, which may have favor the transmission

of malaria parasites from humans to primates.

Are the Unexpected Infections viable? Can they be transmitted?

One obvious question that comes to mind following the observation of such transfers
is obviously whether these Unexpected Infections are viable and if they can be transmitted
from one unexpected host to another host. Average parasitemias observed in the Ul were
equivalent to the ones measured in the expected infections, thus suggesting that the
development of the parasite is not restrained within the new host. In addition, the observation
of the thin blood smears of the different Ul indicated that the infection developed properly in
the new host as several mature forms were observed (schizonts) and for at least one of them

could potentially be transmitted as we observed some gametocytes.

Implications for conservation

Conservation is a process that aims to promote the preservation of animal species.
However, as highlighted by our study, the development of sanctuaries might not be without
consequences on the health of humans and animals in particular great apes. Our study brings
new evidence of pathogen transfers between humans and animals. However, the ability of
pathogens to cross the host barrier is not new. Indeed, studies made on habituated groups of
apes have already shown the risk of transmission of infectious diseases from humans to apes
(32). These studies revealed the death of many African apes whose causative agent associated
with these illnesses was of human origin (32-34).

Even if, the role of humans as source of pathogens for great apes is not well established
(35), it is nevertheless a threat for their health. In the case of Plasmodium, in light of all the
data on transmission of P. falciparum to NHPs, it seems that transmission is more frequent in
the sense of humans to apes (11-13) than the opposite (36). We believe that the P. falciparum
propensity to infect a new host is due to its high genetic variability (37). Question is what
could be the consequences of such host switches on the conservation of great apes? Recently,
we demonstrated that apes may suffer from malaria (17) and the hypothesis that these transfers

could also have consequences on their health must not be excluded.
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Figure 1

Figure 1 Different parasite forms observed in the Unexpected Infections (UI). Immature forms (trophozoite stage (panel I and J)). Matures forms
(schizonts (panels A, B, G) and gametocytes (D)). These pictures were photographed at x100 magnification in representative thin blood smears.

Asterisk indicates individuals displaying a co-infection.
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Figure 2

Figure 2: Phylogenetic relationships between the Plasmodium Cytochrome b sequences obtained from
the Unexpected infections and those of known Plasmodium species (represented by their accession
number). The tree was built based on Cytochrome b (Cyt-b) sequences of 671 bp. Red indicate
sequences obtained from gorillas, blue from Mandrillus and green from chimpanzees. The tree was

constructed by using maximum likelihood methods. Bootstrap values are given at each node

99



Table 1: Date of sampling and number of samples collected in each site for each host species. CDP:

Centre de Primatologie (CIRMF). GPP (Gorilla Protection project). LEK (Park of La Lékédi).

Biobank Our samples

2005-2011 2012 2013 2014 Sites
Chimpanzees 2 51 35
Gorillas 3 2 4
Humans 17 19 CDP
Mandrills 13 2 219 186
Others 1 1 62 52
Gorillas 1 4 - GPP
Humans 6 8
Chimpanzees 10 11 26 16
Gorillas 1 2 4 2 LEK
Humans 17 18

Table 2: Distribution of infection (expected and unexpected) by host species.

Numbers of Numbers of Expected Unexpected Percentage of
Plasmodium- infections Infections infection
samples
Positive
samples
Human 85 15 15 - 17.64% (15/85)
Chimpanzee 151 48 41 7 31.78% (48/151)
Gorilla 22 16 15 1 72.72 %( 16/22)
Mandrill 420 2 1 1 0.47% (2/420)
Others 116 1 1 - 0.86% (1/116)
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Table 3 Parasites diversity and hosts species. This table shows the different species of Plasmodium
found in non-human primates and humans during this study. Three sequences obtained in chimpanzees

were not usable, because they had mixed infection or were unexploitable.

Chimpanzees gorillas Humans Mandrills Others

P. reichenowi 15 1 - - -
P. gaboni 17 - - - -
P. billcollinsi - - - - -
P. praefalciparum 1 2 - - -
P. adleri 3 8 - - -
P. blacklocky - 1 - - -
P. falciparum 3 - 15 1 -
P. vivax like 4 2 - - -
P. malariae-like 3 1 - - -
P. ovale-like 1 1

P. gonderi 0 0 - 1 -
P. sp-DAJ-2004

Hepatocystis sp - - - 1
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Résumé
Contexte

Les grands singes africains sont naturellement infectés par une large diversité des
parasites de paludisme. Bien que les infections a Plasmodium n’aient jamais été clairement
associées a des symptomes chez les primates non-humains, la question de la pathogénicité des
parasites du genre Plasmodium chez les primates non-humains demeure toujours sans réponse.
Un jeune chimpanzé (Wonga), est suivi avant et apres sa libération dans un sanctuaire au Sud-
Ouest de Franceville (Gabon) en plein forét équatoriale. Le sanctuaire est une enceinte ou vivent
en semi-libert¢ des chimpanzés orphelins dont la santé est suivie chaque année. Avant sa
libération, le jeune chimpanzé a été gardé en quarantaine pendant 3 mois au laboratoire du

centre de primatologie du CIRMF.
Résultats

Peu apres son introduction dans un groupe d’environ 12 chimpanzés orphelin dans le
parc de la Lékédi, Wonga a fait de la fievre avec 39°C, une anémie forte associée a une infection
de P. reichenowi. Les analyses microscopiques ont révélé une parasitémie de 32474
parasites/ul. Le niveau de parasitémie et I’anémie a baissé avec le temps malgré d’autre

infection due a P. gaboni.
Conclusion

Tous les symptdmes observés chez Wonga sont caractéristiques d'une crise de paludisme
forte chez un individu naif. En effet, Wonga a été maintenue une grande partie de sa vie dans
une maison dans un environnement urbain et n’a peut-&tre jamais été confrontée a une infection

a Plasmodium.

Wonga n'a pas pu étre infecté pendant la quarantaine, qui a duré trois mois, car I'immunité
acquise a Plasmodium est opérationnelle au bout de dix jours. Ainsi compte tenu de son histoire,
les symptomes Wonga exprimées peuvent donc étre dus a la réaction d'un animal naif qui

connait sa premiere infection a Plasmodium.

Mots clefs : Plasmodium, chimpanz¢, Symptomes, Malaria, Anémie, Hyperthermie, Fievre
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Malaria-like symptoms associated with a natural
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Abstract

Although Plasmodium infections have never been clearly associated with symptoms in non-human primates, the
question of the pathogenicity of Plasmodium parasites in non-human primates still remains unanswered. A young
chimpanzee, followed before and after release to a sanctuary, in a semi-free ranging enclosure located in an equatorial
forest, showed fever and strong anaemia associated with a high Plasmodium reichenowi infection, shortly after release.
The animal recovered from anaemia after several months despite recurrent infection with other Plasmodium species.
This may be the first description of malaria-like symptoms in a chimpanzee infected with Plasmodium.

Keywords: Plasmodium, Pan troglodytes, Chimpanzee, Symptom, Malaria, Anaemia, Hyperthermia, Fever

Background

Non-human primates and particularly great apes are
natural hosts of various Plasmodium parasites [1, 2],
including species very closely related to human parasites,
like Plasmodium falciparum (the most virulent agent of
human malaria), Plasmodium malariae, Plasmodium
ovale and Plasmodium vivax (Fig. 1) [3, 4]. Among the
species related to P. falciparum and classified into the
subgenus Laverania, three species were shown to infect
only chimpanzees (Plasmodium gaboni, Plasmodium
billcollinsi and Plasmodium reichenowi) and three only
gorillas (Plasmodium adleri, Plasmodium blacklocki and
Plasmodium praefalciparum). For the species related to
P. malariae, P. ovale and P. vivax and classified in the
subgenus Plasmodium, they were all shown to infect
both chimpanzees and gorillas.
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Despite their genetic proximity with human parasite
species especially P. falciparum, it is still unclear whether
ape Plasmodium are virulent, that is whether great apes
express disease or not when they are infected [5]. A case
of a fatal Plasmodium infection in a chimpanzee was
previously described [6], as well as in a gorilla [7], but
the exact nature of the parasite involved was never
determined with molecular tools, thus leaving the possi-
bility of an infection with a human parasite (P. falcip-
arum in particular). In addition, other pathogens could
have caused these deaths and no special efforts were
made to reject these possibilities. In contrast, other
authors showed that the presence of Plasmodium in
African great apes was not correlated with any increase
of temperature or any other symptoms [1] or that the
haematologic and biochemical values, as well as the ma-
jority of immunologic parameters, remained unaltered
in chimpanzees infected with P. falciparum [8].

Some researchers noticed malaria-like symptoms
responding to anti-malaria treatment in orangutans
but without clear evidence of the presence of the
pathogen [9]. In non-human primates other than great
apes, studies showed that experimental infections of rhe-
sus macaques with Plasmodium knowlesi, Plasmodium
coatneyi, and less often Plasmodium cynomolgi, may be

© 2015 Herbert et al. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://

creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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Fig. 1 Phylogenetic relationships among primate Plasmodium based on cytochrome b sequences (680 bp). Sequences obtained for Wonga at the
different checkups are included in red. The sequences reported in this study were deposited in Genbank under the following accession numbers:
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characterized by jaundice, anorexia, listlessness, fever,
anaemia, and splenomegaly in spleen-intact animals [10].
Moreover, P. knowlesi-infected baboons expressed either
acute infection with multiple system organ dysfunctions
and cerebral involvement, or a chronic infection with
spleen enlargement [11].

Therefore, no evidence of symptoms was ever clearly
associated with natural Plasmodium infection in non-
human primates, especially in great apes. This case
present what could be the first description of symptoms
associated to a clearly identified natural Plasmodium
infection in a chimpanzee.

Case presentation

History

A 6-year-old female chimpanzee (Pan troglodytes troglo-
dytes), named Wonga, was brought to the Centre Inter-
national de Recherches Médicales de Franceville (CIRMF)
after being confiscated from illegal owners in Libreville,
Gabon. She was captured by the owners after they killed

her mother and was kept as a pet for most of her life, living
inside the owners’ house in an urban environment. She
spent her quarantine at CIRMF and cleared out after
90 days. She was then transferred to the sanctuary “Parc de
la Lékédi”, Bakoumba (Haut-Ogooué, Gabon).

The sanctuary “Parc de la Lékédi”, Bakoumba, holds
various primates species, including gorillas, chimpanzees
and small monkeys, all bushmeat-poaching-issued or-
phans, which have been confiscated by the Gabonese
Government, gone through a quarantine period at
the Centre International de Recherches Médicales de

Franceville (CIRMF) and finally released into semi-free
ranging enclosures in the sanctuary. Wonga was re-
leased into a group of 10 chimpanzees, ranging from 3
to 12 year-old, sharing a 7-ha-semi-free ranging enclos-
ure in dense equatorial forest. The chimpanzees are left
in the enclosure nights and days, and sleep in the trees.
Food supplementation is offered every day, around
10 am and 2 pm, and consists of fruits and protein
cakes. During feeding, keepers monitor animals’ global
health on site. Contacts with humans are extremely
limited, to annual medical check-ups or health-care-
needed anesthesia. Chimpanzees are not followed dur-
ing the day and evolve freely into the enclosure.

Three and a half months after Wonga’s release into
the group, routine medical annual check-up was per-
formed on all the chimpanzees of the group.

All procedures in this study involving animals were
approved by the Government of the Republic of Gabon.
This study complied with the relevant national guidelines
and with the IUCN Policy Statement on Research Involv-
ing Species at Risk of Extinction.

Clinical examinations
During her quarantine, three clinical check-ups were
performed on days 0, 22 and 51, following CIRMF quar-
antine protocol. For every medical check-up, the animal
was anaesthetized with ketamine (10 mg/kg) via intra-
muscular injection. Once asleep, blood was collected
from femoral vena into EDTA and dry tubes, on which
pathogen screenings were performed. Wonga expressed
no clinical symptoms of any disease or infection. Her
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temperature was stable over these check-ups (mean =
37.1 °C; SD=0.25166). She constantly gained weight
over the three check-ups, which is expected from an in-
dividual recently confiscated and poorly nourished upon
arrival at CIRMF (Fig. 2f).

Three and a half months after her transfer to the Parc
de la Lékédi, on day 192, annual check-up of all chim-
panzees of the group was routinely performed. Four
chimpanzees (including this animal) were sampled on
the same day. They were anaesthetized with ketamine
(10 mg/kg) via intramuscular injection. The veterina-
rians noticed that Wonga was less active, calmer and
sleepier than usual and than the other chimpanzees. Her
physical examination revealed no abnormalities, except
that her rectal temperature was high (39 °C), unlike her
previous temperatures observed during quarantine (Fig. 2d)
and unlike the three other chimpanzees examined the
same day (mean=37.56 °C, SD =0.28868) (Fig. 3e).
Veterinarians also noticed that Wonga did not gain any
weight since her quarantine (Fig. 2f).

Laboratory tests
The chimpanzee Wonga

Blood count results For each check-up during quaran-
tine and after release, blood counts (serum chemistry
and haematology) were performed. Serum chemistry

Page 3 of 8

results showed no strong abnormalities all along check-
ups (Table 1) [12]. During her quarantine at CIRMEF,
Wonga was sampled three times. Her haematologic
results were within or slightly below normal ranges for
juvenile female chimpanzees (Table 2) [12].

During her first post-release check-up (day 192),
correlated with her fever, her haematological results
showed anaemia, with low haematocrit, low haemo-
globin level and low red blood cell count (Table 2
and Fig. 2).

Plasmodium infection detection Along with blood
counts, Wonga was tested for Plasmodium infections
during quarantine and after release using two distinct
diagnostic tests (thick blood smears and cytochrome b
PCR/sequencing) [13]. The three samples tested during
quarantine showed no Plasmodium infection (Fig. 2e).
On day 192, correlated with her fever and anaemia,
she was tested positive for P. reichenowi (Fig. 1), with a
high parasitaemia (32,472 parasites/pl of blood) (Fig. 2e).
Parasitaemia was determined by counting the number of
parasites infecting red blood cells, over a population of
100 white blood cells. Then, knowing the white blood
cell count at the same date, the density of Plasmodium
parasites per microlitre of blood was calculated. Several
forms were observed including ring stages and mature
forms like schizonts (Fig. 4), indicating that the parasite
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was clearly developing and could be the origin of the
hyperthermia and of the anaemia.

Other infections During quarantine and for the three
samples, the chimpanzee was screened for several
pathogens. Simian Immunodeficiency Virus (SIV, pep-
tides set), Simian T-Cell Leukaemia Virus (STLV, pep-
tides set), hepatitis B (HBV, serology), hepatitis C
(HCV, serology), filariosis (leucoconcentration), bac-
terial infections (bacterial cultures performed on
nasal and anal swabs), tuberculosis (intradermal pal-
pebral test) and gastro-intestinal parasites (Bailenger
and flotation techniques) were all tested negative.
Nevertheless, anti gastrointestinal parasites drugs were
preventively administered.

On day 192, filariosis (leucoconcentration), bacterial
infections (bacterial cultures performed on nasal and
anal swabs), gastro-intestinal parasites (Bailenger and
flotation techniques) and tuberculosis (intradermal pal-
pebral test) were checked negative. Because the other
chimpanzees of the group are non-infected with SIV,
STLV, HBV and HCV and because animals do not have
any contacts with wild chimpanzees, these pathogens
were not checked on Wonga on day 192.

Comparison to other chimpanzees

Three other chimpanzees, two juvenile females (5 and
6 years old) and one adolescent male (9 years old), were
sampled on day 192. Their haemoglobin levels (HB), haem-
atocrit (Ht), and red blood cell counts (RBC) were within
or slightly lower than chimpanzees’ normal haematological
ranges (for juvenile females: HB = 11.2-15 g/dl; Ht = 34.5—-
459 %; RBC =4.0-5.9 x 1)/mm?>; for adolescent males:

HB =124-164 g/dl; Ht=37.9-49.7 %; RBC =4.5-6.1 x
10°/mm?) [12]. They did not show either anaemia or hyper-
thermia, unlike Wonga (Fig. 3).

All chimpanzees of the group were infected with Plas-
modium (two of them with P. reichenowi and one with
P. malariae), but with a much lower parasitaemia than
Wonga (2720, 4048 and 5130 parasites/pl) (Fig. 3d).

Evolution

Wonga stopped showing any abnormal behaviour some
days after day 192. On days 307, 344 and 393, she was
anaesthetized again for vaccination purposes. The veter-
inarian took advantage of the anesthesia needed for
vaccinations to perform a full clinical examination and
to sample the animal. Her temperatures had decreased
back to normal (37.9, 37.4 and 37.7 °C) (Fig. 5c¢).
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Table 1 Wonga serum chemistry results
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Parameters Alb Tot Creat Urea GGT AST ALT ALP
(g7dL) Prot (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UL (UL (UL (UL

(Normal ranges) (3.1-4.8) (6.2-8.1) 04-1) (4.6-19.9) (7.3-36.4) (7.9-33.0) (186-61.1) (159.1-1080.1)
Quarantine Day 0 N/A 8.5 0.87 11.5 4,92 16 18 1.5

Day 22 N/A 8.8 0.78 5.88 10 19 21 40

Day 51 38 6.0 0.9 2.8 N/A 13 15 538
Post-release Day 192 3 76 0.78 56 14 40 23 288

Day 307 29 8.1 0.64 1.12 22 24 19 324

Day 344 34 N/A 0.62 N/A 27 24 13 270

Day 393 34 8.4 0.62 11.54 16 19 20 374

Alb albumin, Tot Prot total protein, Creat creatinine, Urea urea nitrogen, GGT y-glutamyltransferase, AST aspartate transaminase, ALT alanine transaminase,

ALP alkaline phosphatase
Bold values: values out of normal ranges

Plasmodium sequencing showed that she was now in-
fected with P. gaboni (Fig. 1). Her parasitaemia was still
high but strongly decreased compared to day 192 (Fig. 5f).

On days 307 and 344, her haematological results still
showed strong anaemia (Fig. 5). RBC count was back
within normal range, but Hb level, Ht, mean cell volume
(MCV) and mean cell haemoglobin (MCH) were low,
signing a chronic microcytic and hypochromic anaemia.
On day 393, Wonga’s laboratory results showed that she
recovered from her anaemia, with much higher Ht, Hb
level, MCV and MCH (Fig. 5).

Follow-up on Wongas weight was also performed
(Fig. 5g); after her release to the sanctuary, she was barely
maintaining her weight until day 344. Then, between day
344 and day 393, as she recovered from her anaemia, she
spectacularly gained weight in a short period of time.

On day 307, she was tested negative for gastrointes-
tinal infections; however, anti gastrointestinal parasite
drug was preventively administered on that day. On days
344 and 393, she was again tested negative for gastro-
intestinal parasites infections.

Discussion

The case

Some weeks after her release in a dense tropical forest,
Wonga, a 6-year-old female chimpanzee, presented a

Table 2 Wonga hematological results

fever associated with anaemia, characterized by a very
low Ht, very low Hb level and a low RBC count, as well
as no weight gain since her quarantine. These clinical
and laboratory findings were associated with a Plasmo-
dium infection at high parasitaemia. All her symptoms
(especially high parasitaemia and strong anaemia) are
characteristics of a strong malaria attack in a naive indi-
vidual. Indeed, Wonga was kept for most of her life in-
side a house in an urban environment and may never
have been confronted to a Plasmodium infection. More-
over, Wonga was not infected during quarantine, which
lasted 3 months. Plasmodium-acquired immunity is be-
lieved not to last for a long period of time [14], thus
Wonga may be considered naive regarding Plasmodium
infection. Given her history, the symptoms Wonga
expressed may thus be due to the reaction of a naive ani-
mal experiencing its first Plasmodium infection. On the
opposite, the other chimpanzees sampled, which have
been followed for the past 2 years and have constantly
been tested positive for Plasmodium, are definitively not
naive regarding Plasmodium infection. On day 192,
Wonga expressed two features that are seen in humans
experiencing their first Plasmodium infection: high para-
sitaemia and severe disease, including severe anaemia.
Malaria-naive patients have significantly higher risk to
develop a peak parasitaemia compared to patients born

Parameters RBC HB Ht Plt MCV MCH MCHC
(x10%mm?  (g/dl) (%) (/mm?) (um?) (pg/mb) (g/d))
(Normal ranges) (4.0-5.9) (11.2-15) (34.5-45.9) (171,900-442,000) (74.0-87.9) (23.7-28.9) (30.6-34.5)
Quarantine Day 0 4.79 12 36 371,000 70 24 35
Day 22 46 12 36 431,000 69 25 36
Day 51 476 12 36 365,000 69 25 37
Post-release Day 192 3.8 8 24 266,000 68 20 32

RBC red blood cells, HB hemoglobin, Ht hematocrit, Pit platelets, MCV mean cell volume, MCH mean cell hemoglobin, MCHC mean cell hemoglobin concentration

Bold values: values out of normal ranges
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different forms

Fig. 4 Wonga's Plasmodium sp. forms on day 192. a Ring form; (b) Mature schizonts. Giemsa stain, 100 x magnification. Arrows point towards the

and resident in malaria-endemic countries of Africa [15].
Wonga, a malaria-naive chimpanzee, did express a peak
parasitaemia compared to other chimpanzees resident in
the malaria-endemic sanctuary. High levels of parasit-
aemia can result in substantial destruction of red blood
cells, causing a severe anaemia, particularly in non-
immune individuals [16]. However, even if Plasmodium-

induced haemolysis contributes to a reduction in
haemoglobin levels, low haemoglobin levels in anaemic
children may also be explained by ineffective erythropoi-
esis [16]. Studies demonstrated that patients experiencing
acute falciparum malaria show bone marrow damage,
ineffective erythropoiesis and a reduced rate of erythropoi-
etic proliferation [17]. Therefore, high parasitaemia and

a) HB (g/dI) b) Ht (%) C) Temperature (°C)
12 40 39,5
10,1 34,9 39
10 9 35 39
8 8 30 27 385
8 E
25 24 24
6 20 38 o9 37,7
4 15 37.5 37,4
10
2 5 37
0 -+——" . . 5 0 u 36,5 +— MW
Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day
192 307 344 393 192 307 344 393 192 307 344 393
d) MCV (um?) e) MCH (pg/ml) f)  Parasitaemia (prpi) Q) Weight (kg)
30 35000 32472 30
90 84
80 25 24,2 30000 o5 24,2
68 66 66 21
70 20 20 25000
20 20| 19 185 1g
60
20000
50 15 15
40 15000
30 10 10
10000 7654 8040
20 5280
5 5
10 5000 I I I
0 0 0 R
Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day Day
192 307 344 393 192 307 344 393 192 307 344 393 192 307 344 393

Fig. 5 Evolution of Wonga's haematological parameters, temperature, parasitaemia and weight during post release check-ups (days 192, 307, 344,
and 393). a Haemoglobin levels (g/dl); (b) Haematocrit (%); (c) Temperature (°C); (d) Mean cell volume (um?); (e) Mean cell haemoglobin (pg/ml);
(f) Parasitaemia (parasites/ul of blood); (g) Weight (kg). Ht: Haematocrit; HB: Haemoglobin; MCV: Mean cell volume; MCH: Mean cell haemoglobin
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ineffective erythropoiesis may explain Wonga’s anaemia.
Severe anaemia is also a feature more often expressed by
non-immune individuals infected with Plasmodiums; it has
been shown that non-immune tourists going to Plasmo-
dium-endemic areas are at greater risk to develop severe
disease than semi-immune residents, who seem at lower
risk for severe disease [18]. This is also true for children
experiencing their first malaria infection: severe disease
with rapid progression to death occurs in young children
without acquired immunity [19]. Most of the mortality
associated with P. falciparum infection occurs in immune-
naive African children under 5 years of age. Symptoms of
severe P. falciparum malaria include hyperparasitaemia
and severe malarial anaemia [16]. Therefore, Wonga’s
non-acquired immunity to Plasmodium may explain the
hyperthermia and anaemia she experienced, while semi-
immune chimpanzees, living in the area for years, did not
show any symptoms. Unfortunately, no other Plasmo-
dium-naive chimpanzees recently introduced in the area
was anaesthetized soon after release, thus allowing the
same study as Wonga’s. Anaesthesia and sampling are
necessary to detect anaemia and hyperthermia, which may
explain why malaria-like symptoms were never detected
on the other chimpanzees previously released. Given the
unique aspect of the case observed, further case studies
will thus be necessary to assess whether treatment should
be administered.

No difference on alimentation, stress or weather could
have biased these results. All individuals compared in
this study were sampled the same day, with the same
technique and conditions, and live in the same enclosure.
None of them suffered malnutrition and all presented a
good body condition. No difference in capture, anaesthesia
or amount of stress could have been the origin of such a
raise in temperature. Wonga was also tested for other
diseases which could have been responsible for the fever
(for example, bacterial infections), and for the anaemia (for
instance, gastrointestinal parasites such as Ancylostoma sp.).

Evolution of the case

After several months (day 307), P. reichenowi had disap-
peared from Wonga’s blood, but another malaria infec-
tion with P. gaboni was observed, associated to a lower
parasitaemia. On days 307 and 344, Wonga did not
show any hyperthermia but still had microcytic and
hypochromic anaemia. During the same period, she did
not gain any weight, confirming that her global health
was still not optimum. Gastrointestinal parasites infec-
tions which could be responsible for these symptoms
were again ruled out.

The clearance of P. reichenowi from Wonga could
have been due to the development of an immunity of
the chimpanzee against this parasite species. The exist-
ence of such immunity against chimpanzee parasite was
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recently indirectly evidenced in natural ape populations
by showing that prevalence of infection was lower in
older individuals [20]. Regarding P. gaboni, infection was
acquired by Wonga any time between day 192 and day
307. Whether this infection induced similar symptoms
cannot be told. Further studies should be done to deter-
mine if all ape Plasmodium species induce similar symp-
toms or not. It is nevertheless likely that this infection,
even at a low parasitaemia, was partly responsible for
the maintenance of the anaemia.

Finally, between day 344 and day 393, after several
months without any symptoms other than anaemia and
no weight gain, the chimpanzee recovered from her
haematological condition, recovered usual haemoglobin
levels, and resumed gaining weight. Such recovery could
be explained by a progressive accommodation of Won-
ga’s physiology to the recurrent Plasmodium infections
[21], as observed in humans [22].

Conclusions

Wonga expressed hyperthermia and strong anaemia
correlated with a high parasitaemia Plasmodium infec-
tion. Other possible causes of the symptoms observed
were ruled out. Then, after several months, and despite
recurrent infection with other Plasmodium species, the
animal gradually recovered from anaemia. Symptoms
such as fever and anaemia were consistent with a strong
Plasmodium infection, and showed first evidence of
malaria-like symptoms in a likely naive-chimpanzee
infected with Plasmodium.
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Résumé
Contexte et Objectif

L'ordre des Hémosporidies regroupe de nombreux parasites protozoaires dont les plus
connus sont les agents du paludisme humain, une maladie qui touche chaque année plusieurs
millions de personnes vivant dans les régions tropicales et en particulier en Afrique sub-
saharienne. Une grande diversité¢ d'Hémosporidies parasitant un large éventail de vertébrés, y
compris les reptiles, les oiseaux et les mammiferes, a été historiquement documentée. Les outils
moléculaires ont permis de revisiter la diversité de Plasmodium infectant les grands singes
africains et a révél¢ l'existence d'une diversité Plasmodiale abondante, qui a ét¢ largement sous-
estimé par les examens microscopiques. Ainsi, I’objectif de étude était de déterminer les
especes plasmodiales en circulation dans les autres animaux de la faune sauvage, afin d’évaluer
les transferts de parasites entre animaux partageant les mémes biotopes. Nous avons analysé
environ 450 échantillons de viande de brousse composés de reptiles, d’oiseaux, de mammifeéres.
Tous ces échantillons étaient issus de la bio-banque du CIRMF.

Résultats

Nous avons observé que les ongulés sont infectés par plusieurs parasites appartenant a
au moins quatre lignées phylogénétiques distinctes d’Hémosporidies. Ces trois lignées (ici
visées comme lignées A, B, C et D (Figure 3 article)) forment un groupe monophylétique, avec
les Plasmodium spp d’oiseaux et parasites du genre Polychromophilus (Les parasites de
chauves-souris).

La lignée A, infecte trois especes d’hotes Cephalophus monticola, C. calliphygus et C.
nigrifrons ; La lignée B infecte les C. monticola et C. dorsalis et sa gamme d’hdtes ne se limite
pas aux artiodactyles car elle a été retrouvé chez un pangolin et cercopithéque. Les vecteurs
potentiels de ces lignées A et B ont été aussi mis en évidence. La lignée C et la lignée D n'ont
¢été détectées que chez les moustiques anopheles. Ce découverte change la compréhension de

que ’on se faisait de I’histoire évolutive des Hémosporidies de mammiferes.

Conclusion
Dans cette ¢tude, nous avons identifié trois nouvelles lignées moléculaires

d’Haemosporidies infectant le genre Cephalophus. Deux de ces lignées pourraient étre les
Plasmodium spp précédent identifié comme P. cephalophi et P. brucei par Garnham and Kuttle
(1908). La détection de ces lignées change complément ce que nous pensons de 1’évolution des
Hémosporidies. Au moins, sept especes d’anopheles assurent la circulation de ces lignées au
sein de la faune.

Mots clefs : Hémosporidie, Plasmodium, Antilope, Anopheles, Evolution, Ecologie,

114



Article-4

Haemosporidian parasites of antelopes and other

vertebrates from Gabon, Central Africa

115



Haemosporidian parasites of antelopes and other

vertebrates from Gabon, Central Africa

1,3,4%.

Larson Boundenga'f Boris Makanga***!; Benjamin Ollomo!

, Virginie Rougeron'?,
Bertrand Mve-Ondo!, Celine Arnathau®, Patrick Durand®, Nancy Diamella-Moukodoum',
Alain-Prince Okouga', Lucresse Loembet-Delicat!, Lauriane Yacka-Mouele', Eric Leroy', Nil

Rahola!, Cheikh Tidiane BA2, Francois Renaud?, Franck Prugnolle!*, Christophe Paupy’*.

!Centre International de Recherches Médicales de Franceville (CIRMF), Franceville, Gabon
BP 769 Franceville, Gabon

?Laboratory of Evolutionary Biology, Ecology and Management of Ecosystems, Faculty of
Sciences and Techniques, Cheikh Anta Diop University of Dakar, Senegal.

3Laboratoire MIVEGEC, UMR 224-5290 IRD-CNRS-UM, Centre IRD de Montpellier, 34295
Montpellier, France

*nstitut de Recherche en Ecologie Tropicale, Libreville, Gabon

tEqual contribution

*Co-managed this work
To whom correspondence may be addressed:

Larson Boundenga: larsonamedeo@yahoo.fr

Boris Makanga: makanga.boris@gmail.com

Franck Prugnolle: franck.prugnolle@ird.fr

Christophe Paupy: christophe.paupy@ird.fr

116


mailto:larsonamedeo@yahoo.fr
mailto:makanga.boris@gmail.com
mailto:franck.prugnolle@ird.fr
mailto:christophe.paupy@ird.fr

Abstract:

Re-examination, using molecular tools, of the diversity of haemosporidian parasites
(among which the agents of human malaria are the best known) has generally led to
rearrangements of traditional classifications. In this study, we explored the diversity of
haemosporidian parasites infecting vertebrate species (particularly mammals, birds and
reptiles) living in the forests of Gabon (Central Africa), by analyzing a collection of 492
bushmeat samples. We found that samples from five mammalian species (four duiker and one
pangolin species), one bird and one turtle species were infected by haemosporidian parasites.
In duikers (from which most of the infected specimens were obtained), we demonstrated the
existence of at least two distinct parasite lineages related to Polychromophilus species (i.e. bat
haemosporidian parasites) and to sauropsid Plasmodium (from birds and lizards). Molecular
screening of sylvatic mosquitoes captured during a longitudinal survey revealed the presence
of these haemosporidian parasite lineages also in several Anopheles species, suggesting a
potential role in their transmission. Our results show that, differently from what was previously
thought, several independent clades of haemosporidian parasites (family Plasmodiidae) infect

mammals and are transmitted by anopheline mosquitoes.

Keywords: Haemosporida, Malaria parasite, duikers, Anopheles, evolution, mammals.
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Introduction

The order Haemosporida (also called Haemosporidia, Haemospororida or
Haemospororina) includes many protozoan parasites among which the best known are the
agents of human malaria, a disease affecting every year several millions of people in tropical
regions and particularly in sub-Saharan Africa [1]. Within the Haemosporida order, the large
family of Plasmodiidae comprises several genera and species that parasitize a wide range of
vertebrates, such as fish, reptiles, birds and mammals [2]. All the parasite species that infect
mammals belong to this family and are restricted to nine genera (Biguetiella, Bioccala,
Dionisia, Nycteria, Hepatocystis, Plasmodium Polychromophilus, Rayella and the fossil genus
Vetufebrus). Although most of these parasites were described during the second half of the
twentieth century, a significant number of new taxa has been discovered in wildlife during the

last decade [2, 3].

The first taxonomic descriptions of haemosporidian parasites were based on
morphological characteristics [4, 5] and relied mainly on the microscopic observations of
biological features [6], such as the schizont and gametocyte forms [7-9], and on their life history
traits as well as the nature of the host species. This approach was very useful; however, it is not
very reliable [10]. Indeed, over time, the morphology of an organism can be modified by the
influence of environmental factors [ 10]. Moreover, the morphological features and life history
traits of a parasite species can vary from one host species to another [ 11, 12]. In addition, some
species can display the same morphological features, although they are genetically very

different (cryptic species) [10].

Therefore, most taxonomic identifications and classifications are now based on the
species genetic characteristics obtained using molecular tools [10]. Particularly, molecular
analyses of haemosporidian species have led to major rearrangements of the traditional
classifications. For instance, molecular studies on avian malaria parasites revealed much more
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diversity than previously assumed based on morphological analyses [13, 14]. Molecular tools
also revealed the existence of an abundant diversity of Plasmodium species that infect African
great apes [15-18]. This diversity was largely underestimated by microscopic examinations

[19].

Recently, following a longitudinal survey of sylvan anopheline mosquitoes in Gabon
(Central Africa), we discovered several phylogenetic lineages of haemosporidian parasites
(based on the sequence characterization of a classical cytochrome B fragment in the
mitochondrial genome) for which the closest reference sequence in Genbank was a sequence
obtained from an African monkey (isolate S2138 [20]). Except this sequence, the closest

reference sequences were from parasites infecting birds (e.g. Plasmodium sp_GD2 _GD201).

Despite significant screening of malaria parasites in central African monkeys, no other
sequences related to S2138 were found in monkeys [20, 21| suggesting that monkeys are
accidental hosts. Therefore, to identify the natural vertebrate hosts of these different lineages,
we decided to explore or re-explore, with molecular tools, the diversity of haemosporidian
parasites in the different groups of sylvatic vertebrates (from reptiles to birds and mammals)
present in Gabon (excluding non-human primates and bats the parasite diversity of which was

recently revised in Central Africa; see e.g. [6, 15, 20-23]).

We could identify several haemosporidian lineages that infected different groups of
vertebrates especially ungunlates and that did not correspond to any previously described
parasite species. Most of them also infected different sylvan anopheline mosquito species. Their
discovery and the phylogenic position of these new lineages bring new information on the
evolution of haemosporidian parasites in general and particularly on those infecting mammals.
Indeed, our results show that, contrarily to what previously thought (e.g. [24-26]), extant
malaria parasites colonized and radiated in mammals and anopheles several times

independently.
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Results and Discussion

In this study, we investigated the diversity of haemosporidian parasites that circulate
among wild vertebrates in Gabon, Central Africa, using molecular tools to analyze the parasite
content of bushmeat samples collected in different areas of Gabon (Figure 1) and stored in a
biobank. This biobank included bushmeat samples from 13 species of mammals, four species
of reptiles and three species of birds that represented mainly species hunted and consumed in
Gabon (Table 1). Molecular analyses revealed that different species of mammals, reptiles and

birds were infected by haemosporidian parasites (Table 1).

Among these specimens, ungulates from the genus Cephalophus were infected by
parasites belonging to at least two main and distinct phylogenetic Haemosporida lineages
(Figure 2) (hereafter, referred as lineage A and B). We detected lineage A in three ungulate
species [Cephalophus monticola (blue duiker), Cephalophus calliphygus (Peter’s Duiker) and
Cephalophus nigrifrons (black fronted duiker)] and lineage B in two species of duikers [C.
monticola and Cephalophus dorsalis (Bay duiker)] and one pangolin sample (Phataginus
tricuspis). Lineage B also included one reference sequence obtained from an African monkey

of the genus Cercopithecus (S2138) [20].

Historically, infections by haemosporidian parasites in ungulates were considered to be
uncommon [27]; nevertheless, two haemosporidian species were previously described in
African antelopes. Both were classified within the genus Plasmodium (Plasmodium cephalophi
and Plasmodium brucei) and were first detected in Grim’s duikers (Sy/vicapra grimmia) [28].
Therefore, the parasites identified in the present study could correspond, or could be related to
these two previously described species. However, because of the absence of molecular data on
these two previously described species and the lack of morphological descriptions in our study,

it is impossible to draw any conclusion.
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Analysis of the molecular data from anopheline specimens collected in two forest areas
of Gabon during a longitudinal survey (Figure 1 and Figure 3) indicated that they also were
infected by parasites from lineages A and B (Figure 2). Specifically, we identified lineage A
parasites in the DNA from the abdomen, but not from the salivary glands, of one female
mosquito specimen belonging to Anopheles gabonensis (a species recently discovered in the
Gabonese forest [29]) and in one Anopheles vinckei sample (Figure 2). We found parasites from
lincage B most frequently (11 times) in mosquitoes belonging to six Anopheles species
[Anopheles carnevalei (one specimen), Anopheles coustani (one specimen), An. gabonensis
(four specimens), Anopheles obscurus (three specimens), An. vinckei (one specimen) and An.
sp. (one specimen)]. Two specimens (identified as An. gabonensis and An. obscurus) harbored
the parasites in the salivary glands (Figure 2). This strongly suggests that lincage B parasites
can complete their life cycle within An. gabonensis and An. obscurus and produce infective
forms (i.e., sporozoits that can be inoculated in a mammalian host with the saliva during blood
feeding). Although we do not have any evidence about the viability of such sporozoits, we
hypothesize that these two mosquito species might contribute to the transmission of lineage B

parasites.

Moreover, anopheline mosquitoes, but not vertebrate specimens, were infected also by
two other Haemosporida lineages (C and D) that are phylogenetically related to lineages A and
B (Figure 2). We found lineage C six times in Anopheles specimens belonging to three species:
An. coustani (one specimen), Anopheles marshallii (three specimens) and Anopheles moucheti
(two specimens). The identification of lineage C parasites in the salivary glands of An.
marshallii (one specimen) and An. moucheti (one specimen) suggests a potential role as vectors.
Conversely, we detected lineage D only in one 4An. obscurus specimen. For lineages C and D,
the nature of their vertebrate host remains to be discovered. However, the parasites were

recovered in Anopheles species that are known to have mainly a mammalophilic feeding
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behavior [30]. This suggests that mosquitoes might have acquired such parasites from

mammalian hosts.

Our findings highlight several features of the ecology of these lineages. First, these parasites
are not host-specific because they can infect a variety of hosts, including different species of
antelopes. The propensity of ungulate haemosporidian parasites to infect different hosts was
previously described [27, 31, 32] and led to the hypothesis [27] that P. cephalophi and P. brucei
could be more widely distributed and possibly present also in other African antelopes.
Moreover, their host range might not be restricted only to antelopes because lineage B includes
parasites detected also in other orders, such as Pholidotas (pangolin) or Primates (Cercophitecus
sp.) [20]. Whether these non-ungulate species are frequent hosts of these lineages or only
accidental hosts remains to be clarified. Previous studies on African monkeys rather support
the second hypothesis because only one monkey, among the several hundred individuals

studied, was found to be infected by parasites belonging to lineage B [20, 21].

Second, our results suggest that some sylvan Anopheles species could serve as vector
for these lineages. Indeed, we found that at least four Anopheles species (two species for lineage
B and two for lineage C) might support the transmission of this group of parasites in forests.
Other Anopheles species also were infected by these lineages, but we currently have no
evidence that they serve as vectors (the parasite Cyt-b gene sequence was detected only in the
whole body and not in salivary glands). Very little is known about the biting behavior of sylvan
Anopheles and about the vertebrate hosts that constitute their preferred source of blood [33].
Zoophilic species, such as An. vinckei and An. gabonensis, were previously shown to transmit
zoonotic Plasmodium parasites, including those circulating among great apes and rodents [29,
33, 34]. Our study suggests that these species also bite ungulates. This indicates that, concerning
their blood meal, An. vinckei and An. gabonensis are opportunistic rather than specialized. Such

a propensity to bite a wide range of hosts is probably an adaptive trait in response to temporal
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fluctuations of host diversity and density in forest environments. This feature could enhance
the possibility for cross-species transfer of parasites and could explain the parasite propensity
to infect different host species. In addition, the panel of Anopheles species infected by these
newly described haemosporidian lineages encompassed mosquito species with a well-known
anthropophilic feeding behavior (sometimes very pronounced, such as in An. marshallii or An.

mouchetii [33]).

Finally a phylogenetic analysis of the relationship between the Cyz-b sequences of the
haemosporidian parasites obtained in our study and reference sequences (Table S1) indicated
that the phylogenetic position of the four newly described haemosporidian lineages was closer
to bird parasites than to other mammalian parasites (Figure 2). According to the current
Haemosporida classification, all species infecting mammals belong to different genera within
the Plasmodiidae family [2]|. However, molecular data are lacking for several species identified
in bats or flying squirrels (e.g., Biguetiella, Dionisia, Bioccala and Rayella) and they were never
included in modern phylogenies. Previous molecular-based studies proposed that most
Plasmodiidae mammalian parasites (i.e., the genera Plasmodium and Hepatocystis) belong to a
single monophyletic clade and are transmitted by anopheles (e.g., [24-26]), with the exception
of some bat parasites (genera Polychromophilus and Nycteria). It was suggested that parasites
of the genus Polychromophilus in bats could be the result of a secondary invasion of mammals
and that they derived from avian or reptile parasites (sauropsid Plasmodium) and were
transmitted by bat flies [35]. The origin of Nycteria parasites is less clear and needs to be further
investigated. Particularly, it is unclear whether they represent another case of host switch or an
ancient mammalian Plasmodium lineage. The surprising phylogenetic position close to bird
parasites of the four lineages described in our study suggests that at least one additional invasion
of mammals has occurred during the evolutionary history of Plasmodiidae. This invasion

occurred in ungulates and could have been congruent with a switch to anopheline mosquitoes.
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This scenario is robust because we observed a globally similar phylogenetic position of this
new ungulate clade inside the Polychromophilus/sauropsid Plasmodium clade also when
different rooting strategies were considered (Figure 2 and supplementary Figure 1). Whether
this is another independent host switch from sauropsid Plasmodium or whether this clade is
more related to Polychromophilus parasites remains to be further investigated. A remaining
question concerns the origin of the four lineages and the roles played by the vertebrate hosts

and their vectors in their evolution and diversification.

Besides these four lineages discovered in antelopes and/or sylvan mosquitoes, we
identified two additional lineages in the bushmeat samples: one in a bird sample and the other
in two tortoise specimens. The bird lineage was related to parasites of the Haemoproteus genus
[36] and the turtle lineage to the Haemocystidium genus [2, 36]. More data on these groups of
vertebrates are required to determine whether these last two lineages are new [2, 25, 36]. Indeed,

the current data and those available in the literature are too scarce to conclude with confidence.

Conclusion

In this study, we identified four new haemosporidian molecular lineages that belong to
the Plasmodiidae family and that might be transmitted by Anopheles mosquitoes. Concerning
their vertebrate hosts, two of the lineages (A and B) can infect several mammalian species. The
vertebrate hosts of the other two lineages (C and D) remain to be identified. None of these four
lineages could be matched against reference sequences, although several species of
haemosporidian parasites were previously described in African antelopes, but only based on
their morphological features. As a consequence, and in agreement with other authors (e.g., [2]),
we think that it is now crucial to rapidly undertake a complete re-evaluation of the taxonomy
of these protozoa in the different groups of vertebrates with a particular attention to the genus

Plasmodium. Indeed, this genus includes some species that are more genetically distant between
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them than they are with species belonging to other genera. Ideally, this re-evaluation should be
done using the different criteria of phenotypic similarities, the concept of biological species
and, most importantly, the concept of phylogenetic species [2, 10]. Such a re-evaluation is

critical to our understanding of host-pathogen evolution in this group of parasites.

Material and Methods

Wildlife screening

To analyze the diversity of haemosporidian parasites circulating among wild vertebrates
in Gabon (Central Africa), we screened several bushmeat samples from wild animal species
collected by the CIRMF (Centre International de Recherches Médicales de Franceville) in eight
provinces of Gabon (Figure 1) between 2009 and 2013. Most bushmeat samples (n=347) were
obtained from officers of the provincial direction of the Gabon Ministry of Water Affairs and
Forestry after their seizure because of illegal hunting and 145 from bushmeat salesmen during
hunting periods. Species identification was performed by visual inspection according to the
Kingdom Field Guide to African Mammals [37] and the “Guide des Reptiles du Gabon™ [38].
Biological samples of interest (whole blood, liver or spleen) were taken and kept in liquid
nitrogen until delivery to the CIRMF where they were stored at -80°C for molecular analyses.
For each selected animal, total DNA was extracted from approximately 200ul of blood or

100mg of liver/spleen according to the procedures described in [21] and [39], respectively.
Ethic statement

The study was conducted in Gabon outside protected areas. All samples were collected
from dead animals only (bushmeat). Some animal carcasses confiscated from poachers by

Gabonese authorities (Fauna and Hunting Department, Ministry of Water Affairs and Forestry,
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Environment and Sustainable development of Gabon) belonged to protected species (e.g., water
chevrotain). Samples obtained from bushmeat salesmen were all collected during the authorized
hunting season of non-protected species only and only in public markets. No money was given
to the salesmen in exchange of the pieces of tissues from the animals. All samples were
collected for a CIRMF project aiming at identifying the natural reservoir of Ebola virus. New
samples were not collected for this study. All work was carried out with the authorization from
the Gabonese Ministry of Water Affairs and Forestry (Département de la Faune et de la Chasse
- Authorization N°005/MEFEDD /SG/DGEF/PEFWN, N°001/MEFEDD/SG/DGEF/PEENY,
N°108/MEFEDD/SG/DGEF/ PEFOL and N°016/MEFEDD/SG/DGEF/PEFMO) and the
Gabonese Ministry of Higher Education, Scientific Research and Innovation (Centre National
de la Recherche Scientifique et Technique - Authorization N°AR0031/09 /MENESRESI/

CENAREST/CG/CST/CSAR).
Mosquito sampling

Mosquitoes were sampled in two wildlife reserves in Gabon: the Lopé National Park
(Ogooué-Ivindo province) and the private park of La Lékédi, near Bakoumba (Haut-Ogooué
province). At both sites (Figure 1), we carried out a longitudinal survey of sylvan Anopheles
using CDC light traps placed in several sites of the forest between Spm to 7am from October
2012 to December 2013. Mosquitoes were morphologically identified using identification keys
[40]. Salivary glands of females Anopheles were separated from the rest of the body. All
samples were stored in liquid nitrogen and transferred to the CIRMF where they were kept at -
80°C. In total, 2,184 females of Anopheles were collected that belonged to 17 species. An.
marshallii (47.9%), An. vinckei (20.7%) and An. moucheti (15.1%) mosquitoes constituted most
of the captures. The other Anopheles (14%) belonged to other species and only 2.3% of

Anopheles could not be identified (Figure 3).
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Molecular analyses

Total DNA was extracted from bushmeat tissues, mosquito bodies and salivary glands
with the DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) and used as template for the PCR-based
detection of haemosporidian parasites. For this, we used a previously described protocol [16]
based on the amplification and sequencing of a portion of the parasite Cyt-b gene. All amplified
products (10 pl) were run on 1.5% agarose gels in TBE buffer. Amplicons were then sequenced

by Eurofins MWG (Germany).

For species identification, each sequence was compared to a list of reference sequences
obtained from GenBank (http/www.ncbi.nlm.gov/) (Supplementary Table 1). Because
amplicons with chimeric sequences can form during PCR amplification of DNA from samples
with multiple infections, similarity plot analyses were performed on the nucleotide alignments
generated with the new and all reference sequences using the SIMPLOT package version 2.5
[41] and a sliding window of 80 nucleotides (nt) moved in steps of 10 nt. Once verified that
the amplicons did not contain chimeric sequences, phylogenetic analyses were done after
multiple alignments of the obtained partial Cyt-b sequences (705 nucleotides) and of the
Genbank reference sequences using ClustalW (v 1.8.1 in BioEdit v.7.0.9.0. Software) [42].
Maximum Likelihood (ML) methods were used for tree construction [16]. The best-fitting ML
model based on the Akaike Information Criterion was GTR (General Time Reversible) +
Gamma + I (invariant sites), as determined using ModelTest [43]. The highest-likelihood DNA
tree and the corresponding bootstrap support values were obtained by using PhyML |44, 45]
(freely available at the ATGC bioinformatics platform http://www.atgc-montpellier.fr/) using
NNI (Nearest Neighbor Interchange) + SPR (Subtree Pruning Regrafting) branch swapping and
100 bootstrap replicates. Recently, the choice of outgroup to use to root the tree of

haemosporidian species has been a matter of debate. In our study, ML trees were rooted: (i)
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using Toxoplasma spp. and Eimeria spp.; and (ii) using Leucocytozoon spp. Finally, BEAST
[46] was used to implement a Bayesian outgroup-free method to construct the tree with relaxed
molecular clock assumptions with the following priors: GTR+G [four categories] + I, Yule tree
prior, 10 000 000 generations, sampling every 1000™ tree with 10% Burn in. One advantage of
estimating a phylogeny using a relaxed clock is that an estimate of the position of the tree root

can be obtained.
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Figure legends

Figure 1. Location of the Gabon provinces where bushmeat samples were collected (OL:
Ogooue-Lolo; OM: Ogooue-Maritime, OI: Ogooue-Ivindo, NG: Ngounie; NY: Nyanga; HO:
Haut-Ogooue; MO: Moyen-Ogooue; WN: Woleu-Ntem) and of the two wildlife reserves where
the longitudinal survey of sylvan Anopheles was carried out (LOP: La Lopé and LEK: La

Lékédi).

Figure 2. Phylogenetic relationships between the Cyt-b sequences of haemosporidian parasites
obtained in our study and reference Cyz-b sequences (names in black) from existing databases.
The tree was constructed using a Bayesian outgroup-free method with relaxed molecular clock
assumptions. The names of our isolates include: 1) the abbreviation of the sampling site (LOP:
La Lopé and LEK: Lékédi) or province (OL: Ogooue-Lolo; OM: Ogooue-Maritime, OI:
Ogooue-Ivindo, NG: Ngounie; NY: Nyanga; HO: Haut-Ogooue; MO: Moyen-Ogooue; WN:
Woleu-Ntem), 2) the sample number, 3) the name of the host species in which it was found
(vertebrate host or anopheles) (for instance, OL115-Cepholophus monticola), 4) SG if the
parasite was detected in the salivary glands (for anopheles only). The tree was built based on
757 bp-long Cyt-b sequences. Branch colors indicate different groups of vertebrates. More

details on the different reference sequences can be found in Supplementary Table 1.

Figure 3. Diversity of Anopheles mosquitoes collected in the two wildlife reserves (La Lopé
and La Lékédi) in Gabon from October 2012 to December 2013. Only species representing
more than 1% of the entire population are indicated. The other species are grouped in the “other

species” category.
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Table 1. Host species screened for the presence of haemosporidian parasites, number of tested vertebrate samples and number of specimens

harboring a parasitic cytochrome B (Cyz-b) gene sequence and parasite lineage.

Vertebrate class Common Name Host species Tested Cyt-b-positive Haemosporidian lineage
specimens specimens (n. of positive samples)

Peters’s duiker Cephalophus callipygus 19 1 Lineage A (1)

Black-fronted duiker Cephalophus nigrifrons 6 1 Lineage A (1)

Blue duiker Cephalophus monticola 170 13 Lineage A (7)

Lineage B (6)

Bay duiker Cephalophus dorsalis 59 12 Lineage B (12)

Pangolin Phataginus tricuspis 38 1 LineageB (1)

Sitatunga Tragelaphus spekei 10 -
Mammals Red river hog Potamochoerus porcus 10 - -
African brush-tailed Atherurus afvicanus 68 _ _
porcupine
African civet Civettictis civetta 8 - -
African palm civet Nandinia binotata 25 - -
Water chevrotain Hyemoschus aquaticus 9 - -
African bush squirrel Paraxerus poensis 6 - -
Gambian pouched rat Cricetomys gambianus 10 - -
Black guineafowl Agelastes niger 10 - -
Birds Black-casqued hornbill Ceratogymna atrata 9 1 Haemoproteus-like (1)
African collared dove Streptopelia roseogrisea 2 - -
Forest hinge-back tortoise Kinixys erosa 14 2 Haemocystidium-like (2)

Rep tiles Nile monitor Varanus niloticus 4 - -
Dwarf crocodile Osteolaemus tetraspis 7 - -
African rock python Python sebae 6 - -
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Supplementary data
Figure legend
Figure 1

Phylogenetic relationships between the Cyz-b sequences obtained in our study (in brown) and
reference sequences from existing databases. The trees were built based on 757 bp long
cytochrome B (Cyt-b) sequences using Maximum Likelihood methods. Branch colors indicate
different groups of vertebrates. A) the maximum likelihood tree was rooted using
Leucocytozoon spp.. B) the tree was rooted using Eimeria spp. The names of our isolates
include: 1) the abbreviation of the sampling site (LOP: La Lopé and LEK: Lékédi) or province
(OL: Ogooue-Lolo; OM: Ogooue-Maritime, OI: Ogooue-Ivindo, NG: Ngounie; NY: Nyanga;
HO: Haut-Ogooue; MO: Moyen-Ogooue; WN: Woleu-Ntem), 2) the sample number and 3) the
name of the host species in which it was found (vertebrate host or anopheles) (for instance,
OL115-Cepholophus monticola), 4) SG if the parasite was detected in the salivary glands (for

anopheles only).
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Supplementary Figure 1 A
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Supplementary Figure 1 B
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QUATRIEME PARTIE

DISCUSSION ET
CONCLUSION



DISCUSSION GENERALE

Mon travail de thése qui avait pour but de «Déterminer la diversité plasmodiale chez les
PNH du Gabon, de comprendre leur écologie et de mettre en évidence les éventuels transferts
inter-espece» a €t¢ mené sur des populations de primates non-humains (sauvages, en semi-
liberté et en captivité) et sur des populations humaines vivant en contact étroit avec ces PNH.
I1 a également porté sur d’autres especes de la faune sauvage du Gabon. Elle apporte une pierre
a I’édifice pour une meilleure compréhension de ces agents pathogenes, leur distribution et leur
transmission. Il doit inciter a la mise en place d’une veille sanitaire dans cette région d’ Afrique
malheureusement «riche» en pathogeénes en général et en particulier en Plasmodium. Les

principaux résultats obtenus lors de ce travail de thése sont discutés ci-dessous.

Diversité de Plasmodium en circulation chez les primates non humains

A T1’aide des méthodes non-invasives et invasives de collecte d’échantillons combinées
aux outils moléculaires, nous avons mis en évidence la diversit¢ des Plasmodium spp en
circulation chez les primates non-humains au Gabon (Articles 1 et 2). Les lignées plasmodiales
répertoriées appartiennent a deux sous genres, le sous genre Laverania et le sous genre

Plasmodium (Gonzalez et al., 2013).

Six espéces au minimum de Laverania circulent chez les primates non-humains,
notamment chez les grands singes (gorilles et chimpanzés) du Gabon : P. gaboni, P. reichenowi
et P. billcollinsi pour les chimpanzés et chez les gorilles nous avons également trois especes :
P. adleri, P. blacklocki et P. praefalciparum qui est le plus proche parent de P. falciparum qui
infecte les hommes. Le sous genre Plasmodium est représenté par les variants de trois lignées
qui infectent ’Homme, il s’agit notamment de P. ovale-like, P. malariae-like et P. vivax-like
qui infectent gorilles et chimpanzés, mais aussi, deux especes (P. gonderi et P. sp. Daj-2004)
de ce sous genre circulent chez les petits singes du Gabon. Ainsi, au moins 11 lignées

plasmodiales circulent chez les PNH du Gabon.

Nos résultats sont en accord avec les études récentes qui décrivent une diversité
plasmodiale exceptionnelle chez les singes africains (Rayner et al., 2011, Liu et al., 2010,
Prugnolle et al., 2010, Kaiser et al., 2010). Cette diversité est plus prononcée chez les grands
singes avec environ 9 especes plasmodiales en circulation au Gabon, tandis que les petits singes
sont infectés par deux especes du sous genre Plasmodium. 11 a été rapporté une infection a P.

praefalciparum chez un Cercopithecus nictitans au Gabon en 2011 (Prugnolle et al., 2011d).
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Comment s’est mise en place une si grande diversité chez les grands singes au cours de

leur histoire évolutive ?

Concernant I’origine de la diversité des especes du sous-genre Laverania, nous pensons
que I’existence d’une telle diversité plasmodiale serait le résultat d’une trés longue histoire
évolutive entre Plasmodium et hotes (Anophéles et vertébrés). En effet la dépendance de ce
parasite a ses hotes induit nécessairement que son évolution est intimement liée a celle de ces
derniers. Ainsi au cours de 1’évolution du systéme hote/parasite, les protagonistes vont évoluer,
se diversifier et voir leur association se pérenniser ou étre perdue. Nous pensons que la situation
actuelle observé chez les grands singes pourrait s’expliquer par trois événements évolutifs : la
cospéciation, un changement d’hdtes et encore la duplication (spéciation indépendante)

(Prugnolle et al., 2011a, Giraud et al., 2008).

La (i) cospéciation peut étre a I’origine d’une telle diversité, dans le cas d’une spéciation
de I’hdte qui entraine également une spéciation concomitante’ du parasite. Cette situation peut
se produire lors d’une spéciation allopatrique'® de 1’hdte qui est le fruit d’une barriére
géographique conduisant a un isolement des populations. Mais elle peut s’étendre a toutes
barriéres extrinséques comme par exemple le vecteur qui a un role important dans la circulation
des parasites. En effet, si les vecteurs sont des espéces de moustiques différentes suivant les
especes hotes, les Plasmodium ne pourront pas changer d’espéces hotes méme si plusieurs

espéces sont sympatriques'! (Giraud, 2006a, Giraud, 2006b).

Le deuxieme éveénement qui pourrait étre a 1’origine de cette diversité est (ii) un
changement d’hotes c’est-a-dire a la colonisation d’un nouvel hote par un parasite. Le troisiéme
et dernier éveénement évolutif pouvant expliquer la diversité du sous genre Laverania est (iii) la
duplication ou encore spéciation indépendante qui se référe a une spéciation du parasite au sein
d’un hote, en absence de spéciation de I’hote. Cette situation peut se produire lorsque le flux de

genes entre populations de parasites est moindre qu’entre populations d’hdtes.

Ainsi, ces phénomenes énumérés au-dessus peuvent €tre a 1’origine de I’extraordinaire
diversité¢ de Plasmodium rencontré chez les grands singes africains. Toutefois, selon nous le
phénomene de cospéciation ne pourrait pas €tre a 1’origine de cette diversité, car si la

cospéciation était a 1’origine de cette diversité, la phylogénie des parasites répondrait a la

° Concomitante : qui se produit en méme temps

10 Allopatrie est I’isolement géographique de deux populations d’'une méme espéce

1 Sympatrique : désigne I’existence de deux espéces phylogénétiquement proches, vivant sur un méme territoire, mais
n’ayant pas de descendance.
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phylogénie des hotes, ce qui n’est pas le cas au regard de phylogénie actuelles (voir (Boundenga
et al., 2015, Prugnolle et al., 2011b, Prugnolle et al., 2010)). Cette diversité serait alors, le
résultat d’éveénements plus complexe qui se seraient produit il y a trés longtemps. Les
évenements évolutifs comme le saut d’hdte (changement d’hotes) et la spéciation allopatrique
expliqueraient mieux cela. Néanmoins des études poussées de datation par exemple des
différents éveénements seraient adaptés pour éclairer cette hypothése. Il faudrait également
mieux comprendre I’histoire évolutive des différentes espéces hotes (gorilles, chimpanzés et

vecteurs).

Du point de vue écologique, pour ce qui est des parasites du sous genre Laverania,
aucune espéce n’a été trouvée capable d’infecter les deux hotes (chimpanzés et gorilles) en
milieu naturel. L hypothése défendue par certains est qu’il existe une spécificité d’hote
apparente chez les parasites dudit groupe (Wanaguru et al., 2013, Rayner et al., 2011, Liu et
al., 2010) et que celle-ci seraient régit par des mécanismes d’interaction entre certaines
protéines qui seraient situées a la surface du parasite et d’autre protéines situées a la surface des

cellules hotes (Wright and Rayner, 2014).

Il a été suggéré que c’est I’antigéne majeur-175 (EBA-175) du parasite et les
glycophorines-A de 1’hote qui seraient a 1’origine de cette spécificité d’hote (Martin et al.,
2005). Cette hypothése a toutefois été remise en cause par des études récentes qui suggerent
que c’est ’interaction entre RH5 (Reticulocyte binding protein homologue 5) chez le parasite
et BSG (la basiginine) chez 1’hdte qui serait impliquée dans la spécificité d’hote (Otto et al.,
2014, Wright and Rayner, 2014, Wanaguru et al., 2013). Nous pensons que, les facteurs
génétiques ne seraient pas les seuls facteurs responsables de la spécificité hotes chez les
Laverania, mais que des facteurs écologiques comme ’occupation du milieu par les especes
hotes, ou les préférences trophiques des vecteurs pourraient avoir un role a jouer dans cette

spécificité (Boundenga et al., 2015, Paupy et al., 2013, Prugnolle et al., 2011a).

Curieusement, pour ce qui est des parasites du sous-genre Plasmodium (non-Laverania),
ils semblent ne pas présenter de difficultés a infecter les gorilles et les chimpanzés. Une étude
récente fait ainsi état de la capacité de P. knowlesi a s’adapter pour infecter les globules rouges
de tout age, pour permettre leur prolifération au sein de I’hdte (Paul et al., 2015, Lim et al.,
2013). Au regard des données actuelles sur P. vivax dont ’invasion de globule rouge est
déterminé par la présence de récepteurs Duffy (Choe et al., 2005, Chitnis and Miller, 1994) qui

sont les seuls portes d’entrée de ce parasites connue. Si P. vivax est trouvé chez les gorilles,
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chimpanzés ou méme chez les populations caucasiennes comme le révéle une étude récente

(Prugnolle et al., 2013), cela suggérerait que ces hotes possédent les récepteurs qui facilitent

son introduction dans les hématies. P. malariae et P. ovale restent peu connue et aucune étude

n’a examiné leurs caractéristiques moléculaires (Délicat-Loembet et al., 2015). Nous en

connaissons peu sur I’interaction de ces parasites avec les cellules de I’hdte, alors nous pensons
. . . . n . y . .

que des études complémentaires doivent étre faites afin d’estimer leur potentiel zoonotique et

avoir une meilleure compréhension de ces parasites qui semblent &tre négligés.

Transfert inter espece chez les hominidés

Cependant malgré la spécificité d’hote observée chez les Plasmodium spp du sous-genre
Laverania en milieu naturel, nous avons mis en évidence des échanges de parasites entre
chimpanzés et gorilles, entre homme et chimpanzé et mais aussi entre Homme et mandrill

(Figure 34).

Figure 34: Schéma retragant les transferts observés durant I'étude

Sachant que le transfert d’un parasite d'un hote a l'autre dépend d’une combinaison de
plusieurs facteurs tant écologiques que génétiques. En effet, cela nécessite (i) tout d'abord,
d’avoir un contact de 1'hdte receveur avec le nouvel agent infectieux, (ii) la transmission de

l'espece hote donneur vers 1'hote receveur. Dans le cas des espéces de Plasmodium, cette étape
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nécessite 'intervention d'un hote de médiation qui est un moustique vecteur. (iii) enfin, le

passage de la barriere d’espéces.

Des ¢études, en plus de la notre (Article 2), montrent que le franchissement de barriére
d’hote par P. falciparum dans un environnement ou PNH et Homme sont contraints a vivre
ensemble est possible (Pacheco et al., 2013, Duval et al., 2010, Kriefet a/., 2010). Nous pensons
que P’aptitude qu’a ce parasite a franchir les barriéres d’hotes est due a sa forte variabilité
génétique, qui lui confére une capacité d’adaptation extraordinaire a de nouveaux
environnements hétérogenes (Mackinnon and Marsh, 2010, Gardner et al., 2002) (Gardner et
al., 2002, Mackinnon and Marsh, 2010). L absence d’infection a P. falciparum chez les gorilles
s’expliquerait par le fait que la BSG (Basigin) qui détermine le tropisme de ce parasite serait
trop différente de celle qu’on trouve chez I’homme chez cette espéce (Wanaguru et al., 2013)

conduisant a une interaction (PfRH5-BSGyorilie) de mauvaise qualité.

Pour ce qui est des échanges entre grands singes, 1’absence de transferts en milieux
naturels serait due au fait que ces conditions énumérées au-dessus ne sont que trés rarement
réunies. Par contre dans les environnements confinés type sanctuaires, il est possible
d’enregistrer des échanges de pathogeénes car les espéces sont contraintes de vivre ensembles.
Ce qui pourrait soutenir le role de facteurs écologiques dans le transfert de Plasmodium entre

anthropoides (Boundenga et al., 2015, Délicat-Loembet et al., 2015, Paupy et al., 2013).

Dans le cas de l'existence d'une barriére génétique qui déterminerait les interactions
ligand/récepteur dans 1’invasion d’héte vertébré (Otto et al., 2014, Wright and Rayner, 2014,
Wanaguru et al., 2013), le passage de parasites de gorilles vers les chimpanzés et vice versa ne
seraient possible que si: (i) une mutation se serait produite sur la protéine localisé a la surface
du parasite le conduisant a se fixer au récepteur de 1’hote et permettre ainsi son invasion ; (ii)
les mécanismes de défense de I'hdte pourraient étre défaillants et auraient permis 1’invasion des
érythrocytes, (iv) mais également, les vecteurs comme An. vinckei auraient pu jouer le role de
pont dans cet échange des parasites comme suggérer par (Paupy et al., 2013). Ainsi, cette
barriére génétique n’est pas totalement imperméable, et pourrait étre franchie par les Laveranias

lorsque toutes les conditions favorisant les transferts sont remplies.

Pour ce qui est des transferts singes vers I’Homme, notre étude consolide les résultats des
¢tudes récemment réalisée au Cameroun et Gabon dans lesquelles aucune preuve de
Plasmodium simiens circulant dans la population humaine n’a été détectée (Délicat-Loembet et

al., 2015, Sundararaman et al., 2013). Cette absence de souches simiennes dans la population
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gabonaise pourrait s’expliquer premiérement par le fait qu’il n’y ait pas des vecteurs qui soient
susceptibles de jouer le role de pont entre les deux especes hotes. Ce qui semble étre en
contradiction avec les observations faites dans la méme région décrivant le role potentiel
d’Anopheles mouchetii et Anopheles vinckei qui sont les seuls moustiques sylvestres trouvés

infectés par des Plasmodium simiens (Paupy et al., 2013).

Deuxiémement, I’absence d’infection d’origine simienne chez les populations humaines
pourrait également s’expliquer par la spécificité d’hote (Otto et al., 2014, Wright and Rayner,
2014, Wanaguru et al., 2013, Martin et al., 2005). Toutefois, au-dela du groupe des Laverania,
les grands singes sont également naturellement infectés par les parasites du sous-genre
Plasmodium'?, a savoir P. malariae-Like, P. ovale-Like et P. vivax-Like (Liu et al., 2014,
Prugnolle et al., 2013, Kaiser et al., 2010, Duval et al., 2009) qui sont connus pour étre
naturellement plus enclins a infecter une multiplicité d'espéces hotes (Délicat-Loembet et al.,
2015). L’absence de ces espéces chez ’homme nous améne a conclure que, vu le nombre
décroissant de grands singes, ces derniers ne constituent pas de réservoirs de Plasmodium pour

les humains.

Ainsi la proximité créée par la cohabitation de plusieurs espéces hotes favoriserait les
¢changes des Plasmodium spp entre les différentes espéces. Sachant que dans les milieux
naturels les PNH partagent leur habitat avec d’autres animaux, pourrait-il y avoir des échanges
de parasites entre ces animaux et les PHN. En d’autres termes, seraient-ils capables d’échanger
des lignées plasmodiales avec les autres animaux de la faune sauvage? Autre question demeure
notamment celle de savoir si les infections a Plasmodium chez les grands singes ont des effets
délétere sur ces derniers, en d’autre terme quelles sont les effets des infections a Plasmodium

sur la santé de grands singes ? Ces questions sont discutées a la suite.
Virulence des Plasmodium simiens

Les grands singes sont porteurs d’une large diversité de protozoaires du genre
Plasmodium dont au moins six especes appartiennent aux Laveranias (Boundenga et al., 2015,
Prugnolle et al., 2011c), sous-genre auquel appartient P. falciparum, 1’agent le plus virulent
chez ’homme. La question de la pathogénicité¢ des Plasmodium spp et de leurs effets sur la
santé des grands singes reste sans réponse. Il est encore difficile de savoir si les Plasmodium

spp des singes sont virulents ou si les singes font la maladie ou pas quand ils sont infectés

12 Sous genre Plasmodium équivaut aux Plasmodium non-Laverania :GONZALEZ, J. P., PRUGNOLLE, F. & LEROY, E.
2013. Men, primates, and germs: an ongoing affair. Curr Top Microbiol Immunol, 365, 337-53.
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(Prugnolle et al., 2011a). La proximité génétique de ces Plasmodium spp avec des parasites
humains, en particulier P. falciparum, souléve des inquiétudes quant a I’effet de ces parasites
sur la santé des gorilles et chimpanzés. Au cours de notre étude, un jeune chimpanzé a été trouvé
infecté par P. reichenowi et présentait tous les symptomes d’un sujet naif (Herbert et al., 2015).
Ce qui est décrit ici comme la premicre infection naturelle de Plasmodium simien associé a des
symptomes de paludisme aigu (Article 3), semble étre en accord avec les observations faites
chez les primates non-humains lors des infections expérimentales avec P. knowlesi (Unwin et
al., 2005), sachant que certains parasites entrainent une morbidité et ou une mortalité¢ de leur
hote (Zsolt 2006). Ainsi nous pouvons conclure que les infections a Plasmodium ont des effets
déléteres chez les grands singes. Il reste toutefois a déterminer si ces symptomes sont fréquents

et s’ils peuvent entrainer la mort, comme c’est le cas pour P. falciparum chez I’homme.

Nouvelles lignées des parasites du paludisme dans la faune sauvage et potentiels

transferts.

La recherche d’Haemosporidies dans la faune sauvage coexistant avec les primates non-
humains nous a permis de mettre en évidence quatre nouvelles lignées jusqu’a ce jour inconnues
(Article 4). Ces quatre lignées dont deux lignées ont été identifiées en méme temps chez les
artiodactyles du genre Cephalophus et chez les anophéles (Lignée A et Lignée B) et les deux
autres lignées ont été identifiées chez les anopheles (Lignée C et Lignée D). En outre, au cours
de la méme étude nous avons identifié les vecteurs ou les vecteurs potentiels (au moins 8
especes d’Anopheles) responsables de la circulation de ces lignées en milieu naturel. Aucun

Plasmodium d’origine simienne n’a été détecté chez les autres animaux de la faune sauvage.

D'un point de vue évolutif, la découverte de ces lignées et leur position phylogénétique
change complétement ce que nous savions sur I'évolution de Hémosporidies des mammiféres
(Martinsen et al., 2008, Perkins and Schall, 2002, Escalante et al., 1998). En effet, plusieurs
¢tudes avaient proposé que les Hémosporidies avaient colonisé¢ et connue une radiation
évolutive une seule fois chez les mammiféres. Cette radiation avait coincidé avec 1’utilisation
des anopheles, des insectes mammalophiles, comme vecteur. Les parasites du genre
Polychromophilus de chauves-souris transmis par des Nycteribiidae ont été suggérés comme
¢tant la seule invasion secondaire de mammiferes, provenant de parasites aviaires et de reptiles
(Schaer et al., 2013, Martinsen et al., 2008). Nos résultats suggerent que cette invasion
secondaire fut en fait suivie par une seconde radiation chez les mammiféres ongulés avec pour

vecteurs les anopheles. Ce qui nous amene a penser que le succes de ces parasites a infecter les
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mammiferes est trés probablement en grande partie 1ié a 1’intervention des anophéles comme
vecteurs. La question qui demeure concerne 1'origine des trois lignées et les roles joués par les

hotes vertébrés ou les vecteurs dans leur évolution.

D'un point de vue écologique, plusieurs aspects de I'écologie de ces lignées ont été
révélés. Tout d'abord, elles ne sont pas spécifiques a un hote et peuvent infecter une variété
d'espéces hotes, y compris les différentes espéces d'antilopes. Une telle propension a infecter
différents hotes avait déja été remarquée dans les études antérieures (Garnham and Kuttler,
1980, Garnham, 1969, Keymer, 1966). Nous pensons que deux de ces lignées pourraient bien
étre Plasmodium cephalophi et Plasmodium brucei qui ont été observés chez les antilopes, mais
aucune donnée nous permet de I’affirmer. Deuxiémement, au vu de nos résultats, nous pensons
que la distribution de ces lignées couvre celle des hotes. Garnham et Kuttler (1980) faisaient
¢tat d’une distribution plus large de P. cephalophi et P. brucei et que leur présence dans d'autres

antilopes aftricaines étaient trés probable (Garnham and Kuttler, 1980).

Toutefois, le spectre d'hotes n’est pas limité aux antilopes. En effet, la Lignée B qui
semble étre le plus diversifiée a été trouvée chez les pangolins, et une souche retrouvée chez
Cercopithecus nictitans, un petit singe, au Cameroun (Ayouba et al., 2012) est quasi identique
génétiquement aux souches de cette Lignée B. Que ces espéces hotes non-ongulés soient des
hoétes naturels et fréquents de ces lignées ou représentent des hotes accidentels reste néanmoins
a étre déterminé. Cependant, des études antérieures réalisées sur des singes africains pourraient
soutenir I’hypotheése qu’il s’agirait plutdt d’une infection accidentelle car seulement un singe a
¢été signal€ infecté par cette lignée sur plusieurs centaines d'individus étudiés (Ayouba et al.,

2012, Prugnolle et al., 2011d).
Implication dans la conservation et dans I’éco-tourisme

La conservation est un processus qui vise a promouvoir la préservation des especes
animales (Christoff, 1996). Toutefois, ces systeémes établis pour la préservation de la faune
sauvage, a la lumiere des données actuelles, ne sont pas sans conséquences sur la santé humaine
et animale en général et des grands singes en particulier du fait du passage possible d’agents
infectieux entre ces différents compartiments hotes (Woodford et al., 2002). Cependant, la
capacité des agents pathogenes a franchir la barriére d’hote n’est pas un phénomeéne nouveau.
Le contact accru entre I’Homme et les grands singes a fait penser a certains que les
conséquences engendrées par la conservation emporteraient sur les avantages (Kondgen et al.,

2008). Une grande partie des maladies infectieuses qui touchent ’Homme sont d’origines

152



simiennes (Keita et al., 2014). Des études récentes ont révélées que la mort de plusieurs grands
singes en Afrique de I’ouest était liée a des agents infectieux d'origine humaine (Kéndgen et
al., 2008, Kaur et al., 2008, Woodford et al., 2002). Méme si le réle de I'Homme comme
réservoirs d'agents pathogénes n’a pas encore €té clairement établi (Reid et al., 2006), celui-ci

est susceptible ou capable de transférer ses pathogeénes aux grands singes.

Dans le cas relatif aux Plasmodiums, au regard de toutes les données sur la transmission
de P. falciparum aux PNH ou méme encore de P. vivax comme montré par (Prugnolle et al/.,
2013), il semblerait que la transmission serait plus probable dans les environnements confinés
de ’homme vers les PNH (Pacheco et al., 2013, Duval et al., 2010, Krief et al., 2010). Sachant
qu’il a été démontré que les grands singes sont susceptibles de présenter les symptomes dus a
une infection a Plasmodium (Herbert et al., 2015), I'hypothése que ces transferts pourraient
avoir des conséquences sur leur sant¢ animale ne doit pas étre exclue. Ces échanges de
pathogenes pourraient causer I’émergence de souches nouvelles dont ’Homme pourrait jouer
le role de catalyseur et conduirait a des problémes de santé publique. Ou encore freiner ou avoir
des conséquences néfastes sur les processus de conservation. Nous suggérons donc que la
réduction des effets des agents infectieux sur la faune sauvage en générale et les grands singes
en particulier passe par une meilleurs collaboration entre les organismes de conservation et les
acteurs de la recherche en maladies infectieuses afin d’établir des stratégies de contrdle visant

a réduire la transmission inter-especes d’agents pathogenes.

Implication des résultats dans le probléme de santé publique

La question que I’on pourrait se poser serait de savoir, quelle est 1’apport de ce
travail dans le processus de lutte contre la maladie infectieuse au Gabon. Pour combattre de
manicre efficace une maladie, il faut la connaitre, essayer en explorant de la comprendre, savoir
comment elle se transmet entre especes, si ¢’est une zoonose et quels sont les facteurs régissant

qui pourraient favoriser sa propagation.

Le Gabon a déja connu plusieurs épidémies dans le passé qui ont eu de I’impact sur la
population humaine. C’est le cas de 1’épidémie d’Ebola, de Chikungunya, de dengue ou zika
(Labouba and Leroy, 2015, Grard et al., 2014, Caron et al., 2013, Leroy et al., 2004), et nous
ne sommes pas a I’abri de 1’émergence de nouvelles épidémies tant les contacts entre
I’Homme et la faune sauvage deviennent de plus en plus fréquents et permanents. C’est
pourquoi, nous pensons qu’une meilleure lutte contre ces maladies infectieuses, dans ce

pays, nécessite entre autre la prise en compte de la compréhension de la biologie des agents
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infectieux et des facteurs environnementaux ou écologique qui pourraient influencer

I’étiologie de certaines pathologies, transmissible ou non.

Il est vrai qu’aujourd’hui il est impossible de prédire ou se passera la prochaine
pandémie de maladie infectieuse, mais aussi I’on peut savoir que [’agent infectieux sera
d’origine d’animal et prospéra dans les grandes villes et peut étre aprés en milieu hospitalisé.
Cette approche systémique de compréhension des maladies, nous permet ainsi de comprendre
et expliquer pour pouvoir en ce qui nous concerne de prévenir de 1I’émergence des nouveaux
parasites d’origines simiens dans la population humaine comme cela a été le cas en Asie du
Sud-Est (Ahmed and Cox-Singh, 2015, Cox-Singh and Culleton, 2015). Nos résultats nous
permettent de conclure que les PNH ne font pas courir des risques aux populations

humaines en termes de santé publique concernant au moins les nouvelles formes de Paludisme.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Jusqu’a trés récemment, aucune donnée sur la diversité plasmodiale des primates non-
humains et les transferts inter-espéces entre ’Homme et ces derniers n’était disponible. Notre
travail a permis des avancées notables dans ce domaine de recherche en démontrant 1’existence
d’une large diversité de Plasmodium qui circule chez les primates non humains (PNH) du

Gabon. Nous avons pu identifier 11 especes de Plasmodium chez les PNH.

Ce travail nous a également permis de mettre en évidence les transferts de parasites de
I’Homme vers les PNH, et de constater qu’aucune lignée simienne ne circule dans notre
population d’étude. Nous avons pu démontrer également pour la premicre fois que la barriere
génétique qui détermine la spécificité d’hdte chez parasites du sous-genre Laverania n’était pas
complétement imperméable car dans les milieux confinés c’est-a-dire de milieux ou I’homme
est contraint de vire avec les primates non-humains (sanctuaires et centre de primatologie) les

transferts sont possibles.

Ces échanges de pathogenes pourraient causer I’émergence de souches nouvelles ce qui
pourrait conduire a de nouveaux problémes en santé publique ou encore freiner ou avoir des
conséquences néfastes sur les processus de conservation. Notre travail a permis de démontrer
pour la premicére fois que les grands singes pouvaient présenter des symptomes caractéristiques

du paludisme a la suite d’une infection naturelle. Enfin, durant ce travail nous avons pu
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caractériser aussi quatre nouvelles lignées d’Hémosporidies qui circulent chez les céphalophes

en milieu sauvage et mais aussi les vecteurs potentiels de ces lignées.

Il n’en demeure pas moins que ces travaux sur la diversité de Plasmodium en circulation
au Gabon doivent étre capitalisés tant les perspectives et piste de recherches sont nombreuses.

En perspective, il serait maintenant nécessaire de

1) mieux comprendre I’origine et I’évolution des parasites du sous-genre Plasmodium (P.

ovale et P. malariae) qui possedent une habilité a franchir les barriéres d’hotes.

2) Comprendre la dynamique d’infection au sein des groupes de primates non humains,
c’est-a-dire déterminer la relation qui existe entre ’infection a Plasmodium et les traits

d’histoire de vie (sexe, age et rang social).
3) Comprendre les événements évolutifs a I’origine de la diversité de Laverania par des

¢tudes poussées de datation des différents événements de spéciation.

4) Caractériser tous les Plasmodium de la faune sauvage afin de proposer une
classification des hémosporidies qui prenne en compte les aspects tant morphologiques que

phylogénétiques.
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Résumé

L’émergence des maladies infectieuses est liée a I’anthropisation croissante et la conquéte par I’homme du milieu
forestier. Les activités humaines augmentent les interactions entre I’Homme et la faune sauvage ce qui a pour
conséquences des échanges de pathogenes. Il devient ainsi crucial et urgent de recueillir des données précises sur
la diversité des agents pathogenes circulant dans la faune sauvage et en particulier chez les primates non humains
(PNHs). Les parasites du genre Plasmodium, agent du paludisme chez 1’homme, sont des parasites dont I’histoire
passé et présente montre qu’ils sont capables d’infecter une large gamme d’hoétes lorsque I’opportunité se présente.
Ce travail de thése a pour but de comprendre les risques d’émergences de nouveaux agents du paludisme au Gabon.
Nous nous sommes intéressés a étudier (i) la diversité plasmodiale chez les primates non humains, (ii) d’estimer
la possibilité de transfert inter-espéces et (iii) d’évaluer la virulence de ces pathogénes sur la santé de primates.
Ces questions ont été abordées a travers différentes approches réunissant des méthodes non-invasives et invasives
pour la collecte d’échantillons, des outils de biologie moléculaire ainsi que des analyses phylogénétiques. Les
résultats obtenus montrent I’existence de 11 espéces de Plasmodium qui circulent chez les PNHs du Gabon : P.
gaboni, P. reichenowi, P. billcollinsi, P. adleri, P. blackloci, Praefalciparum, P. ovale-like, P. vivax-like, P.
malariae-like, P. gonderi et P. sp DAJ. Cette thése a aussi permis de démontrer pour la premiére fois que la barriére
génétique qui détermine la spécificité d’hdte apparente des Laverania (sous-genre de parasites infectant les grands
singes africains) n’est pas complétement imperméable, et que des échanges de parasites entre gorilles et
chimpanzés sont possibles dans des environnement confinés. Elle montre également que I’Homme peut transmettre
P. falciparum aux chimpanzés et aux mandrills. Aucun transfert de P. falciparum vers les gorilles n’a été
documenté. En outre, aucune souche simienne n’a été retrouvée dans la population humaine. L’analyse des
parasites circulant dans la faune sauvage au Gabon nous a permis de mettre en évidence quatre nouvelles lignées
qui circulent chez les céphalophes et de montrer que celles-ci, d’un point vue écologique, ne sont pas uniquement
spécifiques aux antilopes. Le suivi de santé des primates, nous a également permis de montrer que ces parasites
peuvent avoir des effets délétéres sur grands singes.L’ensemble de nos résultats démontrent que les grands singes
du Gabon sont naturellement infectés par une large diversité de Plasmodium qui peuvent provoquer la maladie
chez les primates et soulignent le fait que ces échanges des pathogénes entre Homme et primates non-humains
pourraient avoir des implications pour la conservation et la santé publique.

PLASMODIUM OF PRIMATES OF GABON: DIVERSITY, INTER-SPECIES TRANSFER
AND VIRULENCE.

Abstract

Emergence of infectious diseases is connected to the increasing anthropization and the conquest of man in the
forest environment. Human activities increase the interactions between humans and wildlife leading to exchanges
of pathogens. Thus, it becomes crucial and urgent to collect accurate data on pathogens diversity which circulate
in wildlife and in non-human primates in particular (NHPs). Parasites of the genus Plasmodium, agent of malaria
in man, are parasites whose past and present history shows that they are able to infect a wide range of hosts when
the opportunity arises. The aim of this thesis is to understand the risks of emergence of new malaria agents in
Gabon. We were interested in studying (i) Plasmodium diversity in non-human primates, (ii) in estimating the
possibility of transfer inter-species and (iii) in evaluating the virulence of these pathogens on the health of primates.
These questions were approached through various methods combining non-invasive and invasive methods for the
collection of samples, tools of molecular biology as well as phylogenetic analyses for pathogens characterization.
The results show the existence of 11 species of Plasmodium which circulate in apes: P. gaboni, P. reichenowi, P.
billcollinsi, P. adleri, P. blacklocki, Praefalciparum, P. ovale-like, P. vivax-like, P. malariae-like, P. gonderi and
P. sp DAJ. This thesis also allowed to demonstrate for the first time that genetic barrier which determines
specificity of host of parasites of subgenus of Laverania is not completely impermeable, and exchanges of parasites
between gorillas and chimpanzee are possible in confined environment. It also shows that Man can transmit P.
falciparum to chimpanzees and mandrill. No strain of simian Plasmodium circulate in human population. The
analysis of wildlife animals allowed us to highlight four new lineages of Haemosporidia which circulate in duikers.
The monitoring of apes' health, also allowed us to show that these parasites can have deleterious effects on great
apes. The set of our results shows that great apes in Gabon are naturally infected with a wide variety of Plasmodium
that can cause disease in primates and underline the fact that these exchanges of pathogens between non-human
primates and man could have implications for conservation and public health.
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