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1. Les primates non-humains sont porteurs de pathogènes 

 

1.1 Les primates non-humains 

Le terme primate non-humain (PNH) regroupe les prosimiens, les singes du nouveau monde 

et les singes de l’ancien monde, tous appelés communément « petits » singes, ainsi que les 

grands singes. Parmi les grands singes se trouvent les bonobos, les chimpanzés, les gorilles 

présents en Afrique ainsi que les orangs-outans vivants en Indonésie. 

Les grands singes sont tous en voie de disparition (http://primate-sg.org/diversity). Les 

différentes causes sont le défrichement des forêts par l'exploitation forestière ou l'agriculture, 

la chasse pour la consommation de viande de brousse*2, le commerce des animaux de 

compagnie ainsi que les maladies infectieuses qui peuvent décimer des populations entières 

de grands singes. 

 

1.2 Les agents de zoonoses 

La proximité génétique entre les PNH et l’Homme ainsi que la pression des populations 

humaines sur les habitats des grands singes tend à faciliter les échanges d’agents infectieux 

entre ces deux groupes (Gillespie et al. 2008). Les maladies causées par ces agents infectieux 

sont appelées des zoonoses. Les pathogènes transmis peuvent être des bactéries, des virus ou 

des parasites. 

L’introduction d’un nouvel agent pathogène humain chez les populations de PHN peut avoir 

des conséquences désastreuses chez ces populations, comme des maladies respiratoires ou la 

transmission de bactéries gastro-intestinales (Goldberg et al. 2007; Köndgen et al. 2008; 

Rwego et al. 2008). À l’inverse, les différents agents pathogènes transmis du singe à 

l’Homme peuvent occasionner de graves problèmes de santé chez ce dernier, comme le virus 

Ebola, entraînant des fièvres hémorragiques (Leroy et al. 2004). Ainsi, le syndrome de 

l'immunodéficience acquise (SIDA) chez l’Homme est responsable de millions de morts 

chaque année, et a une origine zoonotique (http://www.unaids.org/fr/) (Hahn et al. 2000). 

L’agent étiologique du SIDA est le virus de l’immunodéficience humaine (VIH) et provient 

de transmissions, du singe à l’homme, du virus de l’immunodéficience simienne (SIV). 

                                                
2 Voir glossaire en fin de mémoire. 
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2. Les SIV infectent naturellement les PNH africains 

 

Comme le VIH, le SIV est un lentivirus appartenant à la famille des rétrovirus. Les lentivirus 

sont caractérisés par une évolution lente avant le développement de la maladie. Les rétrovirus 

se distinguent par la présence d’une transcriptase inverse, une enzyme virale responsable de la 

transcription inverse de leur génome d'ARN en ADN. Sur le plan évolutif, les rétrovirus 

présentent une grande variabilité génétique du fait notamment des fréquentes erreurs 

commises lors de la transcription inverse et d’une dynamique de réplication virale très élevée. 

 

2.1 Les SIV présentent une grande diversité 

Actuellement, parmi les 79 espèces de PNH qui sont répertoriées en Afrique (http://primate-

sg.org/diversity), 45 espèces ont été testées et trouvées porteuses de SIV (Locatelli & Peeters 

2012). Les infections SIV ont été identifiées par des tests sérologiques et pour l’instant, les 

virus ont été caractérisés au niveau moléculaire pour 80% des 45 espèces testées. Les virus 

caractérisés sont désignés par le sigle SIV suivi de trois lettres codant pour le nom commun 

anglais de l’espèce infectée (par exemple : SIVrcm pour red capped mangabey, le mangabey à 

collier blanc) (Tableau 1). D’une façon générale, une grande diversité génétique est observée 

au sein des SIV, mais habituellement chaque espèce de singe est infectée par un virus qui lui 

est spécifique. L’évolution des différentes lignées de SIV est très complexe, il y a de 

nombreux exemples de co-évolution entre ces virus et leur hôte, mais également des exemples 

de recombinaisons entre des SIV relativement distants, preuve de transmissions inter-espèces 

de virus entre les différents PNH. Ainsi, le virus du chimpanzé provient d'une recombinaison 

entre deux virus, le SIVgsn du singe hocheur et le SIVrcm du mangabey à collier blanc 

(Bailes et al. 2003; Courgnaud et al. 2003). Le mandrill, quant à lui, est infecté par deux virus 

différents, SIVmnd-1 et SIVmnd-2, qui résultent de recombinaison avec des virus d’autres 

espèces de petits singes (Souquière et al. 2001). 

Jusqu’à maintenant, des SIV ont uniquement été mis en évidence chez les singes et grands 

singes d’Afrique. Les PNH d’Asie ou d’Amérique du Sud ne semblent pas être naturellement 

infecté par un SIV, mais encore trop peu d’études ont été réalisées. Il n’a pas été trouvé non 

plus de SIV chez le bonobo (Pan paniscus), un grand singe endémique à la République 

Démocratique du Congo (RDC), (Van Dooren et al. 2002) (Ahuka-Mundeke et al., Poster 

#452, CROI 2011). 
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Tableau 1 : Liste des espèces de PNH naturellement infectées par un SIV. 
 
Genre Espèce sous-espèce Nom commun français Virus 
Pan troglodytes troglodytes Chimpanzés d’Afrique centrale SIVcpzPtt 
 troglodytes schweinfurthii Chimpanzés d’Afrique de l’est SIVcpzPts 
Gorilla gorilla gorilla Gorille de l’ouest SIVgor 
Colobus guereza Colobe guéréza SIVcol 
 satanas satanus Colobe noir de Bioko SIVblc-bioko 
Piliocolobus badius badius Colobe bai d’Afrique occidentale SIVwrcpbb 
 badius temminckii Colobe bai de Temminck SIVwrcpbt 
 tholloni Colobe bai de Thollon SIVtrc 
 rufomitratus tephrosceles Colobe rouge d’Ouganda SIVkrc 
Procolobus verus Colobe vert SIVolc 
Lophocebus albigena Mangabé à joues grise/blanches  
 aterrimus Mangabé huppé SIVbkm 
Papio anubis Babouin de Guiné  
 cynocephalus Babouin jaune SIVagm-Ver 
 ursinus Babouin chacma SIVagm-Ver 
Cercocebus atys Mangabey enfumé SIVsmm 
 agilis Mangabey agile SIVagi 
 torquatus Mangabey à collier blanc SIVrcm 
Mandrillus sphinx Mandrill SIVmnd-1, mnd-2 
 leucophaeus Drill SIVdrl 
 leucophaeus poensis Drill de Bioko SIVdrl-bioko 
Allenopithecus nigroviridis Singe des marais  
Miopithecus talapoin Talapoin du sud SIVtal 
 oguensis Talapoin du nord SIVtal 
Erythrocebus patas Singe rouge/patas SIVagm-sab 
Chlorocebus sabaeus Singe sabeus SIVagm-Sab 
 aethiops Grivet d’Ethiopie SIVagm-Gri 
 tantalus Cercopithèque tantale SIVagm-Tan 
 pygerythrus Vervet SIVagm-Ver 
Cercopithecus diana Cercopithèque diane  
 nictitans Singe hocheur SIVgsn 
 albogularis Cercopithèque à diadème SIVsyk 
 mitis Singe bleu SIVblu 
 mona Cercopithèque mona SIVmon 
 pogonias Cercopithèque pogonias  
 campbelli Singe des palétuviers  
 denti Singe mona de Dent SIVden 
 wolfi Cercopithèque de Wolf SIVwol 
 cephus Moustac SIVmus 
 erythrotis Moustac à oreilles rousses SIVery 
 erythrotis erythrotis Moustac à oreilles rousses de Bioko SIVreg-bioko 
 ascanius Cercopithèque ascagne SIVasc 
 solatus Cercopithèque à queue de soleil SIVsun 
 preussi Cercopithèque de Preuss SIVpre 
 preussi insularis Cercopithèque de Preuss de Bioko SIVprg-bioko 
 neglectus Cercopithèque de Brazza SIVdeb 
 hamlyni Cercopithèque de Hamlyn  
 lhoest Cercopithèque de l’Hoest SIVlho 
 

Pour chaque espèce de PNH est noté le genre, l’espèce et la sous-espèce, ainsi que le nom commun français. Les 
espèces dont seule une sérologie positive aux SIV a été mise en évidence sont présentées en gris. 
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2.2 Deux sous-espèces de chimpanzés sont naturellement infectées par le SIV 

Les chimpanzés sont classés en 4 sous-espèces (Gagneux et al. 1999). Ils vivent dans des 

zones géographiques distinctes, séparées par des barrières naturelles comme les grands 

fleuves. Les Pan troglodytes verus (Ptv) se situent en Afrique de l’Ouest (Burkina Faso, Côte 

d'Ivoire, Ghana, Guinée, Liberia, Mali, Sénégal et Sierra Léone), les Pan troglodytes ellioti 

(Pte) se trouvent au Cameroun (au nord du fleuve Sanaga) et au Nigéria , les Pan troglodytes 

troglodytes (Ptt) sont en Afrique centrale (sud du fleuve Sanaga du Cameroun, Guinée-

équatoriale, Gabon, Congo, RCA, RDC) et les Pan troglodytes schweinfurthii (Pts) en 

Afrique de l’Est (Burundi, RCA, RDC, Rwanda, Soudan, Tanzanie et Uganda) (Figure 1). 

 

Seules 2 sous-espèces de chimpanzé sont naturellement infectées par des SIVcpz, les 

P.t.troglodytes par le SIVcpzPtt (Gao et al. 1999) et les P.t.schweinfurthii par le SIVcpzPts 

(Santiago et al. 2003). À ce jour, aucune infection naturelle n’a été mise en évidence chez les 

sous-espèces de chimpanzés P.t.verus et P.t.ellioti (Prince et al. 2002; Switzer et al. 2005; 

Van Heuverswyn et al. 2007). 

 

 

 

 

Figure 1 : Aire de répartition des sous-espèces de chimpanzés en Afrique. 
La légende montre une couleur par sous-espèce de chimpanzés. Les virus dans la légende indiquent les sous-
espèces infectées par le SIV. Les principaux fleuves délimitants les sous-espèces sont nommés sur la carte. Carte 
réalisée par Lucie Etienne. 
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2.3 Une sous-espèce de gorilles est naturellement infectée par le SIV 

Les gorilles sont classés en 2 espèces, chacune divisée en 2 sous-espèces qui ont des 

localisations différentes (Groves 2001). À l’Ouest de l’Afrique subsaharienne se situent les 

Gorilla gorilla diehli (Ggd), au Nigéria et au Cameroun, et les Gorilla gorilla gorilla (Ggg) 

répartis entre Cameroun, Guinée-Équatoriale, Gabon, Congo et RCA. À l’Est se trouvent les 

Gorilla beringei graueri (Gbd) en RDC et les Gorilla beringei beringei (Gbb) en RDC, 

Ouganda et Rwanda (Figure 2). 

 

Actuellement, seuls les gorilles de la sous-espèce G.g.gorilla sont naturellement infectés par 

un virus, le SIVgor (Van Heuverswyn et al. 2006). Cependant, aucune étude n’a été menée 

sur les gorilles des sous-espèces G.b.diehli et G.b.beringei, et seul un nombre limité de 

gorilles G.b.graueri a été testé (Neel et al. 2010). 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Aire de répartition des sous-espèces de gorilles en Afrique. 
La légende montre une couleur par sous-espèce de gorilles. Le virus dans la légende indique la sous-espèce 
infectée par le SIV. Carte réalisée par Lucie Etienne. 
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3. Les SIV sont à l’origine des VIH 

 

Les SIV ont franchi la barrière d’espèce à plusieurs occasions pour devenir le VIH-1 et le 

VIH-2 chez l’Homme. 

Le VIH-1 est composé de quatre groupes. Le groupe M, pour « Major », découvert en 1983 

(Barré-Sinoussi et al. 1983) est responsable de la pandémie actuelle de SIDA. Le groupe O 

pour « Outlier » découvert en 1990 (De Leys et al. 1990) est endémique au Cameroun et aux 

pays limitrophes, il représente environ 1% des infections à VIH-1 (Vergne et al. 2003). Le 

groupe N pour « Non-M Non-O » identifié en 1998 (Simon et al. 1998) est présent chez 

seulement quelques individus au Cameroun (Vallari et al. 2010). Enfin, le groupe P a été 

identifié en 2009 chez une patiente Camerounaise (Plantier et al. 2009), et depuis, seulement 

chez une autre personne d’origine Camerounaise (Vallari et al. 2011). 

Le VIH-2 est composé de huit groupes de A à H. Les groupes A et B sont responsables de 

l’épidémie, limitée à l’Afrique de l'Ouest, tandis que les groupes C à H n’infectent que peu 

d’individus (Ishikawa et al. 2001; Peeters et al. 2003; Sharp & Hahn 2010). C’est l’origine 

simienne du VIH-2 qui a été résolue en premier. 

 

3.1 Le SIVsmm est à l’origine du VIH-2 

En 1989, le SIVsmm a été identifié chez un petit singe, le mangabey enfumé (Hirsch et al. 

1989). Des analyses phylogénétiques ont montré qu’il était très proche du VIH-2, découvert 

en 1986 (Clavel et al. 1986). De plus, une similarité dans l’organisation de leur génome a été 

démontrée avec un gène accessoire commun, vpx. Enfin, l’épidémie à VIH-2 est restreinte à 

l’Afrique de l’Ouest et coïncide avec l’aire de répartition des mangabeys enfumés. Ces 

observations ont prouvé que le virus SIVsmm, infectant le mangabey enfumé, était à l’origine 

du VIH-2 chez l’Homme. 

 

Les analyses phylogénétiques ont montré que les huit groupes du VIH-2 correspondaient à 

huit transmissions inter-espèces indépendantes du mangabey à l’Homme (Figure 3). 
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Figure 3 : Les SIV des mangabeys enfumés sont à l’origine du VIH-2. 
Arbre phylogénétique réalisé par la méthode des plus proches voisins à partir d’un alignement de séquences dans 
le gène env de 741 pb des différents groupes du VIH-2 (en noir) et de SIVsmm (la couleur représente le pays 
d’origine). La barre d’échelle représente 0,02 substitution par site. Sur la carte géographique, la distribution du 
VIH-2 est colorée en gris avec les lettres correspondant aux différents groupes. L’habitat des mangabeys est 
indiqué en hachuré. Les codes couleurs pour la carte et l’arbre phylogénétique sont : bleu pour la Sierra Léone, 
rose pour le Libéria et vert pour la Côte-d’Ivoire. (Etienne & Peeters 2010) 
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3.2 Les SIVcpz sont à l’origine du VIH-1 groupes M et N 

L’hypothèse selon laquelle le SIVcpz était à l’origine du VIH-1 a été émise en 1989 après la 

caractérisation d’un virus proche du VIH-1 chez deux chimpanzés P.t.troglodytes captifs du 

Gabon (Peeters et al. 1989). L’identification d’un troisième virus chez un chimpanzé 

P.t.schweinfurthii, également captif, a montré une divergence par rapport aux deux premiers 

virus caractérisés (Peeters et al. 1992). Cette diversité a pu s’expliquer en prenant en compte 

les différentes sous-espèces de chimpanzés. Il a ainsi été établi qu’à l’intérieur de la lignée 

SIVcpz sont présentes deux autres lignées, SIVcpzPtt et SIVcpzPts, spécifiques à la sous-

espèce de leur hôte (Gao et al. 1999). La confirmation que le SIVcpz était bien l’ancêtre du 

VIH-1 ne s’est imposée qu’en 2006 suite à de nombreuses études sur des chimpanzés 

sauvages par une méthode de collecte non-invasive de leurs fèces (Santiago et al. 2002, 2003; 

Keele et al. 2006). 

Les analyses phylogénétiques ont indiqué que tous les SIVcpzPts formaient un groupe à part 

des VIH-1 chez l’Homme. En revanche, les groupes M et N du VIH-1 se branchent à 

l’intérieur de la lignée SIVcpzPtt. Ainsi, l’ancêtre du groupe M appartient à la lignée qui 

provient de chimpanzés vivants dans le sud-est du Cameroun et le groupe N provient d’une 

autre lignée infectant les animaux du centre du Cameroun (Keele et al. 2006; Van 

Heuverswyn et al. 2007) (Figure 4). 

 

 

3.3 Le SIVgor est proche du VIH-1 groupes O et P 

Le virus SIVgor a été identifié en 2006 chez les gorilles sauvages du Cameroun, de la sous-

espèce G.g.gorilla (Van Heuverswyn et al. 2006). Les analyses phylogénétiques ont montré 

que ce virus est proche du VIH-1 groupe O mais ne semble pas en dériver directement 

(Takehisa et al. 2009). Cependant, le SIVgor est plus proche du VIH-1 groupe P, récemment 

découvert. Ainsi, le SIVgor est probablement l’ancêtre de ce groupe P (Figure 4). 

 

Les analyses phylogénétiques indiquent également que les SIVgor, infectant les gorilles, 

forment un groupe monophylétique* à l’intérieur de la lignée des SIVcpz suggérant que les 

gorilles ont été contaminés par les chimpanzés (Van Heuverswyn et al. 2006; Takehisa et al. 

2009). 
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Ainsi, le VIH-1 correspond à quatre transmissions inter-espèces indépendantes des grands 

singes à l’Homme. 

 

 

 

Figure 4 : Les SIV des chimpanzés et gorilles sont proches des VIH-1. 
Arbre phylogénétique montrant les relations d’évolution entre les différentes lignées de SIV et les quatre groupes 
du VIH-1. Les SIVcpzPtt sont en rouge, les SIVcpzPts en bleu et les SIVgor en vert. Analyses phylogénétiques 
par la méthode bayesienne* sur un alignement de 510 pb dans le gène pol. Les étoiles représentent le 
pourcentage de probabilités postérieures supérieures à 95%. La barre d’échelle représente 0,05 substitution par 
site. 
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3.4 L’Homme a été contaminé par contact avec les PNH infectés 

Les transmissions inter-espèces sont dues à l’exposition de l’Homme aux tissus et fluides 

biologiques de PNH infectés. Des risques d’infections sont possibles lors de morsures par des 

singes captifs, mais aussi lors de contacts avec du sang et des tissus contaminés qui pourraient 

avoir lieu lors de la chasse, du dépeçage et de la préparation de la viande de brousse. Cette 

pratique est courante en Afrique de l’Ouest et centrale, étant une source primaire de protéines 

mais aussi un commerce qui ne cesse de s’intensifier. En 2002, les recherches montrent 

clairement que l’homme est exposé à une quantité et une diversité importante de SIV lors de 

la chasse et de la consommation de la viande de brousse (Peeters et al. 2002). Un des facteurs 

augmentant le risque de transmissions inter-espèces est la prévalence et la fréquence 

d’exposition. Une étude de 2009 réalisée sur la viande de brousse au Cameroun montrait des 

prévalences hétérogènes suivant les sites et les espèces allant de 0% à 50%, les plus faibles 

taux étant observés chez les espèces les plus chassées (Aghokeng et al. 2010). Cependant, au 

centre de la RDC, la prévalence du SIV chez les petits singes a été estimée à environ 20% et 

les plus forts taux d’infection ont été trouvés chez les espèces les plus souvent chassées 

(Ahuka-Mundeke et al. 2011). 

Bien que les grands singes soient des espèces protégées, la chasse pour la consommation de 

viande de brousse continue et s’est même intensifiée suite au développement des concessions 

forestières et minières qui amènent un plus grand nombre de personnes à devoir se nourrir. 

Les grands singes sont également chassés pour la pratique de rites et de médecine 

traditionnelle (Alves et al. 2010). La prévalence du SIVcpzPtt est de 5,9% en moyenne, 

variant de 0 à 32% selon les régions géographiques (Keele et al. 2006; Van Heuverswyn et al. 

2007). Les taux de prévalence sont les plus élevés dans les sites où les ancêtres du VIH-1 

groupes M et N circulent. La prévalence du SIVcpzPts varie aussi de 0 à 40% dans l’ouest de 

la Tanzanie (Rudicell et al. 2011) (Li et al., Poster #440, CROI 2010), cependant ces virus ne 

sont pas transmis à l’Homme peut-être parce que les P.t.schweinfurthii vivent dans des zones 

où la chasse pour la viande de brousse est moins courante. Les prévalences du SIVgor sont 

beaucoup plus faibles que celles observées chez les chimpanzés. Elles sont de 1,6% en 

moyenne et vont de 0 à 4,6% selon les sites de collectes (Neel et al. 2010). 
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4. La pathogénicité des SIV 

 

4.1 Le SIV est non pathogène chez son hôte naturel 

Jusqu’à très récemment, les scientifiques croyaient que les SIV n’induisaient pas 

d’immunodéficience chez leurs hôtes naturels, en se basant sur le principe que le virus et son 

hôte avaient co-évolué depuis des milliers d’années (Silvestri et al. 2007). Cette absence de 

pathogénicité a été étudiée en détail chez les mangabeys enfumés et les singes verts dont 

l’espérance de vie et l’état immunitaire ne sont pas affectés lors d’infections SIV malgré une 

virémie* très élevée (Silvestri et al. 2003). Toutefois, des cas d’immunodéficience ont pu être 

mis en évidence chez certains singes lorsque l’individu était infecté depuis très longtemps et 

souvent à un âge qui n’est pas atteint en milieu sauvage, mais ces cas restent des exceptions 

(Ling et al. 2004). 

D’autres cas d’immunodéficience qui ont pu être mis en évidence sont le résultat de 

transmissions inter-espèces. Ainsi, des études ont montré que le SIVsmm, infectant 

naturellement les mangabeys enfumés, était pathogène chez d’autres espèces lors d’infections 

expérimentales par du SIVsmm chez le singe Macaque d’Asie mais aussi chez le mangabey 

huppé (Apetrei et al. 2004, 2005). 

Cependant, pour la majorité des espèces naturellement infectées, les données sur la 

pathogénicité ne sont pas disponibles. En effet, il n’y a pas d’animal suivi en captivité et il est 

difficile de réaliser ces études en milieu sauvage. De plus, le virus est un lentivirus, connu 

pour provoquer des maladies à évolution lente, il faut donc pouvoir suivre des animaux sur de 

longues périodes. 

 

 

4.2 Chez le chimpanzé : la fin d’un dogme 

Ce paradigme généralisant la non-pathogénicité des SIV chez leurs hôtes naturels vient d’être 

remis en cause par une étude chez les chimpanzés sauvages de la sous-espèce 

P.t.schweinfurthii (Keele et al. 2009). En effet, l'infection par le virus SIVcpzPts aurait un 

impact négatif sur la santé des animaux infectés ainsi que sur leur reproduction et leur 

espérance de vie. Cette étude portait sur 94 individus du Parc National de Gombé en Tanzanie 

appartenant à une communauté habituée à l’Homme depuis quarante ans et dont le statut 
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sérologique a été testé régulièrement pendant neuf ans sur des échantillons de fèces. Les 

résultats montrent, de manière significative, que les individus infectés par le SIV meurent plus 

jeunes que les individus non infectés. Les femelles séropositives semblent trois fois moins 

fécondes que les femelles séronégatives. Enfin, des analyses post-mortem effectuées sur cinq 

chimpanzés (trois infectés et deux non infectés) ont montré une diminution des lymphocytes 

CD4+ chez les trois chimpanzés infectés, symptôme caractéristique d’une immunodéficience. 

 

Une autre étude récente sur un chimpanzé de la sous-espèce P.t.troglodytes, infecté 

naturellement par le SIVcpzPtt, suggère une progression de maladie similaire au SIDA 

(Etienne et al. 2011). En effet, ce chimpanzé mâle a été confisqué au Cameroun en 2003, à 

l’âge d’un an et demi. Durant sa période de quarantaine, il a été dépisté SIV positif par un test 

sérologique. Le suivi biologique de l’animal a été réalisé pendant 7 ans et a montré divers 

symptômes confirmant une immunodéficience, comme une baisse des lymphocytes T CD4, 

une thrombocytopénie* sévère ainsi que de multiples infections bactériennes et parasitaires, 

plus fréquentes que chez des chimpanzés séronégatifs. 

 

Ces deux études ont démontré que les SIVcpz peuvent être pathogène pour leur hôte naturel. 

Comme les gorilles semblent avoir été contaminés par les chimpanzés, il est possible que le 

SIVgor soit également pathogène pour son hôte. 
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5. VIH/SIV et infections opportunistes 

 

5.1 Les infections opportunistes font partie du stade SIDA chez l’Homme 

Le VIH cause une maladie lente et dégénérative chez l’Homme évoluant en trois phases : une 

infection aigue, une période de latence plus ou moins longue, asymptomatique, enfin une 

progression de la maladie vers le stade SIDA (Figure 5). 

La première phase de cette maladie est la primo-infection. Elle survient 2 à 6 semaines après 

la contamination. Lors de cette phase, la réplication virale est intense et la perte des 

lymphocytes T CD4 est importante. Cette phase prend fin au bout de quelques semaines, 

lorsque le système immunitaire parvient en partie à contrôler l'infection. 

Il s'installe ensuite une phase d'infection chronique caractérisée par l’absence de symptôme. 

Les lymphocytes T CD8 vont se multiplier et entraîner une diminution de la virémie 

plasmatique. Les anticorps anti-VIH sont produits en grande quantité et resteront à un niveau 

élevé pendant cette phase de latence. La durée de cette phase est variable d’un individu à 

l’autre, pouvant aller de quelques mois à plusieurs dizaines d'années, avec une moyenne entre 

7 et 10 ans sans traitement. L’émergence de virus mutants, qui échappent à la réponse 

immunitaire, et la destruction graduelle des lymphocytes T CD4 va conduire peu à peu le 

patient au stade SIDA. 

Le stade SIDA regroupe alors un ensemble de maladies opportunistes infectieuses et de 

tumeurs, entraînant des problèmes pulmonaires, digestifs, neurologiques, dermatologiques et 

oculaires. 

 

Parmi les atteintes digestives, la diarrhée est un symptôme fréquent et le plus souvent 

d’origine parasitaire. En effet, le tube digestif est l’organe le plus riche en cellules 

immunocompétentes de l’organisme et donc une cible privilégiée au cours de l’infection à 

VIH (Girard et al. 2011). 

Les principaux agents infectieux digestifs chez les malades au stade SIDA sont les 

cryptosporidies, avec 20% de prévalence en moyenne, et les microsporidies dont les 

prévalences varient de 2 à 30% suivant l’espèce du parasite (Girard et al. 2011). 
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Figure 5 : Caractéristiques virales et cellulaires de l’infection par le VIH. 
La primo infection se caractérise par une virémie élevée (courbe rouge), l’absence d’anticorps anti-VIH (courbe 
en pointillés jaunes) et une diminution des lymphocytes T CD4 (courbe verte). Pendant la deuxième phase, 
asymptomatique, les lymphocytes T CD8 (courbe en pointillés bleus) se multiplient et la virémie retombe à un 
niveau variable selon les individus (courbe rouge pleine ou en pointillés). L’évolution vers le stade SIDA 
survient lorsque la diversité génétique du virus augmente (points noirs) et que le taux de lymphocytes T CD4 
retombe (courbe verte). Adaptée de (Simon et al. 2006). 
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5.2 Les cryptosporidies, parasites classant du stade SIDA 

Les cryptosporidies, responsables des cryptosporidioses, sont des protozoaires intracellulaires 

obligatoires appartenant au phylum des Apicomplexa. Ces parasites produisent des oocystes* 

qui sont éliminés avec les selles des hôtes infectés et sont immédiatement contaminants. Les 

oocystes sont fréquemment véhiculés par les eaux où ils gardent leur pouvoir infectieux 

jusqu’à deux mois (Fayer 2004). Les cryptosporidies parasitent une grande partie du règne 

animal (poissons, reptiles, oiseaux et mammifères). À l’heure actuelle, il existe 19 espèces 

confirmées par des données morphologiques, biologiques et moléculaires. Les autres espèces, 

par manque d’analyses, sont recensées sous le terme de génotype, suivi du nom de l’hôte chez 

qui le parasite a été découvert (par exemple Cryptosporidium génotype du cheval) (Fayer 

2010). Il existe des hôtes de prédilection pour chaque espèce du genre Cryptosporidium, mais 

la spécificité n’est pas stricte (Xiao & Fayer 2008). 

L’infection à cryptosporidies chez les patients VIH positifs est chronique et peut engager le 

pronostic vital. Le lien avec le SIDA est si fort que la cryptosporidiose est devenue l'un des 

critères définissant du stade SIDA (CDC 1993). Les espèces les plus fréquemment 

rencontrées chez le patient sidéen sont Cryptosporidium parvum et Cryptosporidium hominis 

(Fayer et al. 2000). 

 

5.3 Les microsporidies, parasites entéropathogènes 

Les microsporidies sont des eucaryotes, parasites intracellulaires obligatoires qui 

appartiennent au règne des champignons. La forme de résistance et de dissémination dans 

l’environnement est la spore, éliminée par voie fécale. Les microsporidies appartiennent à un 

phylum comprenant environ 1200 espèces connues et sont capables de parasiter pratiquement 

tout le règne animal (insectes, poissons, mammifères) ainsi que l’environnement (piscines, 

rivières, eaux usées) (Didier 2005; Mathis et al. 2005). À ce jour, 14 espèces sont connues 

pour infecter les mammifères dont l’Homme (Didier & Weiss 2006) (Tableau 2). 

Les microsporidies les plus couramment retrouvées chez les personnes positives au VIH sont 

Enterocytozoon bieneusi puis, Encephalitozoon intestinalis (Girard et al. 2011) et moins 

fréquemment Encephalitozoon cuniculi et hellem (Sokolova et al. 2011). 

Les microsporidies ont été identifiées en particulier chez les malades du SIDA mais aussi 

chez les enfants ou les personnes âgées ou chez des personnes immunocompétentes comme 

les voyageurs chez qui la maladie est auto résolutive (Sobottka et al. 1995; Raynaud et al. 

1998). 
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Tableau 2 : 8 genres et 14 espèces de microsporidies infectent l’Homme 
 

Genre Espèce 
Anncaliia algerae 
 connori 
 vesicularum 
Encephalitozoon cuniculi 
 hellem 
 intestinalis 
Enterocytozoon bieneusi 
Microsporidium africanum 
 ceylonensis 
Nosema occularum 
Pleitosphora ronneafiei 
Trachipleitosphora anthropopthera 
 hominis 
Vittaforma corneae 

 

En vert, 4 espèces de microsporidies les plus fréquemment retrouvées chez les patients immunodéprimés. 

 

 

5.4 Les parasites opportunistes chez les PNH 

Parmi les parasites opportunistes retrouvés chez les patients au stade SIDA, certains peuvent 

être recherchés chez les PNH. Ainsi, un grand nombre de parasites digestifs commensaux ou 

opportunistes ont déjà été décrits comme pouvant infecter la plupart des groupes de PNH. Ces 

derniers peuvent contaminer leur environnement par l’émission dans leurs selles de kystes, 

d’oocystes ou de spores, dont la transmission à leurs congénères se fait par voie oro-fécale.  

 

Dans un souci de surveillance de l’état de santé des grands singes, des études ont été réalisées 

afin de détecter la présence de parasites gastro-intestinaux (Murray et al. 2000; Sleeman et al. 

2000; Petrzelková et al. 2010; Howells et al. 2011). Une étude récente menée sur la recherche 

de ces parasites présents dans 78 échantillons fécaux de petits singes sauvages et 47 

échantillons fécaux de singes de compagnie a montré une prévalence de 77% d’infection par 

des helminthes* et 36% par des amibes* (Pourrut et al. 2011). De nombreux œufs de vers et 

kystes de protozoaires ont également été décrits dans les selles de 150 chimpanzés du Parc 

National de Gombé en Tanzanie. La prévalence de vers et protozoaires retrouvés variait de 

2% pour une espèce de protozoaire jusqu’à 100% pour une espèce de nématode (Gillespie et 

al. 2010). 
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La recherche spécifique de cryptosporidies chez les grands singes a montré des prévalences 

hétérogènes suivant les sites d’enquêtes. Au Gabon, une étude menée sur 95 échantillons de 

gorilles de la sous-espèce G.g.gorilla a mis en évidence des oocystes de cryptosporidies par 

fluorescence directe. Les résultats étaient fonction du niveau d’activité humaine ; 19% 

d’infection dans les sites avec beaucoup de contact avec l’homme et aucune infection dans un 

parc national protégé (van Zijll Langhout et al. 2010). En Uganda, des recherches ont été 

effectuées afin de trouver des cryptosporidies dans une communauté de gorilles de la sous-

espèce G.g.beringei, habitués à l’Homme. Ainsi, Cryptosporidium parvum a été caractérisé 

par PCR dans 4 échantillons de fèces sur 100 (Graczyk et al. 2001). Une étude de 2009 a 

recherché des oocystes de cryptosporidies par microscopie à fluorescence dans 134 

échantillons de gorilles et chimpanzés vivants soit dans un parc national (Cameroun, Congo et 

RCA) soit dans une forêt exploitée par une concession. Pour les deux sites, aucun échantillon 

n’a montré la présence de cryptosporidies (Gillespie et al. 2009). 

 

Les microsporidies ont été très peu étudiées chez les PNH, et seulement 2 enquêtes ont été 

menées chez les grands singes. En 2002, une étude réalisée chez 42 petits singes sauvages au 

Cameroun a consisté à chercher par microscopie puis par PCR des microsporidies de l’espèce 

Enterocytozoon bieneusi, mais aucune infection n’a été démontrée (Pourrut et al. 2002). Chez 

des gorilles de la sous-espèce G.g.beringei, habitués à l’Homme, une équipe en Uganda a mis 

en évidence la présence d’Encephalitozoon intestinalis dans 4 échantillons fécaux sur 100 

(Graczyk et al. 2002). Une seconde étude, plus récente, a consisté à rechercher des 

microsporidies par PCR chez des grands singes, 150 chimpanzés, 53 gorilles et 14 bonobos, 

vivant au contact de l’Homme dans treize zoos européens et deux sanctuaires africains (au 

Cameroun et au Kenya). Les résultats ont montré que les gorilles et les bonobos étaient 

infectés par Encephalitozoon cuniculi à respectivement 39% et 21% de prévalence. Les 

chimpanzés étaient infectés par différentes espèces d’Encephalitozoon comme cuniculi (30%) 

et hellem (1,3%) et par Enterocytozoon bieneusi (2,6%) (Sak et al. 2011a). 
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L’étude sur des chimpanzés sauvages de la sous-espèce P.t.scheinfurthii, habitués à l'Homme, 

et infectés par le virus SIVcpzPts ainsi que l’étude d’un chimpanzé captif de la sous-espèce 

P.t.troglodytes naturellement infecté par un SIVcpzPtt, nous ont éclairé sur la pathogénicité 

du SIVcpz (Keele et al. 2009; Etienne et al. 2011). 

Cependant, aucune étude à large échelle sur le SIVcpzPtt infectant les chimpanzés sauvages 

de la sous-espèce P.t.troglodytes n’a été effectuée alors que ce virus est l’ancêtre direct du 

VIH-1 chez l'Homme. Nous ne possédons pas non plus d’information sur la pathogénicité du 

SIVgor chez les gorilles sauvages. En effet, il n’existe pas de communautés de chimpanzés 

P.t.troglodytes, ni de gorilles G.g.gorilla, habitués à l’Homme. Il faut donc étudier ces 

animaux dans leur environnement naturel. 

Les méthodes non-invasives ont permis d’identifier la présence de virus dans les fèces de 

PNH sauvages, en revanche, par cette méthode, il est impossible de suivre leur état 

immunologique, comme la diminution des lymphocytes T CD4. Afin de constater une 

immunodéficience, il faut donc trouver un autre moyen. Or, nous savons que le VIH chez 

l’Homme entraîne un SIDA caractérisé entre autres, par l’apparition de maladies 

opportunistes comme les parasitoses digestives. Ainsi la comparaison de parasites retrouvés 

chez les individus SIV positifs avec ceux retrouvés chez les individus SIV négatifs serait un 

élément de réponse à la pathogénicité des SIV chez leur hôte naturel. 

 

L’objectif de ce mémoire est d’étudier l'éventuelle pathogénicité du SIVcpzptt chez les 

chimpanzés et du SIVgor chez les gorilles sauvages du Cameroun en détectant la présence 

concomitante d'infections opportunistes. 

 

Les objectifs spécifiques ont été de : 

- Identifier le statut SIV des grands singes sauvages. 

- Rechercher, chez des grands singes sauvages, les microsporidies et les cryptosporidies qui 

sont associées chez l'Homme à une progression vers un stade SIDA. 

- Étudier la diversité génétique des microsporidies et les cryptosporidies retrouvés chez les 

grands singes sauvages et les comparer avec ceux décrits chez l’Homme. 
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1. Méthode de collecte non-invasive de fèces chez les grands singes 

 

Les grands singes étant des espèces protégées vivant dans des forêts tropicales reculées, il est 

difficile de les étudier. C'est donc la mise au point en 2002 de méthodes non-invasives, qui a 

permis d’obtenir des informations sur ces animaux sauvages à partir d'échantillons fécaux 

(présence de virus, détection d’anticorps, génotypage de l’hôte, …) (Santiago et al. 2002). 

 

Des primatologues accompagnés de préleveurs expérimentés effectuent des missions de 

collectes de fèces dans les forêts du Cameroun. Ils cherchent la présence des grands singes 

dans leur habitat naturel grâce aux vocalisations, aux empreintes au sol et aux restes de fruits 

ou de végétaux mangés. 

Les fèces sont ainsi, le plus souvent, trouvées et collectées près des nids ou sur un site 

d’alimentation des chimpanzés et des gorilles. L'espèce du grand singe est définie selon des 

critères visuels comme la forme et la consistance de l’excrément, ainsi que sur l'expérience 

des préleveurs. Environs 20 g de fèces sont mis dans un tube de 50 mL contenant 20 mL de 

RNAlaterTM. Ce produit préserve les acides nucléiques de la dégradation pour la durée de la 

mission et pour un maximum d’un mois. Le mélange est conservé à température ambiante sur 

le terrain avant d'être ramené à Yaoundé, puis envoyé au laboratoire de Montpellier et 

conservé dans des congélateurs à - 80°C. 

La date de prélèvement, le lieu de collecte et les coordonnées GPS, la fraîcheur estimée, 

l'espèce supposée ainsi que des remarques sont notés pour chaque échantillon. D’autres 

données peuvent être prises en compte selon l’objectif de l’étude : les types de fruits entamés 

qui permettent de déduire le régime de ces animaux, la taille des échantillons fécaux afin 

d'estimer l'âge des individus, ou le comptage des nids permettant d'estimer le nombre 

d'individus adultes dans un groupe. 
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Figure 6 : Collecte de fèces des grands singes sauvages. 
A. Pisteurs suivant les traces des grands singes ; B. Empreinte de chimpanzé ; C. Nid de chimpanzé dans les 
arbres ; D. Nid de Gorille au sol ; E. Fèces de gorille ; F. Fèces de chimpanzé ; G et H. Collecte des fèces dans 
des tubes contenant du RNALaterTM. 

Photos de Florian Liégeois, Steve Ahuka-Mundeke et Vanina Boué. 
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2. Site d’étude et échantillons collectés 

 

Les fèces de chimpanzés et de gorilles de notre étude ont été collectées dans la région sud-est 

du Cameroun, aux alentours du village de Mambélé (Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Carte du Cameroun et de la région autour du village de Mambélé. 
La région autour du village de Mambélé, où les échantillons de notre étude ont été collectés, est représentée par 
le cercle rouge et le sigle MB. 

 

Pour cette étude, nous avons travaillé sur 296 échantillons de fèces, 220 identifiés sur le 

terrain comme provenant de chimpanzés et 76 de gorilles. 

 

Les collectes des fèces de chimpanzés sont réparties sur 6 missions réalisées entre 2003 et 

2011 et celles de gorilles proviennent de 5 missions effectuées entre 2005 et 2011. 

 

Entre 2005 et 2011, il y a eu plus de 500 fèces de gorilles collectées dans la région de 

Mambélé en même temps que les fèces de chimpanzés. Nous avons donc sélectionné des 

échantillons provenant des mêmes secteurs que ceux des chimpanzés mais nous avons choisi 

un représentant par groupe de nids et par point GPS donné afin de sélectionner des individus 

différents. 
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3. Confirmation de l’espèce et de la sous-espèce de l’hôte à partir 

d’échantillons fécaux 

 

3.1 Extraction d’ADN 

L'ADN fécal a été extrait à l'aide du kit d'extraction « QIAamp® Stool DNA Mini Kit » 

(QIAGEN) sur l'automate QiaCube (QIAGEN) (Keele et al. 2006). Le surnageant contenant 

le RNAlaterTM est éliminé en centrifugeant 2 mL de fèces à 3000 g pendant 15 minutes. Le 

tampon de lyse a été ajouté au culot puis vortexé et centrifugé. Le surnageant a été traité avec 

des tablettes inhibitEX® qui adsorbent les impuretés. Après centrifugation, le surnageant est 

déposé dans l'automate QiaCube pour la suite de l'extraction selon les recommandations du 

fabricant. L'ADN a été suspendu dans 200 µL de tampon d'élution. 

 

3.2 Amplification et séquençage de l’ADN ribosomal des mitochondries 

Les espèces des échantillons collectés ont été confirmées en séquençant un fragment de 386 

pb de l'ADN ribosomal des mitochondries de l'hôte (12SrRNA). Cette partie permet ainsi de 

déterminer de nombreuses espèces d’animaux, ainsi que les sous-espèces de chimpanzés et de 

gorilles. Pour l'amplification par PCR, les amorces utilisées sont les suivantes : 12S-L1091 

(5'-AAA AAG CTT CAA ACT GGG ATT AGA TAC CCC ACT AT-3') et 12S-H1478 (5'-

TGA CTG CAG AGG GTG ACG GGC GGT GTG T-3') (van der Kuyl et al. 1995). 

Nous avons ajouté 5 µL d’ADN au mélange réactionnel qui comprend, à une concentration 

finale : 1X de tampon de PCR, 1,5 mM de MgCl2, 200 µM de dNTPs, 0,2 µg/µL de BSA, 0,4 

pmol/µL d’amorces et 0,05 U/µL d’enzyme Qbiogen pour un volume total de 50 µL. 

L'amplification d'ADN a été effectuée sur un thermocycleur (Biometra). Le programme 

comprend une première dénaturation de 2 min à 92°C, suivi de 35 cycles comprenant chacun 

les étapes de dénaturation de 15 s à 92°C, d'hybridation de 30 s à 52°C, et d'extension de 30 s 

à 72°C, puis une extension finale de 5 min à 72°C. 

Le produit d'amplification a été purifié en utilisant le kit Geneclean Turbo (Qbiogen) et 

séquencé directement par la méthode de Sanger avec le kit ABI PRISM BigDye Terminators 

(Applied Biosystems). La méthode de Sanger utilise des ddNTPs (Di-désoxynucléotide 

triphosphate) caractérisés par l'absence de groupement OH en 3'. Lorsque la polymérase va 

synthétiser un brin d'ADN, à chaque base, elle a le choix d'incorporer un dNTP 
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(Désoxyribonucléotide triphosphate) et de continuer sa synthèse ou d'incorporer un ddNTP et 

de s'arrêter. À la fin de la réaction, on obtient un ensemble de brins d'ADN de tailles variées, 

selon l'endroit où un ddNTP se sera inséré et que la réaction aura ainsi été arrêtée. Les 4 

ddNTPs sont marqués par un fluorophore différent. Le séquenceur automatique 3130xl 

Genetic Analyser (Applied Biosystems) permet de faire migrer par électrophorèse les 

différents fragments sur un polymère d'acrylamide et de détecter la fluorescence. 

La vérification et l’assemblage des séquences ont été effectués sur le logiciel Seqman 

(DNAstar). 

 

3.3 Analyses phylogénétiques 

Les nouvelles séquences ont été alignées à l’aide du logiciel Clustal X 2.0 (Thompson et al. 

1997) contre des séquences de références provenant du laboratoire et de la Genbank3. L’arbre 

phylogénétique a été construit par la méthode des « plus proches voisins » (Neighbor-

Joining), puis visualisé à l’aide du logiciel NJplot (Perrière & Gouy 1996). Le test des 

« bootstraps » a été utilisé afin de vérifier la robustesse de l’arbre. Les groupes supportés par 

des valeurs de bootstraps supérieures à 70-80% sont considérés comme fiables. 

 

 

4. Génotypage de l’hôte 

 

Sur le terrain, il n’est pas possible de savoir à quel individu appartient l’échantillon collecté. 

En revanche, au laboratoire nous pouvons déterminer le nombre d’individu, par génotypage, 

en analysant les séquences de microsatellites. 

Les microsatellites sont des répétitions en tandem d'un motif court, de un à six nucléotides 

généralement (exemple : TGTG). Ces répétitions sont très abondantes dans l’ADN 

génomique et leur nombre est variable d'un individu à l'autre. Nous avons sélectionné des loci 

dont le polymorphisme allélique est élevé, ce qui en fait un très bon marqueur génétique pour 

l’identification des individus. 

                                                
3 La GenBank est une base de données internationale en libre accès de toutes les séquences 
nucléotidiques publiquement disponibles. 
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Ces microsatellites ont été détectés en effectuant une PCR du locus contenant la séquence 

répétée suivie d’une migration sur un séquenceur avec un marqueur de poids moléculaire qui 

permet de situer les allèles en fonction de leur taille. 

À partir de l’ADN extrait des fèces selon le protocole décrit p.33, les échantillons ont été 

génotypés sur 8 loci (D18s536, D4s243, D10s676, D9s922, D2s1326, D2s1333, D4s1627, 

D9s905) (Keele et al. 2006). Pour la détermination du genre, nous avons amplifié la région du 

gène de l’amélogénine qui contient une délétion dans le chromosome X mais pas dans le 

chromosome Y (Sullivan et al. 1993). Chaque locus a été localisé grâce à un couple 

d’amorces dont l’amorce sens est marquée par un fluorochrome. Au total, trois fluorochromes 

ont été employés : Fam (signal bleu), Hex (signal vert), Dragon Fly Orange (signal noir) 

(Tableau 3). 

Les PCR ont été effectuées en multiplex ; une PCR pour le genre et les loci D18s536, 

D4s243, D10s676, D9s922 et une PCR pour les loci D2s1326, D2s1333, D4s1627, D9s905. 

Le mélange réactionnel est le même pour chaque PCR, il comprend à une concentration 

finale : 1X de tampon de PCR avec MgCl2, 200 µM de dNTPs, 0,2 µg/µL de BSA, 0,4 

pmol/µL d’amorces et 0,05 U/µL d’enzyme Qbiogen pour un volume total de 50 µL. La 

quantité d’ADN utilisée varie de 4 à 10 µL. 

L'amplification a été effectuée sur un thermocycleur (PTC-200). Le programme comprend 

une première dénaturation de 3 min à 95°C, suivi de 40 cycles de 20 s à 95°C, de 45 s entre 

53°C et 60°C (suivant les températures d’hybridation des amorces), et de 45 s à 72°C, puis 

une extension finale de 5 min à 72°C. 

 

Les PCR sont répétées au moins trois fois lors de l’obtention de motifs hétérozygotes et au 

moins quatre fois lors de motifs homozygotes afin de s’assurer que le profil obtenu n’est pas 

le résultat d’un « allelic drop out ». Ceci est un phénomène d’amplification d’un seul allèle, 

fréquent lors d’analyse de matériel de mauvaise qualité comme dans le cas d’ADN extrait de 

fèces (Navidi et al. 1992; Taberlet et al. 1996). 

 

 

Le résultat de l’amplification a été analysé avec un marqueur de taille fluorescent (GS400HD, 

Applied Biosystems) sur un séquenceur automatique 3130xl Genetic Analyser (Applied 

Biosystems). Le logiciel Genemapper version 3.7 (Applied Biosystems) a été utilisé pour la 

lecture des profils obtenus. 
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Tableau 3 : Liste des amorces de génotypage par locus. 
 

Locus Amorces Fluorochrome Séquence de l’amorce Taille du 
fragment (pb) 

Amel A Dragon fly 
orange 5’-CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG-3’ Amélogénine 

Amel B / 5’-ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG-3’ 

106 (femelle) 
106 et 112 

(mâle) 
HUM05262-F Fam 5’-ATTATCACTGGTGTTAGTCCTCTG-3’ D18s536 HUM05263-R / 5’-CACAGTTGTGTGAGCCAGTC-3’ 

140 à 170 

MGS02609-F Fam 5’-TCAGTCTCTCTTTCTCCTTGCA-3’ D4s243 HUM05263-R / 5’-TAGGAGCCTGTGGTCCTGTT-3’ 
190 à 250 

HUM05148-F Hex 5’-GAGAACAGACCCCCAAATCT-3’ D10s676 HUM05149-R / 5’-ATTTCAGTTTTACTATGTGCATGC-3’ 
170 à 190 

HUM09025-F Hex 5’-TCAGAGGACCACTGCCTAAG-3’ D9s922 HUM09026-R / 5’-CTGATGGGATTTGTGCCTAT-3’ 
290 à 310 

HUM09373-F Fam 5’-AGACAGTCAAGAATAACTGCCC-3’ D2s1326 HUM09374-R / 5’-CTGTGGCTCAAAAGCTGAAT-3’ 
230 à 280 

HUM12880-F Fam 5’-CTTTGTCTCCCCAGTTGCTA-3’ D2s1333 HUM12880-R / 5’-TCTGTCATAAACCGTCTGCA-3’ 
295 à 340 

HUM05068-F Hex 5’-AGCATTAGCATTTGTCCTGG-3’ D4s1627 HUM05069-R / 5’-GACTAACCTGACTCCCCCTC-3’ 
210 à 250 

HUM07339-F Hex 5’-GTGGGAAAATTGGCCTAAGT-3’ 
D9s905 HUM07330-R / 5’-CTTCTGAGCCTCACACCTGT-3’ 270 à 290 

 

Le génotypage est effectué sur 9 loci dont une région du gène de l’amélogénine afin de déterminer le genre. Pour 
chacun des 9 loci sont notés le nom, la séquence des amorces utilisées, le fluorochrome employé, ainsi que la 
taille du fragment attendu. 

 

 

Le travail de génotypage sur les échantillons de chimpanzés SIV positifs et négatifs a été 

effectué en collaboration avec le laboratoire de l’Université d’Alabama à Birmingham. 

 

Les échantillons de gorilles n’ont pas été génotypés, mais lors du tri des 76 fèces, nous avons 

choisi un échantillon par groupe de nids et par points GPS donné afin d’avoir plus de chance 

de travailler sur des individus différents. 
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5. Détection d’anticorps anti-SIV dans les fèces de chimpanzés et de gorilles 

 

Les fèces sont conservées dans du RNAlaterTM et ce produit contient beaucoup de sels qui 

peuvent inhiber la recherche d'anticorps en formant un complexe avec les immunoglobulines. 

Il est nécessaire de traiter les échantillons afin de solubiliser ce complexe, nous avons ainsi 

pratiqué une dialyse au préalable. Pour cela, 2 mL fèces ont été diluées dans 7 mL de solution 

PBS/Tween-20 et inactivées par chauffage (1 heure à 60°C). Après une centrifugation de 10 

min à 4500 RPM afin de clarifier le mélange, celui-ci a été incubé avec du PBS toute la nuit à 

4°C (Keele et al. 2006; Van Heuverswyn et al. 2006). Le dialysat obtenu peut maintenant être 

utilisé pour des tests sérologiques. 

 

Il n’existe pas d’outils de diagnostic spécifique pour la détection directe des anticorps anti-

SIV chez les PNH. Nous avons donc utilisé le test commercial sérologique INNO-LIATM 

(Innogenetics) qui est un test de confirmation pour le VIH. La sensibilité et la spécificité de ce 

test ont été validées sur des échantillons fécaux de chimpanzés captifs (Keele et al. 2006). La 

sensibilité est de 92% et la spécificité de 100%. La validation du test n’a pas été effectuée 

pour les gorilles car il n’y en a pas en captivité avec un statut SIV positif. 

Le test INNO-LIATM se compose de protéines recombinantes et de peptides synthétiques du 

VIH-1 et du VIH-2, adsorbés sur une bandelette de nylon. Les anticorps spécifiques anti-

SIVcpz/gor éventuellement présents vont réagir de manière croisée avec les antigènes du 

VIH-1 et former un complexe révélé par colorimétrie. 

Afin que le résultat du test soit validé, il faut que les bandes contrôles, présentes sur chaque 

bandelette, apparaissent. Ensuite, la lecture des échantillons est différente de celle pour le 

VIH et nous considérons un échantillon de fèces comme positif lorsqu’au moins une bande 

colorée apparaît (VIH-1 ou VIH-2). 



Matériel et méthodes 

 38 

6. Détection des parasites dans les échantillons fécaux 

 

6.1 Extraction de l’ADN parasitaire 

Afin de détecter par PCR la présence de parasites intestinaux dans les fèces de grands singes, 

il a été nécessaire d’adapter le protocole d’extraction d’ADN. Ainsi, nous sommes parti du 

mélange fèces/RNAlaterTM auquel nous avons ajouté le tampon de lyse et nous avons chauffé 

le mélange 10 minutes à 95°C. En effet, les cellules de l’hôte peuvent être lysées à 

température ambiante, mais la paroi des oocystes ou des spores parasitaires nécessite une 

température de lyse plus élevée. La suite du protocole est identique à l’extraction de l’ADN 

de l’hôte p. 33. L'ADN a été suspendu dans 200 µL de tampon d'élution. 

 

 

6.2 Amplification de l’ADN des cryptosporidies 

Les amorces utilisées dans ce travail nous ont permis d’amplifier toutes les espèces du genre 

Cryptosporidium (Tableau 4) (Xiao et al. 1999). L'ADN amplifié correspond à un fragment de 

820 pb du gène codant pour la sous-unité 18S de l'ARN ribosomal. 

 

Tableau 4 : Liste des amorces utilisées pour amplifier Cryptosporidium spp. 
 
Amorce Étape de PCR Séquence 

Crypto F-sens 1re 5’-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’ 

Crypto R-anti sens 1re 5’-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’ 

Crypto NF-sens 2de 5’-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’ 

Crypto NR-anti sens 2de 5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’ 

 

 

La PCR nichée a été effectuée avec 10 µL d’ADN pour la 1re étape et 5 µL du produit obtenu 

pour la 2de étape. 

Un témoin positif d’ADN de l’espèce Cryptosporidium parvum a été acheté sur le site de 

l’American Type Culture Collection (ATCC http://www.lgcstandards-atcc.org/). 
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Pour les deux étapes de PCR, le mélange réactionnel comprend à une concentration finale : 

1X de tampon de PCR avec MgCl2, 200 µM de dNTPs, 0,2 µg/µL de BSA, 0,6 pmol/µL 

d’amorces et 0,05 U/µL d’enzyme Qbiogen pour un volume total de 50 µL. 

L'amplification d'ADN a été effectuée sur un thermocycleur (Biometra) avec un programme 

en « gradient de température décroissant » pour les 2 étapes. 

1re étape : 3 min à 94°C, suivi de 20 cycles de 45 s à 94°C, 45 s à 45°C, et 1min30 à 72°C. 

Puis 25 cycles de 45 s à 94°C, 45 s à 55°C, et 1min30 à 72°C. Enfin, une extension finale de 5 

min à 72°C. 

2de étape : 3 min à 94°C, suivi de 10 cycles de 45 s à 94°C, 45 s à 55°C moins 0,5°C par 

cycle, et 1 min à 72°C. Puis 35 cycles de 45 s à 94°C, 45 s à 55°C, et 1 min à 72°C. Enfin, 

une extension finale de 5 min à 72°C. 

 

 

6.3 Amplification de l’ADN des microsporidies 

Afin d’amplifier les 3 espèces du genre Encephalitozoon, ainsi que l’espèce Enterocytozoon 

bieneusi, nous avons utilisé des amorces spécifiques précédemment décrites (Katzwinkel-

Wladarsch et al. 1996) (Tableau 5). Le fragment comprend une partie du gène codant pour la 

petite sous-unité de l’ARN ribosomal 18S, la région intergénique non transcrite (ITS) et une 

partie de la grande sous-unité de l’ARN ribosomal 28S. La longueur du fragment est environ 

de 300 pb pour le genre Encephalitozoon, et dépend de l’espèce amplifiée, et de 500 pb pour 

le genre Enterocytozoon. 

 

Tableau 5 : Liste des amorces utilisées pour amplifier les genres Encephalitozoon et 
Enterocytozoon. 

 
Amorce Étape de PCR Séquence 

Msp1-sens †* 1re 5’-TGAATGKGTCCCTGT-3’ 

Msp2A-anti sens † 1re 5’-TCACTCGCCGCTACT-3’ 

Msp2B-anti sens * 1re 5’-GTTCATTCGCACTACT-3’ 

Msp3-sens †* 2de 5’-GGAATTCACACCGCCCGTCRYTAT-3’ 

Msp4A-anti sens † 2de 5’-CCAAGCTTATGCTTAAGTYMAARGGGT-3’ 

Msp4B-anti sens * 2de 5’-CCAAGCTTATGCTTAAGTCCAGGGAG-3’ 

† amorces spécifiques du genre Encephalitozoon. * amorces spécifiques du genre Enterocytozoon. †* amorces 
communes pour les deux genres. K=G/T, M=A/C, R=A/G, Y=C/T. 
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Le témoin positif pour le genre Encephalitozoon est de l’ADN extrait à partir d’une souche 

commerciale de l’espèce intestinalis achetée sur le site de l'ATCC (CDC V307). La souche a 

été cultivée sur monocouche de cellules eucaryotes CHO (cellules d'épithélium ovarien de 

hamster ) en RPMI et 5% de sérum de veau fœtal, à 5% de CO2 et 35°C, comme décrit sur le 

site de l’ATCC (http://www.lgcstandards-atcc.org/). Le témoin positif pour le genre 

Enterocytozoon est de l’ADN extrait des fèces d’un patient. 

 

Pour les deux genres de microsporidies, la PCR nichée a été effectuée avec 10 µL d’ADN 

pour la 1re étape et 5 µL du produit obtenu pour la 2de étape. Nous avons également effectué 

des PCR avec des dilutions d’ADN de 10 µL, 8 µL, 5 µL et 3 µL pour la 1re étape. 

 

Pour les deux étapes de PCR, le mélange réactionnel comprend à une concentration finale : 

1X de tampon de PCR avec MgCl2, 200 µM de dNTPs, 0,2 µg/µL de BSA, 0,4 pmol/µL 

d’amorces et 0,05 U/µL d’enzyme Qbiogen pour un volume total de 50 µL. 

L'amplification d'ADN a été effectuée sur un thermocycleur (Biometra) avec un programme 

classique pour la première étape et un programme en « gradient de température décroissant » 

pour la seconde étape. 

1re étape : 3 min à 94°C, suivi de 35 cycles de 45 s à 94 °C, 45s à 54°C, et 1 min à 72°C. Puis, 

une extension finale de 5 min à 72°C. 

2de étape : 3 min à 94°C, suivi de 10 cycles de 45 s à 94 °C, 45 s à 60°C moins 0,5°C par 

cycle, et 1 min à 72°C. Puis 25 cycles de 45 s à 94°C, 45 s à 60°C, et 1 min à 72°C. Enfin, 

une extension finale de 5 min à 72°C. 

 

 

6.4 Séquençage des produits amplifiés 

Les produits d'amplification ont été purifiés en utilisant le kit Geneclean Turbo (Qbiogen) et 

séquencés directement par la méthode de Sanger avec le kit ABI PRISM BigDye Terminators 

(Applied Biosystems) avec les amorces de la seconde étape de PCR. Les séquences ont été 

lues sur un séquenceur automatique 3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems). La 

vérification et l’assemblage des séquences ont été effectués sur le logiciel Seqman (DNAstar). 
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6.5 Analyses phylogénétiques des parasites amplifiés 

Deux méthodes de phylogénie ont été utilisées pour cette étude : une méthode classique de 

distance (les plus proches voisins) et une méthode plus puissante basée sur les probabilités 

(maximum de vraisemblance). 

 

Pour la méthode classique, les séquences ont été alignées à l’aide du logiciel Clustal X 2.0 

contre des séquences de référence provenant de la Genbank. L’arbre phylogénétique a été 

construit par la méthode des plus proches voisins (Neighbor-Joining) (Saitou & Nei 1987), 

puis visualisé à l’aide du logiciel NJplot (Perrière & Gouy 1996). L’arbre a été enraciné avec 

un groupe extérieur dans le but de situer l’ancêtre commun des taxa. Le test des « bootstraps » 

a été utilisé afin de vérifier la robustesse de notre arbre (70-80% de bootstraps est considéré 

comme fiable). 

 

Pour les analyses phylogénétiques avec la méthode des probabilités, nous avons utilisé et 

travaillé sur différents sites qui regroupent des programmes de bioinformatiques dédiés à la 

phylogénie. 

Ainsi, sur le site http://www.phylogeny.fr/ (Dereeper et al. 2008), nous avons recherché avec 

le programme BLAST Explorer 2.2.18 des séquences de référence, ainsi qu’une séquence qui 

a servi à enraciner l’arbre et améliorer son évaluation. Les nouvelles séquences obtenues ont 

été alignées de façon optimale à l’aide du logiciel Mafft contre les séquences de référence 

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh et al. 2002). L’algorithme d’alignement peut 

générer des « gaps », insertions et délétions, représentées par des tirets. Les séquences qui 

présentent plus de gaps par rapports aux autres sont trop différentiées de manière artificielle. 

Afin de « dégaper » les séquences de façon optimale, nous avons utilisé le logiciel Gblocks 

061b (Talavera & Castresana 2007). L’alignement résultant a été visualisé à l’aide du logiciel 

Seaview (Gouy et al. 2010). Pour la construction de l’arbre phylogénétique, nous avons utilisé 

la méthode du maximum de vraisemblance (ML, Maximum likelihood ) par le programme 

PhyML (Guindon & Gascuel 2003) contenu dans Seaview. Afin d’être le plus fiable possible, 

nous avons appliqué des méthodes sophistiquées pour explorer la phylogénie. Ainsi nous 

avons utilisé le modèle de substitution GTR (General Time Reversible), avec proportion des 

sites invariables optimisée, et la loi de gamma optimisée. La robustesse statistique des 

embranchements a été évaluée à l’aide des aLRT (approximate Likelihood ratio test), 

équivalents aux « bootstrap ». Le test aLRT est considéré comme fiable quand sa valeur est 

comprise entre 0,8 et 1. 
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1. Échantillons collectés 

 

Pour notre étude, nous avons sélectionné 220 échantillons identifiés sur le terrain comme 

chimpanzés, collectés lors de 6 missions réalisées entre juin 2003 et février 2011 ainsi que 76 

échantillons identifiés comme gorilles, collectés lors de 5 missions menées entre avril 2005 et 

février 2011. Afin de confirmer l’espèce identifiée sur le terrain, nous avons testé ces 

échantillons par PCR et séquençage. La phylogénie par méthode des distances nous a permis 

de comparer les séquences obtenues à des échantillons de références afin de déterminer 

l’espèce (Figure 8). 

Ainsi, 156 échantillons ont été confirmés de la sous-espèce Pan troglodytes troglodytes, et 74 

de la sous-espèce Gorilla gorilla gorilla. 

Sur les autres échantillons fécaux supposés d’espèce de chimpanzé, 28 échantillons étaient 

des petits singes (11 Cercocebus agilis, 9 Cercopithecus cephus , 4 Cercopithecus nictitans, 4 

Lophocebus albigena) et 3 échantillons étaient d’origine humaine. Sur les 76 échantillons 

identifiés comme de gorilles sur le terrain, 1 échantillon appartenait à l’espèce Syncerus 

caffer, ou buffle d’Afrique. Pour 34 échantillons (33 identifiés comme chimpanzés et 1 

comme gorille), l’ADN était dégradé, nous n’avons donc pas pu déterminer l’espèce. Ainsi, 

sur les 21 échantillons de la collecte de juin 2003, aucun n’était exploitable et n’ont pas été 

utilisés par la suite pour la recherche de parasites (Tableau 6). 

 

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des espèces des échantillons fécaux. 
 

Confirmation de l’espèce par PCR 
Collectes 

Espèce identifiée sur 
le terrain:  

Chimp-     Gorilles 
  anzés 

Chimpanzés 
P.t.t. 

Gorilles 
G.g.g. 

Petits 
singes Autres Échantillons 

dégradés 

Juin 2003 21 0 0 0 2 0 19 

Avril 2005 66 2 63 2 0 2 1 

Avril 2007 14 10 14 10 0 0 0 

Mars 2010 44 21 37 21 7 0 0 

Novembre 2010 25 14 14 14 11 0 0 

Février 2011 50 29 28 27 8 2 14 

Total 220 76 156 74 28 4 34 

Sur 296 échantillons fécaux identifiés sur le terrain comme de chimpanzés ou de gorilles, 156 échantillons 
proviennent réellement de chimpanzés et 74 de gorilles après confirmation par PCR. 
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Figure 8 : Arbre phylogénétique des espèces. 
Arbre phylogénétique d’un alignement de 386 pb de l'ADN ribosomal des mitochondries de l'hôte selon la 
méthode des plus proches voisins. La barre d’échelle représente 0,02 substitution par site et les étoiles montrent 
les valeurs de bootstraps supérieurs à 80. Quelques séquences de l’étude sont représentées en orange, les 
séquences téléchargées sur la Genbank sont en bleu et les séquences du laboratoire d’études précédentes sont en 
vert. 
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2. Infection à SIV chez les chimpanzés et gorilles sauvages 

 

2.2 Présence d’anticorps anti-SIV 

La présence d’anticorps anti-SIV réagissant de manière croisée avec les antigènes du VIH a 

été recherchée dans les 156 fèces de chimpanzés et 74 fèces de gorilles avec le test 

sérologique INNO-LIATM. 

 

Nous avons identifié 45 échantillons qui réagissaient de manière croisée avec les antigènes du 

VIH-1 sur 156 échantillons fécaux de chimpanzés répartis sur les différentes missions de 

collectes, ce qui correspond à 28,9% de prévalence. Sur les 74 fèces de gorilles, aucun 

échantillon n’a montré de réaction positive avec le test sérologique. Le détail par collecte est 

indiqué dans le tableau 7. 

 

 

Tableau 7 : Présence d'anticorps anti-SIV dans les fèces de grands singes. 
 
 Chimpanzés Gorilles 
 Nombre 

d’échantillons  
Sérologie SIV 

positive 
Nombre 

d’échantillons 
Sérologie SIV 

positive 
Avril 2005 63 20 2 0 

Avril 2007 14 2 10 0 

Mars 2010 37 8 21 0 

Novembre 2010 14 6 14 0 

Février 2011 28 9 27 0 

Total 156 45 74 0 

Le nombre d’échantillons de chimpanzés et de gorilles avec une sérologie SIV positive est indiqué par date de 
collecte. Sur 156 échantillons de chimpanzés, 45 échantillons sont SIV positifs. Les 74 échantillons de gorilles 
sont SIV négatifs. 
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La figure 9 illustre les profils observés pour 10 échantillons fécaux de chimpanzés lors d’une 

sérologie SIV positive avec un test INNO-LIATM. Le test est validé car les bandes contrôles 

apparaissent sur chaque bandelette. En revanche, les profils obtenus sont différents du profil 

du témoin positif car le SIV est un virus divergent du VIH. 

 

 

 

 

Figure 9 : Réactions au test de sérologie INNO-LIATM dans des échantillons fécaux de 
chimpanzés. 

Exemple de tests INNO-LIATM ayant réagit de manière croisée avec les anticorps anti-SIV présents dans dix 
échantillons de chimpanzés. Les deux premières bandelettes servent de témoins positifs et négatifs pour le test. 
Le témoin positif est un échantillon de sérum humain inactivé contenant des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2. 
Afin de valider le test, il faut que les bandes contrôles 3+, 1+ et +/- soient colorées pour chaque échantillon. 



Résultats 

 47 

2.3 Détermination du nombre d’individus SIV positifs 

Seuls les 45 échantillons de chimpanzés SIV positifs ont été génotypés. 

Nous avons identifié 42 échantillons correspondant à 17 individus (Tableau 8). 

 

Sur les 45 échantillons SIV positifs en sérologie, 3 échantillons (CR806, CR6254, CR6411) 

n’ont pu être génotypés pour chaque allèle parce que l’ADN était dégradé. Pour ces 3 

échantillons non déterminés comme individus, nous avons pris en compte les points GPS de 

collecte afin de savoir si nous pouvions les considérer comme des individus différents. En 

effet, nous savons que les communautés de chimpanzés se déplacent dans un territoire 

couvrant en moyenne 5 à 30 km2 et effectuent normalement 0,5 à 3 kilomètres par jour 

(Chapman & Wrangham 1993). 

L’échantillon CR806 n’a pas de données GPS répertoriées. Les échantillons CR6254 et 

CR6411 se trouvent respectivement à 2 Km et 3 Km des autres prélèvements effectués sur des 

jours consécutifs, ce qui n’a pas assez éloigné pour affirmer que ce sont des individus 

différents de ceux collectés dans les jours précédents. À titre d’exemple, pour l’individu 

MBc- ID254 , les 3 échantillons de fèces CR6405, CR6406 et CR6407 ont été collectés trois 

jours après à 28 Km de 2 autres échantillons CR6413 et CR6414. 

 

Nous avons retrouvé le même individu sur 2 collectes différentes : MBc-ID25 et MBc-109. 

Les fèces de l’individu MBc-ID25 ont été collectées en avril 2005 sur des journées 

consécutives (échantillons CR774, CR775, CR784, CR785, CR788, CR791, CR802) puis en 

février 2011, également sur des journées consécutives (échantillons CR6405, CR6406, 

CR6407, CR6413, CR6414). Les différents échantillons fécaux de l’individu MBc-ID109 ont 

été collectés le même jour de novembre 2010 (CR6232, CR6233, CR6234, CR6235, CR6236) 

puis le même jour de février 2011 (CR6386, CR6387, CR6388). 

 

                                                
4 Les individus sont numérotés ainsi : MBc-ID, MB pour Mambélé, c pour chimpanzé et ID 
pour individu. Cette numérotation s’est faite par ordre de manipulation des échantillons et non 
par date de collecte, en priorité en fonction de l’intérêt pour le SIV. 
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Tableau 8 : Identification des individus SIV positifs. 
 

Analyses des Microsatellites 
Échantillon Individu Date de 

collecte Locus 
D18S536 

Locus 
D4S243 

Locus 
D10S676 

Locus 
D9S922 

Locus 
D2S1326 

Locus 
D2S1333 

Locus 
D4S1627 

Locus 
D9S905 genre 

CR749 MBc-ID20 Avril 2005 153/169 196/227 181/189 - / - 256/264 313/321 228/228 290/294 na 
CR750 MBc-ID21 Avril 2005 165/169 200/227 177/177 - / - 244/252 321/321 228/236 270/286 na 
CR751  Avril 2005 165/169 200/227 177/177 - / - 244/252 321/321 228/236 270/286 na 
CR752  Avril 2005 165/169 200/227 177/177 - / - 244/252 321/321 228/236 270/286 na 
CR755  Avril 2005 165/169 200/227 177/177 - / - 244/252 321/321 228/236 270/286 na 
CR758  Avril 2005 165/169 200/227 177/177 - / - 244/252 321/321 228/236 270/286 na 
CR771 MBc-ID22 Avril 2005 145/153 204/247 177/189 306/310 252/268 325/329 232/236 274/286 na 
CR773 MBc-ID23 Avril 2005 153/153 227/227 177/181 - / - 252/268 305/325 216/232 282/298 na 
CR801 MBc-ID24 Avril 2005 141/153 227/231 177/185 - / - 232/252 321/325 224/228 282/282 na 
CR774 MBc-ID25 Avril 2005 157/169 227/227 177/177 - / - 232/256 317/325 212/236 282/286 na 
CR775  Avril 2005 157/169 227/227 177/177 - / - 232/256 317/325 212/236 282/286 na 
CR784  Avril 2005 157/169 227/227 177/177 - / - 232/256 317/325 212/236 282/286 na 
CR785  Avril 2005 157/169 227/227 177/177 - / - 232/256 317/325 212/236 282/286 na 
CR788  Avril 2005 157/169 227/227 177/177 - / - 232/256 317/325 212/236 282/286 na 
CR791  Avril 2005 157/169 227/227 177/177 - / - 232/256 317/325 212/236 282/286 na 
CR802  Avril 2005 157/169 227/227 177/177 - / - 232/256 317/325 212/236 282/286 na 
CR6405  Février 2011 157/169 227/227 177/177 300/304 232/256 317/325 212/236 282/286 M 
CR6406  Février 2011 157/169 227/227 177/177 300/304 232/256 317/325 212/236 282/286 M 
CR6407  Février 2011 157/169 227/227 177/177 300/304 232/256 317/325 212/236 282/286 M 
CR6413  Février 2011 157/169 227/227 177/177 300/304 232/256 317/325 212/236 282/286 M 
CR6414  Février 2011 157/169 227/227 177/177 300/304 232/256 317/325 212/236 282/286 M 
CR776 MBc-ID26 Avril 2005 165/173 227/231 177/185 - / - 244/268 317/325 232/236 282/286 na 
CR790 MBc-ID27 Avril 2005 149/153 247/247 185/189 294/302 240/248 297/313 224/228 282/298 na 
CR803 MBc-ID28 Avril 2005 161/173 227/227 177/177 - / - 232/256 329/333 228/232 282/282 na 
CR2334 MBc-ID1 Avril 2007 146/154 225/225 176/188 296/304 - / - - / - - / - - / - na 
CR2340 MBc-ID2 Avril 2007 158/158 245/245 168/176 304/316 - / - - / - - / - - / - na 
CR5131 MBc-ID3 Mars 2010 162/162 221/225 172/176 300/300 239/263 310/322 228/232 282/282 M 
CR5136 MBc-ID4 Mars 2010 162/162 225/225 172/176 300/300 235/263 310/310 - / - 282/282 F 
CR5137  Mars 2010 162/162 225/225 176/176 300/300 239/263 310/310 328/232 282/282 F 
CR5138  Mars 2010 162/162 225/225 176/176 300/300 239/263 310/310 - / - 282/282 F 
CR5145 MBc-ID5 Mars 2010 162/162 204/247 176/188 292/296 259/267 326/330 232/236 286/286 F 
CR5156 MBc-ID6 Mars 2010 162/162 225/247 168/172 292/300 239/263 306/330 228/232 278/278 F 
CR5159 MBc-ID7 Mars 2010 162/162 221/225 172/176 296/308 255/267 306/322 228/236 282/286 M 
CR5161  Mars 2010 162/162 201/225 172/176 296/308 255/267 306/322 228/236 282/286 M 
CR6232 MBc-109 Nov 2010 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 F 
CR6233  Nov 2010 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 F 
CR6234  Nov 2010 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 F 
CR6235  Nov 2010 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 - 
CR6236  Nov 2010 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 F 
CR6386  Février 2011 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 F 
CR6387  Février 2011 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 F 
CR6388  Février 2011 166/170 225/225 175/175 298/298 239/263 310/322 226/230 282/282 F 
CR806 ND Avril 2005 - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - 
CR6254 ND Nov 2010 - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - F 
CR6411 ND Février 2011 - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - - / - F 

 
Deux allèles par locus sont montrés. Les tirets signifient que l’échantillon n’a pu être amplifié pour le locus en 
question. « na » signifie que l’échantillon n’a pas été testé, M pour mâle et F pour femelle. « ND » indique que 
l’individu n’a pas été identifié. Dix-sept individus ont pu être identifiés. 



Résultats 

 49 

3. Recherche de parasites dans les échantillons fécaux 

 

La présence de cryptosporidies et de microsporidies a été recherchée par PCR dans les 156 

échantillons fécaux de chimpanzés et les 74 échantillons de gorilles. 

 

3.1 Présence de cryptosporidies 

La présence des cryptosporidies a été mise en évidence dans 2 échantillons fécaux de 

chimpanzés qui étaient SIV positifs. Aucune cryptosporidie n’a été trouvée dans les 111 fèces 

de chimpanzés SIV négatifs. Nous avons amplifié des cryptosporidies dans 2 échantillons de 

fèces de gorilles, tous SIV négatifs. Le détail par collecte est indiqué dans le tableau 9. 

 

Tableau 9 : Nombre d’échantillons de grands singes infectés par des cryptosporidies en 
fonction du statut sérologique. 

 
Chimpanzés Gorilles 

 
Crypto + / SIV + Crypto + / SIV - Crypto + / SIV - 

Avril 2005 1/20 0/43 0/2 

Avril 2007 1/2 0/12 0/10 

Mars 2010 0/8 0/29 0/21 

Novembre 2010 0/6 0/8 0/14 

Février 2011 0/9 0/19 2/27 

Total 2/45 0/111 2/74 
 

Crypto pour cryptosporidies. Présence de cryptosporidies dans les échantillons de chimpanzés SIV positifs, de 
chimpanzés SIV négatifs et de gorilles SIV négatifs, par date de collecte. Au total, des cryptosporidies ont été 
amplifiées dans deux échantillons de chimpanzés SIV positifs et dans deux échantillons de gorilles SIV négatifs. 
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3.2 Présence de microsporidies 

Nous avons recherché la présence de microsporidies en PCR spécifique des genres 

Encephalitozoon et Enterocytozoon. Aucune microsporidie n’a été amplifiée avec la PCR du 

genre Enterocytozoon dans les échantillons fécaux de chimpanzé et de gorille. En revanche, 

nous avons amplifié des microsporidies avec la PCR du genre Encephalitozoon dans 15 

échantillons sur 45 échantillons SIV positifs et dans 26 échantillons sur 111 échantillons SIV 

négatifs. Nous avons détecté la présence de microsporidies dans 17 échantillons de fèces de 

gorilles, tous SIV négatifs (Tableau 10). 

 

Tableau 10 : Nombre d’échantillons de grands singes infectés par des microsporidies en 
fonction du statut sérologique. 

 
Chimpanzés Gorilles 

 
Msp + / SIV + Msp + / SIV - Msp + / SIV - 

Avril 2005 5/20 10/43 1/2 

Avril 2007 0/2 2/12 0/10 

Mars 2010 5/8 9/29 6/21 

Novembre 2010 2/6 1/8 2/14 

Février 2011 3/9 4/19 8/27 

Total 15/45 26/111 17/74 
 

Msp pour microsporidies. Présence de microsporidies dans les échantillons de chimpanzés SIV positifs, de 
chimpanzés SIV négatifs et de gorilles SIV négatifs, par date de collecte. Au total, des microsporidies ont été 
amplifiées dans 15 échantillons de chimpanzés SIV positifs, dans 26 échantillons de chimpanzés SIV négatifs et 
dans 17 échantillons de gorilles SIV négatifs. 
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3.3 Individus infectés par cryptosporidies et microsporidies 

Pour les 45 échantillons de chimpanzés SIV positifs, nous avons identifié 17 individus 

différents par la technique du génotypage. Nous avons ainsi trouvé des cryptosporidies chez 2 

individus soit une prévalence de 12% d’infection, et amplifié des microsporidies dans 8 

individus ce qui représente 47% d’infection (Tableau 11). 

 

Tableau 11 : Nombre de chimpanzés infectés par des cryptosporidies et des 
microsporidies en fonction du statut sérologique 

 
 Individus 

 SIV + SIV - 

Cryptosporidies 
2/17 

(12%) 
nd 

Microsporidies 
8/17 

(47%) 
nd 

 

Nombre d’individus infectés par cryptosporidies et microsporidies. « nd » signifie que les échantillons n’ont pas 
été génotypés. Sur 17 chimpanzés SIV positifs, 2 sont infectés par des cryptosporidies et 8 par des 
microsporidies. 

 

 

Comme l’indique le tableau 12, nous n’avons pas pu amplifier de cryptosporidie pour tous les 

échantillons d’un même individu. Ainsi, les parasites amplifiés se trouvent dans 2 

échantillons correspondant à 2 individus distincts, MBc-ID25 et MBc-ID2. Pour l’individu 

MBc-ID25, 7 échantillons avaient été prélevés en avril 2005 et 5 échantillons en février 2011, 

mais nous n’avons pu détecter des cryptosporidies seulement dans 1 échantillon sur 12. 

 

C’est également le cas pour les microsporidies. Ainsi pour l’individu MBc-ID21, nous avons 

amplifié des parasites dans 1 échantillon sur 5, pour l’individu MBc-ID7, dans 1 échantillon 

sur 3 et pour l’individu MBc-ID109, dans 4 échantillons sur 8. En revanche, pour l’individu 

MBc-ID4, les 3 échantillons séquentiels ont été amplifiés. 
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Tableau 12 : Présence de parasites par individu SIV positif. 
 

Échantillon de 
chimpanzé Individu Date de 

collecte 
Présence de 

microsporidies 
Présence de 

cryptosporidies 
CR749 MBc-ID20 Avril 2005 - - 
CR750 MBc-ID21 Avril 2005 + - 
CR751  Avril 2005 - - 
CR752  Avril 2005 - - 
CR755  Avril 2005 - - 
CR758  Avril 2005 - - 
CR771 MBc-ID22 Avril 2005 + - 
CR773 MBc-ID23 Avril 2005 - - 
CR801 MBc-ID24 Avril 2005 + - 
CR774 MBc-ID25 Avril 2005 - + 
CR775  Avril 2005 - - 
CR784  Avril 2005 - - 
CR785  Avril 2005 - - 
CR788  Avril 2005 - - 
CR791  Avril 2005 - - 
CR802  Avril 2005 - - 

CR6405  Février 2011 - - 
CR6406  Février 2011 - - 
CR6407  Février 2011 - - 
CR6413  Février 2011 - - 
CR6414  Février 2011 - - 
CR776 MBc-ID26 Avril 2005 - - 
CR790 MBc-ID27 Avril 2005 - - 
CR803 MBc-ID28 Avril 2005 + - 

CR2334 MBc-ID1 Avril 2007 - - 
CR2340 MBc-ID2 Avril 2007 - + 
CR5131 MBc-ID3 Mars 2010 + - 
CR5136 MBc-ID4 Mars 2010 + - 
CR5137  Mars 2010 + - 
CR5138  Mars 2010 + - 
CR5145 MBc-ID5 Mars 2010 - - 
CR5156 MBc-ID6 Mars 2010 - - 
CR5159 MBc-ID7 Mars 2010 - - 
CR5161  Mars 2010 + - 
CR6232 MBc-109 Nov 2010 - - 
CR6233  Nov 2010 + - 
CR6234  Nov 2010 + - 
CR6235  Nov 2010 - - 
CR6236  Nov 2010 - - 
CR6386  Février 2011 - - 
CR6387  Février 2011 + - 
CR6388  Février 2011 + - 
CR806 ND Avril 2005 + - 

CR6254 ND Nov 2010 - - 
CR6411 ND Février 2011 + - 

 

Pour chaque individu est notée la date de collecte ainsi que la présence de microsporidies et de cryptosporidies. 
« ND » signifie que l’individu n’a pas pu être identifié. Des microsporidies et des cryptosporidies n’ont pas été 
amplifiées pour tous les échantillons d’un même individu. 
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Le tableau 13 résume les résultats obtenus ainsi que les pourcentages d’infections pour les 

cryptosporidies et les microsporidies retrouvées dans les fèces de grands singes en fonction de 

leur statut sérologique. Le résultat est termes d’individus est indiqué seulement pour les 

chimpanzés SIV positifs. 

 

Tableau 13 : Nombre de grands singes infectés par cryptosporidies et microsporidies en 
fonction du statut sérologique. 

 
Chimpanzés Gorilles 

 
Échantillons Individus Échantillons Individus 

 

Cryptosporidies 
 

2/45 (4,4%) 
 

2/17 (12%) 
 

0/0 
 

na SIV + 
 

Microsporidies 
 

15/45 (33%) 
 

8/17 (47%) 
 

0/0 
 

na 
 

Cryptosporidies 
 

0/111 (0%) 
 

nd 
 

2/74 (2,7%) 
 

nd 
SIV - 

 

Microsporidies 
 

26/111 (23%) 
 

nd 
 

17/74 (23%) 

 

nd 

 

« nd » signifie que les échantillons n’ont pas été testés, « na » pour non applicable. Chez les grands singes SIV 
positifs, des cryptosporidies ont été amplifiées dans 2 échantillons de chimpanzés correspondant à 2 individus, 
des microsporidies ont été amplifiées dans 15 échantillons de chimpanzés correspondant à 8 individus. Chez les 
grands singes SIV négatifs, des cryptosporidies ont été amplifiées dans 2 échantillons de gorilles, des 
microsporidies ont été amplifiées dans 26 échantillons de chimpanzés et dans 17 échantillons de gorilles. 
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4. Diversité génétique des parasites 

 

4.1 Diversité génétique des cryptosporidies amplifiées 

Les cryptosporidies ont été analysées par phylogénie afin de déterminer les espèces 

amplifiées. La méthode employée est une méthode classique de distance, celle des plus 

proches voisins. Toxoplasma gondii, un autre apicomplexe, a été choisi comme groupe 

extérieur afin d’enraciner l’arbre. 

 

Parmi les 156 échantillons de fèces de chimpanzés, nous avons amplifié des cryptosporidies 

dans 2 échantillons SIV positifs. Les analyses phylogénétiques nous montrent qu’un 

échantillon se branche avec Cryptosporidium cuniculus et l’autre avec Cryptosporidium 

ubiquitum (Figure 10). 

Parmi les 74 fèces de gorilles, tous SIV négatifs, nous avons mis en évidence la présence de 

cryptosporidies dans 2 échantillons. Dans l’arbre phylogénétique, les cryptosporidies sont 

proches de Cryptosporidium cuniculus mais ne se branchent pas avec les cryptosporidies 

retrouvées dans les échantillons de chimpanzés (Figure 10). 
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Figure 10 : Arbre phylogénétique des cryptosporidies. 
L’arbre phylogénétique a été généré par la méthode des plus proches voisins sur un alignement de 800 pb de 
l’ARN 18S de cryptosporidies. La barre d’échelle représente 0,02 substitution par site. Les étoiles représentent 
les valeurs de bootstraps supérieurs à 70. Les échantillons de référence sont en noir (numéros d’accession pour 
chaque référence entre accolades), les cryptosporidies trouvées chez les chimpanzés SIV positifs sont en rouge et 
chez les gorilles en vert. 
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4.2 Diversité génétique des microsporidies amplifiées 

Les microsporidies du genre Encephalitozoon ont été analysées par phylogénie à l’aide d’une 

méthode plus robuste, celle des probabilités. En effet, l’alignement des séquences nous a 

montré une grande diversité ; beaucoup de régions hypervariables et beaucoup de « gap ». 

L’arbre phylogénétique généré présentait également une grande diversité des échantillons 

amplifiés par rapport aux séquences de référence de la Genbank. L’arbre a été enraciné avec 

le genre Enterocytozoon. 

 

Au vu des résultats de phylogénie, nous avons également testé en PCR les échantillons 

d’autres espèces, ne faisant pas partie de l’étude de pathogénicité, comme contrôle « tout 

venant », provenant de la même région géographique. Ainsi, nous avons amplifié des 

microsporidies dans 2 échantillons fécaux humains, 6 petits singes, 1 buffle d’Afrique et 2 

échantillons dont nous n’avions pas pu confirmer l’espèce (PCR de l’ARN ribosomal 

négative). Les différentes souches de microsporidies trouvées chez les chimpanzés, chez les 

gorilles ou chez les autres espèces se placent ensemble dans l’arbre mais loin des genres 

connus. Il n’y a pas de groupe en fonction de l’espèce. 

 

Les analyses phylogénétiques ont mis en évidence trois groupes principaux (Figure 13) : 

- 7 échantillons forment un groupe avec les références de l’espèce Encephalitozoon hellem. 

Les échantillons proviennent d’un chimpanzé SIV positif (CR801), de 2 chimpanzés SIV 

négatifs (CR761, CR2332), de 3 gorilles (CR6752, CR6811, CR6870) et d’un petit singe de 

l’espèce Cercocebus agilis (CR6420). 

- 3 échantillons sont proches du genre Encephalitozoon sans que l’on puisse dire de quelle 

espèce précisément. CR754 et CR757 proviennent de chimpanzés SIV négatifs, CR6251 vient 

d’un petit singe de l’espèce Cercopithecus cephus. 

- les échantillons restants sont éloignés, assez divergents. Trois échantillons (provenant d’un 

chimpanzé SIV négatif CR893, d’un Homme CR891, et du CR901 dont l’espèce n’a pas pu 

être identifiée) se branchent même très à l’écart des séquences de références et des autres 

échantillons de l’étude. Parmi ces échantillons se trouve un groupe plutôt « clonal », mais 

toujours différent des séquences de référence du genre Encephalitozoon ainsi que des autres 

genres de microsporidies déjà connues. 
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Pour 4 échantillons (CR761 d’un chimpanzé SIV négatif, CR801 et CR6233 de chimpanzés 

SIV positifs, CR900 échantillon humain) nous avons remarqué la présence d’une double 

amplification (300 pb et 400 pb) lors de la visualisation du produit de PCR (Figure 11). Après 

séquençage et analyses phylogénétiques, nous avons constaté que chaque bande représentait 

une souche différente de microsporidies. La comparaison des séquences nucléotidiques de 

l’échantillon à 300 pb et celui à 400 pb nous montre que la différence de 100 pb est due à une 

insertion dans un des fragments amplifiés (Figure 12). 

 
 

 

Figure 11 : Photo de gel montrant une double amplification. 
Gel à 1% d’agarose et 0,005% de bromure d’éthidium. Colonne 1 : poids moléculaire de 100 à 1000 pb, 
colonnes 2 à 5 : échantillons présentant deux bandes à 300 et 400 pb après amplification par PCR. 

 

 

Figure 12 : Alignement des deux séquences amplifiées d’un même échantillon. 
Alignement nucléotidique par le logiciel Mafft. Les amorces de la 2de étape de PCR sont indiquées en bleu, 
MSP-3 est l’amorce sens et MSP-4a, l’anti-sens. L’étoile signifie qu’il y a le même nucléotide à chacun des 
sites. 
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Figure 13 : Arbre phylogénétique des microsporidies. 
Analyse phylogénétique par maximum de vraisemblance d’un alignement de séquences ITS de microsporidies 
(220 pb). La barre d’échelle représente 0,5 substitution par site. Les étoiles représentent les valeurs d’aLRT 
supérieure à 0,8. Les échantillons de référence sont en noir (numéros d’accession pour chaque référence entre 
accolades). Les microsporidies trouvées chez les chimpanzés SIV positifs sont en rouge, chez les chimpanzés 
SIV négatifs en bleu, chez les gorilles en vert et dans les autres espèces en violet. Les triangles montrent les 
échantillons pour lesquels nous avons eu une double amplification à la PCR. 
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Les résultats des analyses phylogénétiques montrent des échantillons éloignés des 

échantillons de référence. Il arrive que l’enzyme taq polymérase ait tendance à changer de 

brin d’ADN lors de la polymérisation, générant une séquence chimère qui n’existe pas in vivo. 

Ce phénomène a déjà été rencontré pour d’autres parasites comme Plasmodium spp. dans des 

fèces de gorilles (Liu et al. 2010). 

L’amplification de deux bandes de tailles différentes à la PCR représentant 2 souches 

différentes dans l’arbre phylogénétique a confirmé l’idée qu’il pouvait y avoir au moins deux 

espèces différentes de microsporidies dans un échantillon. Ces deux bandes ont également 

confirmé le possible « switch » de l’enzyme d’un brin d’ADN à l’autre. 

 

En partant de dilutions d’ADN, nous avons vérifié la sensibilité de la technique et en 

diminuant la quantité de matériel de départ, nous avons cherché à sélectionner une seule 

espèce de microsporidie afin d’éviter le phénomène d’amplification de séquences chimères. 

Pour 5 échantillons, nous n’avons pas eu d’amplification pour toutes les dilutions d’ADN, ce 

qui laisse penser que la quantité d’ADN présente dans l’échantillon n’est pas très élevée. Seul 

l’échantillon CR5158 a été amplifié pour toutes les quantités d’ADN. 

Malgré tout, chaque séquence amplifiée par échantillon était bien clonale, éliminant 

l’hypothèse de la présence de recombinaison (Figure 14). 
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Figure 14 : Arbre phylogénétique d’échantillons avec différentes quantités de matériel 
de départ. 

Analyse phylogénétique par maximum de vraisemblance d’un alignement de séquences ITS de microsporidies 
(220 pb). La barre d’échelle représente 0,5 substitution par site. Les étoiles représentent les valeurs d’aLRT 
supérieure à 0,8. Les échantillons de référence sont en noir (numéros d’accession pour chaque référence entre 
accolades), les microsporidies trouvées chez les chimpanzés sont en bleu et chez les gorilles en vert. La quantité 
d’ADN utilisée pour l’amplification est notée après le numéro de l’échantillon. 
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L’objectif de ce mémoire était d’étudier la pathogénicité du SIVcpzptt chez les chimpanzés 

(P.t.troglodytes) et du SIVgor chez les gorilles (G.g.gorilla) sauvages au Cameroun. Jusqu’à 

présent, aucune étude sur la pathogénicité du SIV n’a été menée sur des gorilles et seulement 

sur un chimpanzé captif P.t.troglodytes. 

 

Identification des infections à SIVcpz et SIVgor chez les grands singes sauvages du 

Cameroun. 

Notre premier travail a été d’identifier le statut SIV des grands singes sauvages de notre 

étude, réalisée dans la région de Mambélé, située dans le sud-est du Cameroun. Cette région a 

été choisie car les enquêtes précédentes ont montré une prévalence SIVcpz élevée chez les 

chimpanzés, qui en plus sont infectés avec les ancêtres des souches VIH-1 groupe M. Nos 

analyses sérologiques ont montré que 28,9% des échantillons (45 sur 156) sont infectés par un 

SIV. Ce résultat rejoint la prévalence de 32% retrouvée dans les études précédentes (Van 

Heuverswyn et al. 2007; Neel et al. 2010). Dans cette région de Mambélé, nous n’avons pas 

mis en évidence d’infection à SIVgor chez les gorilles sauvages, ce qui confirme également 

les résultats des recherches effectuées précédemment (Van Heuverswyn et al. 2006; Neel et 

al. 2010). 

 

Prévalence et diversité génétique des cryptosporidies et microsporidies. 

Des cryptosporidies et des microsporidies ont été amplifiées par PCR spécifique dans les 

fèces de grands singes sauvages. Le génotypage des gorilles et des chimpanzés SIV négatifs 

n’a pas encore été réalisé, nous pouvons donc estimer l’infection en termes d’individus 

seulement pour les chimpanzés infectés par le SIV. 

Nous avons mis en évidence des cryptosporidies chez deux chimpanzés SIV positif (12%) et 

aucune infection dans les échantillons fécaux de chimpanzés SIV négatifs. En revanche, nous 

avons identifié des cryptosporidies dans deux échantillons de gorilles SIV négatifs (2,7%). 

Actuellement, peu d’études ont recherché des cryptosporidies chez les grands singes et 

aucune infection à cryptosporidie n’a pu être identifiée chez les gorilles et chimpanzés, 

habitant des forêts reculées, loin de la présence humaine (Gillespie et al. 2009; van Zijll 

Langhout et al. 2010). En revanche, une prévalence d’infection relativement importante 

(19%) avait été mise en évidence lorsque les grands singes vivaient à proximité de l’Homme 

(van Zijll Langhout et al. 2010). Dans notre étude, les cryptosporidies amplifiées se trouvent 

chez des gorilles et chimpanzés vivant près du village de Mambélé. 
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Les analyses phylogénétiques des souches amplifiées dans notre travail ont montré qu’une 

souche de cryptosporidie, infectant les chimpanzés, se branche avec Cryptosporidium 

cuniculus, parasite retrouvé chez le lapin européen (Oryctolagus cuniculus) mais également 

chez l’Homme (Chalmers et al. 2009, 2011). Le second échantillon infectant les chimpanzés 

se branche avec Cryptosporidium ubiquitum, récemment nommée ainsi car cette espèce est 

retrouvée dans plusieurs zones géographiques et chez différents mammifères dont l’Homme, 

mais également dans des échantillons environnementaux (Fayer et al. 2010). Chez les gorilles, 

les deux souches de cryptosporidies détectées se branchent avec Cryptosporidium cuniculus. 

 

Nous avons mis en évidence la présence de microsporidies dans 33% d’échantillons fécaux de 

chimpanzés SIV positifs (15 sur 45) correspondant à 47% d’individus porteurs (8 sur 17). 

Nous avons amplifié des microsporidies dans 23% des échantillons de chimpanzés SIV 

négatifs (26 sur 111), ainsi que dans 23% des échantillons de gorilles SIV négatifs (17 sur 

74). Jusqu’à présent, les études sur les microsporidies ont été effectuées seulement chez des 

PNH vivant dans des parcs zoologiques et des sanctuaires où les animaux sont en contact avec 

l’Homme. Ces études ont montré des taux de prévalence chez les chimpanzés de 1,3% pour 

d’Encephalitozoon hellem, 30% pour d’Encephalitozoon cuniculi et 2,6% pour 

Enterocytozoon bieneusi (Sak et al. 2011a). Dans notre étude, 6 échantillons se branchent 

avec Encephalitozoon hellem, mais aucun avec Encephalitozoon cuniculi, ni avec 

Enterocytozoon bieneusi. Jusqu’à maintenant, Enterocytozoon bieneusi avait été recherché 

spécifiquement chez des petits singes au Cameroun, mais aucune infection n’avait été 

démontrée (Pourrut et al. 2002). Il est envisageable que l’espèce Enterocytozoon bieneusi soit 

transmise par l’homme mais qu’elle n’existe pas chez l’animal à l’état naturel. 

Les analyses phylogénétiques des microsporidies amplifiées dans notre étude ont montré une 

grande diversité, et la majorité des souches amplifiées se branchent loin des séquences de 

référence des genres Encephalitozoon et Enterocytozoon. Cependant, il n’existe pas, dans la 

base de données de Genbank, de séquences de référence de microsporidies provenant de 

chimpanzés ou de gorilles sauvages. Par ailleurs, les microsporidies trouvées dans les 

échantillons de chimpanzés, de gorilles et de petits singes se branchent ensemble dans l’arbre 

phylogénétique. Ceci peut être expliqué par un partage des mêmes parasites chez ces espèces 

sympatriques*. Cependant, le fait de retrouver le même type de parasite dans différentes 

espèces d’animaux (PNH et buffle) pourrait indiquer une contamination environnementale, en 

raison de la viabilité des spores dans le milieu extérieur. Les spores peuvent être dispersées 

par des animaux (insectes, …) ou des vecteurs inertes (poussières, fèces pulvérisées, eaux, 
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etc.). Afin de différencier les microsporidies environnementales de celles provenant d’un 

animal infecté, il faudrait pouvoir quantifier les spores par microscopie ou PCR quantitative. 

Ainsi, une grande quantité de spores démontrerait une réelle infection alors que la présence 

d’une petite concentration de spores serait plutôt un signal de dispersion environnemental. En 

effet, une étude de 2003 a été menée chez des macaques (Macaca mulatta) infectés 

expérimentalement par un clone moléculaire de SIVmac. La quantité de spores 

d’Enterocytozoon bieneusi a été comparée avant et après infection. Les résultats ont montré 

une augmentation significative de la quantité de spores trois mois après l’infection (Sestak et 

al. 2003). Cette technique pourrait également permettre d’éliminer l’hypothèse d’un portage 

sain des parasites. En effet, chez l’Homme, une étude a souligné l’augmentation de la 

présence de microsporidies depuis quelques années chez des personnes immunocompétentes, 

chez qui la maladie est auto résolutive (Sak et al. 2011b). 

Lors de la vérification de la PCR, nous avons remarqué une double amplification pour trois 

échantillons fécaux de chimpanzés (CR801 et CR6233, SIV positifs et CR761, SIV négatif). 

Après analyses phylogénétiques, nous avons constaté qu’il s’agissait de deux souches 

distinctes pour chaque cas. L’alignement a déterminé que la différence était due à une 

insertion de 100 pb à l’intérieur du fragment ciblé par nos amorces. Pour les échantillons 

CR801 et CR761, l’une des deux souches se branche avec les références d’Encephalitozoon 

hellem, et l’autre souche est divergente. Pour l’échantillon CR6233, les deux souches sont 

divergentes. Il est possible que l’animal ait été surinfecté par une autre souche sensiblement 

identique ou bien qu’il y ait une variation génétique du parasite au sein de son hôte 

(Henriques-Gil et al. 2010). Pour l’instant, la connaissance sur les parasites qui infectent les 

grands singes sauvages est encore très limitée, comme le montre la grande diversité des 

microsporidies amplifiées dans cette étude. 

 

Pathogénicité des SIV chez les grands singes sauvages. 

Afin de répondre à la question de la pathogénicité des SIV, nous avons cherché à évaluer si 

les grands singes sauvages, infectés par des SIV sont plus souvent porteurs de parasites, 

associés à une évolution vers le stade SIDA chez l’Homme. En effet, des études récentes ont 

montré que le SIVcpz pouvait être pathogène chez son hôte naturel, mais ces études ont été 

menées sur une communauté de chimpanzés P.t.scheiwfurthii habituées à l’Homme et sur un 

seul chimpanzé P.t.troglodytes captif naturellement infecté par le SIVcpzPtt. Ainsi, ces 

animaux ont pu faire l’objet d’un suivi clinique et biologique (Keele et al. 2009; Etienne et al. 

2011). 
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Nos résultats ont révélé la présence de parasites digestifs, cryptosporidies et microsporidies, 

chez les chimpanzés et gorilles sauvages du Cameroun. Cependant, nous n’avons pas pu 

montrer de relation entre le statut SIV de l’animal et le portage de ces parasites. 

 

Les espèces de cryptosporidies identifiées dans notre étude sont cuniculus et ubiquitum. La 

classification du genre Cryptosporidium ne cesse d’évoluer et les outils de biologie 

moléculaire permettent d’affiner ce classement. Une étude récente a réalisé des analyses 

phylogénétiques sur Cryptosporidium cuniculus et Cryptosporidium hominis et a montré qu’il 

n’y avait que 0,5% de différence entre ces deux espèces dans le gène de l’ARN ribosomal et 

aucune différence dans deux autres régions du génome (COWP et LIB13) (Robinson et al. 

2010). Ainsi, Cryptosporidium cuniculus est proche de Cryptosporidium hominis. Or, 

l’espèce Cryptosporidium hominis est retrouvée fréquemment chez les patients au stade SIDA 

(Fayer et al. 2000). En revanche, aucune étude ne décrit Cryptosporidium ubiquitum chez des 

patients sidéens, cette espèce ayant semble-t-il une origine plus environnementale. Ainsi sur 

les deux souches de cryptosporidies retrouvées chez les chimpanzés, une seule souche 

(Cryptosporidium cuniculus) pourrait être la preuve d’un syndrome d’immunodéficience chez 

l’animal. En revanche, les deux souches (Cryptosporidium cuniculus) amplifiées chez des 

gorilles SIV négatifs pourraient suggérer que cette infection parasitaire ne soit pas associée au 

statut SIV. Cependant, nous ne pouvons pas totalement exclure une infection SIV chez ces 

gorilles car la détection du SIV avec le test sérologique INNO-LIATM n’a pas été validée sur 

des échantillons de fèces de gorilles. En effet, le virus n’a peut-être pas été détecté à cause de 

la plus grande distance génétique du SIVgor, comparé au SIVcpz, par rapport aux antigènes 

du VIH-1 utilisés dans le test INNO-LIATM (Van Heuverswyn et al. 2006). 

 

Pour les microsporidies, seules les souches se branchant avec les séquences de référence 

pourraient confirmer une infection car les microsporidies les plus couramment retrouvées 

chez les personnes positives au VIH sont Enterocytozoon bieneusi ainsi que les trois espèces 

Encephalitozoon intestinalis, cuniculi et hellem (Girard et al. 2011; Sokolova et al. 2011). Les 

autres souches seraient considérées comme des souches environnementales. Ainsi, 6 

échantillons forment un groupe avec les références d’Encephalitozoon hellem et 2 

échantillons se branchent avec le genre Encephalitozoon. Les 8 échantillons proviennent d’un 

chimpanzé SIV positif, de 4 échantillons de chimpanzés SIV négatifs et de 3 échantillons de 

gorilles SIV négatifs. 
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Contraintes techniques. 

Nous avons remarqué des limites dans notre technique PCR. En effet, pour un individu donné, 

nous possédions plusieurs échantillons et nous n’avons pas pu amplifier de parasites pour 

chaque échantillon. Il se peut que les échantillons aient été trop dégradés, faute de 

conservation (temps trop long à température ambiante sur le terrain) ou des fèces dont la 

fraîcheur dépasse les 24h. Il est possible également que l’extraction d’ADN parasitaire ne soit 

pas assez efficace. Dans une étude récente, pour l’extraction d’ADN parasitaire, les fèces 

étaient préalablement mélangées à des billes de verre (Sak et al. 2011a). Ce protocole 

permettrait d’augmenter la quantité d’ADN parasitaire en lysant davantage les cellules 

parasitaires et ainsi optimiser nos chances d’amplification. 

 

Il serait très intéressant pour notre étude de savoir à quel stade de la maladie se trouve 

l’animal infecté par le SIV. En effet, la méthode non-invasive de collecte de fèces ne permet 

pas de connaître l’âge de l’animal, le délai depuis l’infection ou l’avancement de la maladie. 

Nous savons que pour le VIH chez l’Homme, il existe trois phases dans la maladie, la primo-

infection qui se manifeste généralement par un syndrome grippal passager, puis une longue 

phase asymptomatique avant la phase SIDA et l’apparition des différentes maladies 

opportunistes. Ainsi, aucune donnée nous permet de savoir dans quelle phase se trouve 

l’animal infecté par le SIV. 

 

Aussi, il serait utile d’obtenir des données supplémentaires lors de la collecte des fèces 

comme (i) estimer l’âge de l’individu en notant la taille des fèces ; (ii) identifier l’aspect afin 

de déceler une maladie éventuelle, si la fèces est diarrhéique ou si elle présente du sang ou des 

vers ; (iii) collecter des fèces dont la fraîcheur est estimée à moins de 24h afin de limiter le 

nombre d’échantillons dégradés ; (iv) noter les épisodes pluvieux car la saison des pluies a été 

associée à une recrudescence des cas de microsporidioses intestinales lors d’une enquête 

épidémiologique réalisée en Afrique sur une cohorte d’enfants atteints de diarrhées (Tumwine 

et al. 2002). Également, la prévalence des cryptosporidies serait plus élevée pendant les mois 

les plus chauds et les plus humides de l’année (de Oliveira-Silva et al. 2007). 
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Dans cette étude, nous avons confirmé la présence de SIV dans les populations de chimpanzés 

P.t.troglodytes vivant dans le sud-est du Cameroun. Nous avons également montré la 

présence de parasites intestinaux tels que cryptosporidies et microsporidies dans les fèces de 

grands singes sauvages du Cameroun. Parmi les microsporidies amplifiées, nous avons 

remarqué une grande diversité par rapport aux échantillons préalablement caractérisés. 

Cependant, nous n’avons pas montré de relation entre la présence de cryptosporidies et 

microsporidies, et le statut SIV de l’animal. 

Ce travail sur la pathogénicité du SIV est important pour la compréhension de l’infection à 

VIH chez l’Homme et la dynamique hôte-virus. Cette étude présente également un grand 

intérêt pour la survie des grands singes. En effet, la surveillance de l’état de santé des 

chimpanzés et gorilles est cruciale car ce sont des espèces menacées de disparition non 

seulement par la destruction de leur habitat et la chasse mais également par différentes 

maladies. 

 

Suite à cette étude, la question de la pathogénicité du SIV chez les grands singes sauvages 

reste en suspend. Mais ce travail s’inscrit dans un projet à long terme. 

Tout d’abord, le génotypage, qui permet d’identifier les différents individus parmi les 

échantillons de fèces collectés, est à finaliser afin de connaître le nombre d’individus et 

obtenir la prévalence d’infection. De plus, grâce à cette technique de génotypage, le suivi 

d’individus sur plusieurs années est possible et permettrait de surveiller l’apparition de 

nouvelles infections et donc l’évolution d’une possible maladie. Comme nous l’avons 

constaté dans cette étude, nous avons pu identifier à nouveau deux individus (MBc-ID25 et 

MBc-ID109), 6 ans et 1 an après respectivement. 

Ensuite, il serait intéressant de déterminer les infections parasitaires retrouvées dans le cadre 

de l’étude sur les chimpanzés de la sous-espèce P.t.scheiwfurthii dans le parc national de 

Gombé en Tanzanie. Ainsi cette comparaison pourrait nous aiguiller sur les espèces de 

parasites à rechercher en particulier. 

Enfin, il faudrait élargir l’enquête à d’autres zones géographiques. En effet, nous avons 

constaté que les microsporidies amplifiées dans notre étude provenant d’échantillons de 

chimpanzés, de gorilles ou de petits singes se groupaient dans l’arbre phylogénétique et donc 

qu’il n’y avait pas de spécificité de l’hôte. Rechercher des microsporidies dans d’autres 

régions du Cameroun permettrait de savoir s’il y a une spécificité géographique. Aussi, afin 

d’étudier la pathogénicité du SIVgor chez les gorilles sauvages, il faudrait travailler dans une 
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région du Cameroun où des cas d’infection à SIVgor ont déjà été reportés comme dans le sud-

ouest du Cameroun (Neel et al. 2010). 

 

Dans cette étude pilote, nous avons pu évaluer la faisabilité et les contraintes des recherches 

d’infections parasitaires à cryptosporidies et microsporidies chez les grands singes sauvages. 

Ainsi, cette étude permettra d’améliorer les futures recherches sur un plus grand nombre de 

pathogènes ainsi que sur un plus grand nombre d’animaux SIV positifs et négatifs. Nous 

aurons également la possibilité d’effectuer un suivi régulier sur le long terme de ces 

populations. 
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Glossaire 

 

Amibes : microorganismes unicellulaires qui font partie de la classe des rhizopodes. 

 

Helminthe : nom de deux embranchements de vers, parasites d'organismes animaux et 

humains. Regroupent les Plathelminthes (vers plats comprenant les cestodes et les 

trématodes) et les Némathelminthes (vers ronds ou nématodes). 

 

Méthode bayesienne : méthode de phylogénie basée sur le concept des probabilités 

postérieures (théorème de Bayes). Cette méthode ne recherche pas le « meilleur » arbre, mais 

un ensemble d’arbres potentiels pour les données considérées. 

 

Monophylétique : un groupe monophylétique, ou clade, réunit tous les organismes qui 

partagent une même innovation évolutive. 

 

Oocyste : œuf encapsulé de protozoaire. 

 

Sympatrique : se dit d’espèces partageant une même aire géographique mais ne s’hybridant 

pas. 

 

Thrombocytopénie : baisse du nombre de plaquettes sanguines. 

 

Viande de brousse : viande d'animaux sauvages vendue sur les marchés. 

 

Virémie : présence de virus dans le sang. 
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RÉSUMÉ 
 
Les primates non-humains africains sont naturellement infectés par différents virus de 
l’immunodéficience simienne (SIV) qui ont franchi la barrière de l’espèce à plusieurs 
occasions et sont à l’origine du virus de l’immunodéficience humaine (VIH). Contrairement 
au VIH qui entraîne chez l’Homme, un syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) et a 
déjà causé des millions de morts, le SIV n’était pas pathogène chez son hôte naturel. 
Cependant, deux études sur des chimpanzés habitués à l’Homme viennent de remettre en 
cause ce paradigme en démontrant un stade SIDA chez les animaux infectés par le SIV. Afin 
de répondre à la question de la pathogénicité du SIV chez les grands singes sauvages du 
Cameroun, nous avons recherché dans leurs fèces la présence de cryptosporidies et 
microsporidies, parasites intestinaux associés à un stade SIDA chez l’Homme. Les résultats 
ont indiqué la présence de ces parasites, mais nous n’avons pas pu montrer de relation directe 
entre le statut SIV de l’animal et la contamination parasitaire. Nous avons également 
remarqué une grande diversité génétique chez les microsporidies amplifiées. Cette étude a 
permis d’évaluer la faisabilité et les contraintes des recherches d’infections parasitaires chez 
les grands singes sauvages et a ouvert la voie à de futures recherches. 
 
Mots clés : SIV - VIH - microsporidies - cryptosporidies - chimpanzés - gorilles - Cameroun 
- pathogénicité 
 
 

 
SUMMARY 

 
African nonhuman primates are naturally infected with various simian immunodeficiency 
virus (SIV) that have crossed the species barrier on several occasions and generated human 
immunodeficiency virus (HIV). Unlike HIV which causes in humans, acquired 
immunodeficiency syndrome (AIDS) and has already caused millions of deaths, the SIV was 
not pathogenic in its natural host. However, two studies on habituated chimpanzees 
challenges this paradigm by demonstrating a AIDSlike in animals infected with SIV. To 
answer the question of pathogenicity of SIV in wild apes in Cameroon, we investigated the 
presence in their faeces of cryptosporidium and microsporidia, intestinal parasites associated 
with a AIDS in humans. The results indicated the presence of these parasites, but we have not 
been able to show a direct relationship between SIV status of the animal and parasite 
contamination. We also found a high genetic diversity among microsporidia amplified. This 
study assessed the feasibility and limitations of research parasitic infections in wild apes and 
paved the way for future research. 
 
Key words : SIV - HIV - microsporidia - cryptosporidium - chimpanzee - gorilla - Cameroon 
- pathogenicity 


