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I ntroduction

L'émergence d'agents pathogénes zoonotiques par contact avec des réservoirs animaux est un
phénomene bien documenté et une préoccupation croissante de santé publique. Ebola, Variole
du singe, SRAS, fiévre charbonneuse sont autant d’exemples de maladies qui tirent leur origine
d’un hote sauvage. Larécente pandémie liée au SARS-CoV-2, dont les chiropteres constituent
le réservoir naturel (Lytras et a. 2022) (Temmam et a. 2022), est une illustration plus
qu’équivoque des conséquences a la fois humaine, économique et financiére que peuvent avoir
I’émergence de nouvelles maladies infectieuses a 1’échelle mondiale. Aujourd’hui, plus de 60
% des maladies infectieuses émergentes sont d’origine zoonotique, €t plus de 70% de ces
zoonoses sont issues du réservoir sauvage (Jones et a. 2008). La manipulation et la
consommation d’aliments contaminés, en particulier de sous-produits animaux, constituent
notamment des voiesimportantes pour latransmission d’agents pathogénes a ’homme (Loh et
al. 2015). Les marchés alimentaires traditionnels!, rassemblant le plus souvent une forte
diversité d’especes animales sur les étals, dans des conditions d’hygiéne trés limitées,
présentent un risgue particulierement éevé (Nawtaisong et a. 2022) de transmission d’agents
zoonotiques ou de maladies d’origine alimentaire aux travailleurs et aux consommateurs. Les
maladies d’origine alimentaire sont responsables de prés de 137 000 déces en Afrique chaque
année (OMS, 2019), la forte prévalence de ces maladies a 1’échelle mondiale a par ailleurs
motivé I’intégration des produits alimentaires au Reglement Sanitaire Internationa. Ainsi, la
prévention des maladies d’origine alimentaire et des zoonoses est une priorité de santé publique.

La viande de brousse, en tant que denrée alimentaire animale issue de la faune sauvage
africaine, constitue donc une interface privilégiée d’exposition de I’homme a des pathogénes.
L’objectif de cette thése vétérinaire consiste alors aidentifier les potentiels dangers bactériens
auxquels’homme peut étre confronté lors de la manipulation et de la consommation de viande
de brousse, et de déerminer la contribution de cette denrée carnée au développement de
maladies zoonotiques et alimentaires chez ’Homme.

Dans un premier chapitre, il sera détaillé I’imbrication complexe de 1a viande de brousse au
sein de problématiques alafois culturelles, économiques, médicales, et environnementales. Les
connaissances disponibles sur les risques avérés de la viande de brousse pour la santé humaine
seront ensuite détaillées au sein d’une revue systématique de la littérature.

Le second chapitre sera consacré a 1’évaluation de la diversité des pathogenes bactériens
présents dans les espéces de viande de brousse d’Afrique tropicale (Bénin, République
Démocratique du Congo et République Centrafricaine) par analyse métabarcoding du gene
ARNr 16S dans différents types d’échantillons.

Dans un contexte global d’émergence rapide de nouvelles maladies infectieuses,
d’anthropisation des écosystémes €t de crise de la biodiversité, cette thése veut souligner les
liens étroits qui existent entre la santé humaine, animale et environnementale.

Y Inclut les « marchés humides », marchés informels et marchés agricoles qui vendent des aliments d’origine
animale et non animale, et ou des animaux vivants sont parfois hébergés et abattus sur place.
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PARTIE 1: Contextualisation de la viande de brousse, de I’émergence des
maladiesinfectieuses en Afriquetropicale et dela notion derisque associée a
cette denrée alimentaire

1. «Bushmeat » : pilier de la securité alimentaire en Afrique tropicale
aux nombreux enjeux

Dé&finition

La premiére occurrence du terme « bushmeat » de sa traduction littérale francaise « viande de
brousse » est mentionnée danslejourna debord du Capitaine W. Allen en 1843 (Dawson 2017)
lorsdu récit de son expédition sur le coursdu Niger, danslequel il décrivait « the natives, [who]
set fire to the grass in the dry season for the purpose of catching wild animals, which they call
‘bush-meat’ » [ les natifs, [qui] mettent le feu al'herbe pendant |a saison séche afin d'attraper
des animaux sauvages, qu'ils appellent "viande de brousse'] (Allen et Thomson 1848). Depuis
le “Bushmeat Working Group” dela CITES (Convention on International Trade in Endangered
Species) s’est accordé sur la définition suivante “viande destinée a la consommation humaine
issue d’animaux sauvages” (CITES 2000). Cette définition integre tout animal terrestre non
domestiqué, mammifere (Figure 1), oiseau, reptile et amphibien, prélevés a des fins de
consommation (CBD 2008) ; les insectes, crustacés, mollusgues et poissons sont exclus et ne
seront pas abordés dans ce document.

Figure 1 : Exemple d’un athérure africain (Atherurus africanus) prélevé par un
chasseur Ba’Aka lors d’une chasse traditionnelle au filet en République Centrafricaine
(Juillet 2021)

Si ce terme est aujourd’hui mentionné pour qualifier le « gibier » des marchés asiatiques et
d’ Amérique latine, il désigne originairement certaines pratiques de chasse du continent africain,
restriction a laquelle on se limitera dans la suite de cet exposé. Une distinction sera également
établie entre la « Bushmeat » et la « Game meat » méme si la traduction frangaise en fait peu
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état : «viande de brousse » vs « viande de gibier ». En effet, le quaificatif de « Game meat »
est réservé a la viande récoltée Iégalement sur des mammiféres terrestres et oiseaux non
domestiqués, par le biais d'activités formaliséestelles que I'élevage, ou lachasse safari (Mainka
et Trivedi 2002).

Consommation en Afrique tropicale

Chaque année la consommation de viande de brousse dans les pays d’Afrique de I’Ouest et
d’Afrique Centrale est estimée a environ 5 millions de tonnes (A. Kamins et a. 2014). La
demande est 4 fois plus élevée que dans le bassin Amazonien pour comparaison (N. D. Wolfe
et a. 2005). Cette viande constitue une source essentielle de protéines et de revenus pour les
populations des régions tropicales. Le bassin du Congo, qui s’étend sur six pays (Cameroun,
République centrafricaine, République Démocratique du Congo, République du Congo, Guinée
équatoriale et Gabon) et représente le deuxiéme massif forestier tropical du monde, concentre
lamajorité de la consommation de viande de brousse en Afrique.

Différents facteurs peuvent expliquer la dépendance des populations a cette ressource
alimentaire, la difficulté de 1’élevage quasi inexistant dans ces régions tropicaes constitue
certainement une deslimites majeures. En effet |a production de bétail en forét humide africaine
est fortement impactée par des pertes animales majorées: le développement de maladies
infectieuses (telles que latrypanosomiase) (Muhanguzi et a. 2014), lamalnutrition, laprédation
ou encore la forte variabilité saisonniére avec la survenue d’événements climatiques extrémes
en sont principal ement responsables. L’absence de connaissance et de formation en zootechnie
des populations, la pauvreté, et 1’absence d’acces aux Soins vétérinaires sont d’autant plus de
freins a son développement. Ainsi, les zones humides concentrent la plus faible proportion de
bétail d’ Afrique tropicale (Jahnke 1982). L’incapacité des pays du bassin du Congo a produire
suffisamment de protéines pour nourrir leur population, ainsi que le colt éevé de la viande
domestique, implique de facto une dépendance obligée aux gibiers forestiers. En effet, Faet a.
(2003) estiment par exemple que les protéines non issues delaviande de brousse (culturestelles
gue le manioc, viande domestique, fruits de mer, poisson) provenant de I'agriculture nationale
et des importations représentent seulement 6 % de I'approvisionnement total en République
Démocratique du Congo. Ainsi en milieu rural, la consommation de viande de brousse peut
représenter jusqu’a 80-90% des apports protéiques animales des populations d’ Afrique Centrale
et de I’Ouest (Cawthorn et Hoffman 2015). Le développement de 1’agriculture comme levier
de croissance socio-économique n’est cependant pas privilégié par ces pays (Tollens 2010)
puisque ¢’est moins de 5% du budget national qui est alloué au secteur de 1’agriculture (Annexe
1), budget qui ne parvient pas a assurer une sécurité alimentaire a leurs populations. En effet,
en 2021 c’est 21.8 millions de personnes (soit 35% de la population étudiée) en situation de
crise ou d’urgence alimentaire en RDC et 2.4 millions en RCA (soit 55% de la population
¢tudiée) d’apres le Global Report on Food Crisis (2021) publié par le World Food Program
(WFP).

Cette précarité¢ alimentaire est par ailleurs exacerbée par I’instabilité politique et la
multiplication de conflits armés dans ces regions qui obligent les populations a quitter leur
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foyer, leursterres et leur emploi, paralysant 1’agriculture et le commerce de ces pays. Parmi les
6 pays du bassin du Congo, 3 sont listés en 2022 parmi les 20 pays enregistrant le plus de flux
migratoires internes a cause de conflits sur leur territoire: République Centrafricaine,
République Démacratique du Congo, Cameroun (World Migration Report 2022) (Annexe 2).
L’accés aux ressources vitales telles que 1’eau et 1’électricité est compromis, le bétail devient
source de convoitises (Cox 2012), les accés routiers sont endommageés, les aides humanitaires
sujettes a des attaques armeées... Pour ne citer qu’un exemple, en RDC le bilan humain de la
seconde guerre du Congo (1998 — 2002) est estimeé a plus de 5 millions de déces principal ement
associés a la famine générée par le conflit. Aujourd’hui encore, les tensions
intercommunautaires et la présence de milices armées telles que ADF (Allied Democratic
Forces) ou M 23 danslesrégions du Nord-Kivu, du Sud-Kivu, del'lturi, continuent d’augmenter
le déplacement des populations et de perturber I’établissement de récoltes agricoles. Aingi,
paralléement aux conflits, la RDC a vu son économie s’effondrer et sa production alimentaire
chuter considérablement (Fa et a 2003), Draulans et Krunkelsven (2002) ont estimé que la
guerre, notamment la présence de soldats et de réfugiés a fortement contribué a augmenter le
nombre de personnes dépendant de la viande de brousse comme source de protéines en RDC.

Par ailleurs, nombreuses communautésindigénes en Afrique tropical e telles que les popul ations
Ba’Aka ou Mbuti, peuples « chasseur - cueilleur » dépendent directement des ressources
naturelles de la forét pour leur subsistance, seule garantie de leur indépendance. Bien que ces
peuples soient aujourd’hui engagés dans d’autres activités que celles de chasses et de cueillettes,
peu d'entre elles sont exercées librement et sans la contrainte de forces sociales ou de marchés
discriminatoires. Les changements socio-économiques rapides des dernieres décennies ont
entrainé une sédentarisation progressive des peuples « Pygmées », entrainant leur avilissement
par d’autres ethnicités. Passés de 1'état de chasseurs-cueilleurs a celui de « prolétaires ruraux »
(Beauclerk 1994), les peuples « Pygmeées » se voient déposséder de leur identité culturelle, et
sont particuliérement exposés aux dérives tels que 1’alcoolisme (Galois, van Andel, et
Pranskaityté 2021), ladrogue etc... Cet exemple souligne 1I’importance de la viande de brousse
dans I’organisation des sociétés en Afrique tropicale, dont I’aspect socio-ethnologique ne peut
étre écarté.

Au regard des paragraphes précédents, il est clairement établi que laviande de brousse constitue
un apport alimentaire crucial pour les communautés d’ Afrique de I’Ouest et d’Afrique Centrale.
En moyenne il a é&é estimé que 282 grammes de viande de brousse sont consommeés
guotidiennement par individu dans le bassin du Congo (Friant, Paige, et Goldberg 2015a) avec
des variations nationales: la consommation au Gabon est par exemple évaluée six fois
supérieure a la moyenne de la RDC : 180 contre 30g/jour/personne (Fa, Currie, et Meeuwig
2003). L’un des principaux avantages de la viande de brousse réside en son rendement
économique, en effet I’investissement financier préalable (armes, piéges, ...) est largement
inférieur acelui del’élevage, il « suffit » ainsi delaprélever directement dans laforét. De plus
elle est facilement commercialisée et conservee (sechee) afaible colt (Robert Nasi et al. 2008),
et peut ainsi générer une rémunération. Outre la source de revenu et les valeurs nutritionnelles
gue représente la viande de brousse, sa consommation est aussi recherchée par tradition, pour
son godt et ses propriétés organoleptiques, ou encore pour son image de viande « saine »
(Chausson et a. 2019). Si la consommation urbaine de la viande de brousse varie sur le
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continent, celle-ci se voit corrélée a la richesse des ménages dans 1’étude de Brashares et al.
(2011). En effet, dors que la consommation est plus élevée pour les ménages les plus pauvres
en milieu rural, en milieu urbain la viande de brousse peut étre considérée comme un produit
de «luxe » lié asarareté et a un prix élevé, sa consommation devient donc témoin de prestige
socia (Vliet et Mbazza 2011). Globa ement |aviande de brousse reste tout de méme un produit
de consommation populaire avec un coft relativement inférieur a celui de la viande d’animaux
domestique (Fargeot 2004). La viande fraiche est privilégiée par les foyers urbains aisés tandis
gue la viande boucanée est plutdét consommeée par les familles urbaines de classe moyenne
(Fargeot 2013).

Les sources de viande de brousse englobent un large éventail de taxons, les mammiféres
terrestres et plus particuliérement les ongulés (Figure 2), les primates et les rongeurs sont
majoritairement représentés (Cawthorn et Hoffman 2015). Une étude menée dans 7 pays
d’Afrique Centrale et de ’Ouest sur 36 sites différents a permis de mettre en évidence que les
ongulés, les primates et les rongeurs représentaient respectivement 73 %, 12% et 12 % de la
biomasse totale récoltée (Fa, Ryan, et Bell 2005). Parmi |es especes couramment rapportées sur
les marchés de viande de brousse, il peut étre cité: les céphaophes (Philantomba
sp./Cephal ophus spp.), les cercopitheques (Cer copithecus spp.), I’athérure africain (Atherurus
africanus), le potamochére roux (Potamochoerus porcus), ou encore le rat de Gambie
(Cricetomys spp.) (Batumike et al. 2021) (Wright et Priston 2010). L’étude de Covey et
McGraw (2014) au Liberia a permis d’estimer le prélevement d’environ 9 500 primates
annuellement a 1’échelle locale d’un seul marché, soulignant la prévalence de cet ordre de
mammifére dans la consommation de viande de brousse en Afrique tropicale. Il se développe
aussi, en paralléle d’une élite financiére aisée en milieu urbain, 1’établissement de marchés de
niche pour certaines espéces telles que les rongeurs sur le marché de Libreville (Gabon)
(Fargeot 2004). La consommation de viande de brousse est fortement conditionnée par des
déterminants anthropologiques notamment concernant les primates, chauves-souris et
carnivores. Par exemple au Cameroun il existe un interdit totémique concernant la
consommation de chauve-souris dans certaines communautés (Akem et Pemunta 2020a), de la
méme maniére au Ghana leur consommation est prohibée aux femmes enceintes car il est de
croyance commune gue les chauves-souris vomissent leurs excréments, en Guinée équatoriale
certains primates sont tabous en raison de leur ressemblance avec les humains et les galagos
(Galago spp) sont évités car considérés comme maléfigues (Maté et Colell 2014). La
consommation de reptiles, oiseaux, amphibiens reste quant a elle globalement marginale,
cependant Petrozzi et a. (2016) soulignent que la faible proportion de reptiles observée sur les
marchés peut étre biaisée par I’existence de marchés « spécialisés » en herpétofaune (Ohimain
2014) jusque-la peu échantillonnés dans les publications scientifiques.
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Location Ungulates®  Primates Rodents  Other

Tturi forest, DRC! 60-95% 5-40% 1% 1%
Makokou, Gabon? 58% 19% 14% 9%
Diba, Congo’ 70% 17% 9% 4%
Ekom, Cameroon” 85% 4% 6% 5%
Brazzaville, Congo '’ 76% 8% 6% 10%
Ouesso. Congo’ 57% 34% 5% 4%
Ndoki and Ngatongo, Congo® 81-87% 11-16% 2-3%
Dzanga-Sangha, CAR’ 77-86% 0% 11-12%  2-12%
Libreville, Port Gentil, Ovem, and

Makokou, Gabon® 34-61% 2045%  5-27%  3-12%
Bioko and Rio Muni, Equatorial Guinea®  36-43% 23-23%  31-37% 2-4%
Dja, Cameroon!Z 88% 3% 5% 4%
Ekom, Cameroon!? 87% 1% 6% 6%
Oleme, Congol! 2% 38%

Figure 2 : Composition de la viande de brousse capturée dans le bassin du Congo en % de biomasse prélevée
sur plusieurs marchés ruraux (Source : Wilkie et Carpenter, 1999.)

Lafiliere viande de brousse s’inscrit dans le cadre d’une économie « informelle » (De Merode
et al. 2006) d’apres la définition de Cling et a. (2012), ¢’est-a-dire qu’elle est réalisée sans faire
I’objet de régulations publiques. Si en théorie, le commerce de viande de brousse est régi par
un code |égidlatif national réglementant les especes chassées, les quantités, les zones ouvertes
a la chasse, les saisons de chasse, les équipements de chasse et les techniques utilisées, en
pratique les acteurs de la filiére ne semblent se conformer qu'a I'obligation de ne pas fare
ouvertement commerce des especes protégées (Mbun et Nguemwo 2021). La détention d’un
permis de chasse, ainsi que la redevance de taxes au gouvernement ne sont généralement pas
appliquées par la population, notamment lorsque les especes sont chassées a des fins de
subsistance. Ainsi, le commerce de viande de brousse est une partie cachée et largement sous-
évaluée des économies nationales (Rowcliffe et a. 2005), qui comporte de nombreux aspects
illégaux. Le commerce interne de la viande de brousse sapparente alors un blanchiment
d'espéces sauvages braconnées et commercialiséesillégalement. Les pratiquesillégal es sont par
exemple définies dans le code |égidatif du Gabon telles que la chasse nocturne, la chasse
d’espéces animales protégées, la chasse dans des réserves naturelles intégrales ou encore la
chasse effectuée hors saison (Ministere des Eaux et Foréts, Gabon, 1996). Or, lafaune sauvage
obtenue illégalement est le plus souvent transportée et commercialisée comme de la viande de
brousse |égale, au Congo elle devient par exemple |égale une fois en possession de revendeurs
autorisés (Mbun et Nguemwo 2021).

De la subsistance au commerce international : rupture fin du 20%™ — début du 21'*™ siécle

Si cette consommation relevait jusqu’au siecle dernier d’une chasse de subsistance, on observe
unerupture significative depuis plusieurs décennies vers 1’ instauration d’un commerce organisé
a I’échelle nationale et internationale motivé par des arguments financiers. 1l est difficile
d’évaluer lavaleur économique que représente chague année le marché de la viande de brousse,
des estimations au niveau national comprises entre 42 et 205 millions de dollars annuels ont été
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proposées pour différents pays d’Afrique Centrale (Davies 2002). Au Cameroun, la filiere
viande de brousse contribuerait & hauteur de 0,17% du PIB (hors pétrole), soit autant que le
secteur minier, avec un chiffre d’affaires annuel estimé a 97 millions d’euros (Lescuyer et Nas
2016). Le commerce s’articule autour de différents acteurs : chasseur, vendeur (direct, marché,
restaurant), et consommateur (rural, urbain, étranger). Récemment, des progrés importants ont
été réalisés en ce qui concerne la dimension sociale de la viande de brousse, notamment la
contribution économique de la viande de brousse aux moyens de subsistance des popul ations
rurales (Nielsen et a. 2017) (Schulte-Herbrtiggen et al. 2013). En 1998, Noss (1998) rapportait
gue le salaire moyen mensuel des chasseurs a Bayanga en République Centrafricaine était
compris entre 40-58% ce qui était supérieur au salaire minimum officiel du pays de 38% par
mois. Au Cameroun, deux éudes estiment le salaire annuel de chasseurs réguliers supérieur a
500% (Lescuyer et Nasi 2016). Ainsi la chasse représente un secteur d’activité rémunéré
privilégié en Afrique tropicale d’autant plus que les aternatives pour générer des revenus sont
moindres. Par ailleurs, outre le salaire généré par les chasseurs, larevente de viande de brousse
alimente une chaine de profit entre les différents acteurs. Dethier et a. (1999) présente
I’exemple suivant: la revente de 3 singes permet une transaction de 6,3$ dollar d’un
commergant au chasseur, puis de 10,2$ d’un restaurateur au commergant, et enfin de 20,6$ d’un
consommateur au restaurateur. Ces différents exemples témoignent de la lucrativité du
commerce de viande de brousse, motivant son expansion et 1’intérét croissant de négociants et
revendeurs étrangers.

Différents facteurs plus généraux peuvent expliquer I’accroissement trés rapide du commerce
de viande de brousse en Afrique au cours des derniéres décennies (Kumpel 2005) :

a) la croissance démographique incontrblée en Afrique nécessitant par conséquent
1I’augmentation massive de |la production alimentaire,

b) le développement de sociétés d'exploitation forestiere et la création de nouvelles routes
danslesforéts, permettant aux chasseurs d'avoir facilement acces a une faune abondante
et aux négociants 1’acces a des moyens de transport bon marché, diminuant ainsi les
co(ts de production et augmentant |'offre sur les marchés urbains,

¢) lacroissance de la population urbaine alimentant la demande de viande de brousse, et
le développement d’une élite financiére préte a payer un prix fort pour des produits de
«luxe »

d) I’absence d’alternatives nutritionnelles

e) lefable pouvoir d’achat des ménages, favorisant ’achat direct de viandes de brousse
aux chasseurs plus économiques que les viandes domestiques

f) le développement des armes et des technologies de chasse permettant d’augmenter le
rendement des chasseurs

Au cours du siecle dernier, il a auss été enregistré des flux migratoires importants des
populations originaires d’Afrique de 1’Ouest et d’Afrique Centrale a travers le monde,
établissant des communautés dans de nombreuses grandes villes et agglomeérations
(Organisation Internationale pour les Migrations, 2020). Selon I'UNDESA en 2020, 19% des
12,5 millions de migrants originaires d’ Afrique de 1’Ouest et du Centre émigrent vers 1’Europe
et 8% en Amérique du Nord. L’installation de ces communautés a ains entrainé la
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mondialisation du commerce de viande de brousse, désormais massivement importée dans de
nombreux pays notamment en Europe ou il est estimé par exemple gque 5 tonnes de viande de
brousse transitent chaque semaine a 1’aéroport Paris-Charles de Gaulle dans des bagages
(Chaber et a. 2010). Alors que le commerce de faune sauvage local est réglementé par la
|égidlation nationale, le commerce international est quant a lui réglementé par 1a CITES, ains
les échanges internationaux de viande de brousse relevent pour une large part de transactions
illégales. En France par exemple, 1/3 des importations illégales correspondent a des especes
protégées par la CITES telles que des primates, des pangolins (Dawson 2017)... Ces
importations illégales constituent un probléme majeur de biosécurité puisqu’elles outrepassent
tout contrdle vétérinaire, dont le but est de s’assurer de la qualité sanitaire des produits
permettant ainsi, de prévenir le risque d’introduction et de propagation de pathogénes sur le
territoire.
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Enjeux liés a la consommation de viande de brousse

Enjeux écologiques — Il a directement été établi que la chasse et le commerce de viande de
brousse sont responsables en Afrique de 1’extinction locale de nombreuses espéces et de la
diminution des populations de nombreuses autres (Oates et a. 2000) (R. Nasi, Taber, et Van
Viiet 2011). Le terme de «Bushmeat crisis» est aujourd’hui utilisé pour décrire cette
exploitation non durable du gibier forestier dont la demande ne cesse d’augmenter alors que les
ressources diminuent. La disparition de certaines espéces qualifiées d’espéces « ingénieures »
ou encore « clés de voute », du fait de leur réle primordia dans la structure de leur habitat,
guestionne sur le devenir de ces écosystemes d’Afrique tropicale.

Sécurité alimentaire — « Empty forests, empty stomach ?» (R. Nasi, Taber, et Van Vliet
2011). Alors que comme précédemment démontré de nombreuses communautés dépendent
intrinséquement de la viande de brousse comme revenu et sécurité alimentaire, les foréts se
vident de leurs ressources. La situation actuelle fait redouter 1’augmentation rapide de
personnes en situation de crise alimentaire dans les prochaines années en Afrique tropicale,
notamment au sein des communautés rurales forestiéres.

Santé et maladies zoonotiques — Compte tenu du role avéré de la faune sauvage en tant que
réservoir d'agents pathogénes zoonotiques, la viande de brousse constitue un risque important
pour la santé publique en Afrique tropicale. Ce point fait ainsi 1’objet de cette thése, si le
potentiel zoonotique associé a la chasse de viande de brousse a clairement été établi (virus
Ebola, Bacillus anthracis, Monkeypox virus...) peu de données sont cependant disponibles
concernant la prévaence de ces pathogenes dans la viande, le risgue associé d’émergence de
maladies infectieuses ainsi que les dynamiques de transfert de ces infections. Lamultiplication
des interactions humaines entre les animaux vivants, domestiques et sauvages, destinés a la
vente ains que les produits alimentaires sur les marchés de brousse représentent un risque
majeur d’émergence de nouveaux pathogenes, en témoigne I’identification d’un nouveau
SARS-CoV-2 sur le marché de Wuhan en Chine (pandémie a COVID-19). La mondialisation
et le commerce international de cette denrée carnée rendent son controle et 1’application de
mesures de biosécurité d’autant plus délicats.
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2. Maladies émer gentes, faune sauvage et forétstropicales: One health ?

Maladies émergentes et maladies zoonotiques : les deux faces d 'une méme médaille ?

Les Maadies Infectieuses Emergentes (MIE) sont définies comme des maladies infectieuses
nouvellement identifiées dans une population ou anciennement connues mais dont I'incidence
ou |'éendue géographique augmente rapidement (McArthur 2019). Ces émergences peuvent
étre le résultat de 1’acquisition pour un pathogene de nouvelles caractéristiques telles qu’une
nouvelle expression clinique ou épidémiologique, larésistance aux antibiotiques. ..

A l'échelle mondiale, le nombre d'épidémies de maladies infectieuses humaine a
considérablement augmenté depuis 1980 (K. F. Smith et a. 2014), avec plus de 13 % des
pathogenes identifiés chez I’homme qualifiés d’émergents (Woolhouse et Gowtage-Sequeria
2005). Les maladies zoonotiques seraient responsables d’environ 60% des maladies
infectieuses émergentes dont plus de 70% d’entre elles proviendraient de la faune sauvage par
comparaison au réservoir domestique (Jones et al. 2008). Celasignifie en termes de probabilité
que le risque d’émergence d’un pathogeéne zoonotique est supérieur a celui d’un pathogéne non
zoonotique (Taylor 2001). Ainsi, discuter de 1’émergence des maladies infectieuses revient a
s’enquérir de I’émergence des maladies zoonotiques.

Déterminer les facteurs qui conduisent a 1’augmentation des contacts entre la faune sauvage et
I’homme est ainsi indispensable pour développer une approche prédictive de 1’émergence de
nouvelles maladies. Plusieurs facteurs sont avancés pour expliquer le développement de ces
pathogenes (Annexe 3) mais il est éabli que les modifications anthropiques occasionnent la
plus forte pression d’émergence (McMahon, Morand, et Gray 2018) (Woolhouse et Gowtage-
Sequeria 2005). La croissance démographique constante depuis les années 1950, triplant la
population mondiale en 1’espace de 70 ans, a entrainé 1’expansion géographique des activités
humaines et des pressions associées. La conséquence directe de cette anthropisation des
écosystémes a été la diminution de I’aire de répartition de nombreuses espéces animales dont
I’espace vital se réduit et rapproche lafaune sauvage de I’homme et du bétail domestique. Ceci
a favorisé 1’augmentation des interactions entre ces différents réservoirs et donc contribué a
I’établissement de nouveaux cycles de transmission des pathogénes (Figure 3).
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Figure 3 : Interactions des facteurs contribuant a I’émergence d’une zoonose. Les fléches indiquent les effets d'un facteur
sur un autre, par exemple l'aménagement du territoire et/ou les perturbations écologiques peuvent influencer la disponibilité des agents
zoonotiques dans I'environnement, directement ou par l'intermédiaire d'autres organismes (hétes intermédiaires, les hétes réservoirs et les
vecteurs), contribuant ainsi a la probabilité d'une infection (force d'infection) et donc a I'apparition de la maladie, en fonction de la sensibilité de
la population humaine. Les lignes discontinues indiquent que dans un nombre limité de cas, I'agent zoonotique est affecté par une relation
prédateur-proie entre le réservoir et I'héte intermédiaire. (Source : McMahon et al. 2018)

Dans leur éude Woolhouse et Gowtage-Sequeria (2005) ont classifié ’ensemble des
pathogénes zoonotiques en fonction des hétes suivants : Ongulés, Carnivores, Rongeurs, Non-
mammiferes, Primates, Autres Mammiféres, Chauves-souris. Ainsi il a été constaté que les
Ongulés supportent le plus grand nombre d’espéces pathogénes zoonotiques ; parmi les espéces
émergentes les tendances sont similaires avec plus de 50 agents biologiques rapportés chez les
ongulés (Figure 4). Cependant le nombre d’espéces pathogenes hébergées par les différents
ordres de mammiféres varie selon le type d’agent infectieux impliqué (virus, bactérie,
champignon, protozoaire ou helminthe). Ainsi les ongulés présentent la plus forte proportion
de bactéries zoonotiques émergentes, tandis que les rongeurs arborent le plus grand nombre
d’espéces virales suivi des ongulés, des non-mammiferes et des primates. Ce résultat est
intéressant a souligner puisqu’il sera exposé en partie 2 de ce premier chapitre que les ongulés
et les rongeurs sont largement sous-représentés dans la littérature scientifique traitant des
risques zoonotiques issus de la viande de brousse. Les primates, au contraire, bénéficient d’un
éclairage scientifique important alors qu’ils concentrent prés de 2 fois moins d’espéces
zoonotiques émergentes que chacun des deux ordres précédents.
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Figure 4 : Nombres d’especes de pathogénes zoonotiques en fonction de différents types d’hétes non humains.
A) toutes les especes zoonotiques B) espéeces zoonotiques émergentes et ré-émergentes seulement (Source :
Woolhouse et Gowtage-Sequeria 2005)

Contrairement aux résultats précédents de Taylor et a. (2001) qui présentaient les virus comme
étant |a principal e menace de santé publique, Jones et a. (2008) ont avancé que lamajorité des
agents pathogénes impliqués dans les événements de MIE sont d’origine bactérienne ou
rickettsienne (54,3 %). Ainsi I’effort d’échantillonnage et de prospection scientifique devrait
s’intéresser au moins a part égal au pool pathogene bactérien et viral, équité qui n’est pas
d’actualité dans les études menées sur la viande de brousse (cf. Partie 2).

Concernant le risque de transmission de ces pathogénes zoonotiques émergents, Taylor et a.
(2001) puis Loh et a. (2015) ont constaté qu’ils étaient plus susceptibles d'étre acquis via des
vecteurs (piqlres par des arthropodes par exemple) ou par transmission orae indirecte (viala
nourriture ou un réservoir environnemental). Les infections virales sont le plus fréguemment
associées a une transmission vectorielle, aérienne ou par contact direct tandis que pour les
pathogénes bactériens la contamination par voie alimentaire semble privilégiée (Loh et al.
2015). La majorité des infections a rickettsies et & protozoaires s’effectue par le biais de
vecteurs, tandis que voie orae est le plus souvent impliguée pour les maladies dues aux
helminthes. Ains, la contamination humaine par des agents zoonotiques, notamment
bactériens, via I’ingestion d’aliments représente une voie importante de transmission, et
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souligne I’importance d’assurer leur securité sanitaire afin de prévenir |’émergence de
nouveaux agents pathogenes zoonotiques.

Foréts tropicales : « hot-spots » de diversité biologique et de micro-organismes pathogenes,
espaces soumis a des pressions anthropiques croissantes

La réussite de 1’émergence d’un agent pathogéne microbien est dépendante de la fréquence a
laquelle les individus, d'une espéce précédemment indemne, sont exposés et infectés par cet
agent potentiellement émergent. L’acquisition d’un nouveau pathogéne au sein d’une
population est ainsi corrélée a trois variables: 1) la diversité microbienne régionae, 2) la
réceptivité du nouvel 1’héte, 3) la proximité de contact (N. Wolfe et al. 2012).

De par la diversité biologique microbienne qui les caractérise, les foréts tropicales
humides sont le bassin d’émergence de nombreux agents pathogenes.

Diversité microbienne des régions tropicales

Les foréts tropicales sont des « points chauds » de diversité biologique, concentrant une trés
forte densité d’espéces. Cette diversité augmente selon un gradient latitudinal des pbles vers
I’équateur et résulterait principalement d'une spéciation plus importante sous I'effet de
variations spatio-temporelles des précipitations (Saupe et a. 2019).

Guégan et al. (2019) présentent 5 patrons macro-épidémiol ogiques corrélant la distribution des
mal adies infectieuses ala diversité microbienne des foréts tropicales (Figure5) :

- Proportion de taxa pathogénes beaucoup plus importante dans les zones tropicales et
intertropicales selon un gradient latitudinal corrélée a un climat plus favorable, et une
diversité d’espéces hotes réservoirs et de vecteurs d’agents pathogénes plus importante
(Figure5b)

- Endémisme de certains agents microbiens et parasitaires qui sont uniquement présents
dans les régions équatoriales (Figure 5¢), les espéces d’agents microbiens des régions
tempérées sont des sous-ensembles de celles que 1’on rencontre dans les zones
intertropicales
Regle de Rapoport : les espéces microbiennes et parasitaires des zones équatoriales
présentent en moyenne des aires de distribution moins éendues ce qui fragmente leur
distribution spatiale (Figure 5d)

Existence d’une relation statistique entre la diversité d’espéces de mammiferes et
d’oiseaux, et larichesse spécifique en agents microbiens et parasitaireshumains (Figure
5e)

Existence d’une relation entre |a richesse spécifique en agents pathogénes humains et la
prévaence de cas d’infections, une plus grande richesse en agents pathogenes dans les
régions tropicales conduisant a une plus forte proportion de cas morbides et mortels
(Figure5f)
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Figure 5 : Patrons macro-épidémiologiques des agents microbiens et parasitaires affectant les populations
humaines, poids des foréts tropicales dans la diversité des agents pathogénes. (Source : Guégan et al. 2019)
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Jones et a. (2008) ont proposé une distribution spatiale du risque d’émergence des maladies
infectieuses (Figure 6), leur modele suggére une concentration importante des foyers de
mal adies zoonotiques et vectorielles au sein des pays en développement de faible latitude. Ces
cartes permettent de visualiser le « hot-spot » que représentent les foréts tropicales africaines
dans I’émergence des maladies infectieuses (Figure 6a— 6d). Les auteurs ont souligné le biais
spatial important qui existe dans cette représentation du risque, puisque les efforts de
surveillance et de recherche sont beaucoup plus importants dans les pays riches et développés
d’Europe, Amérique du Nord, Australie et certains pays d’Asie. Ils recommandent alors une
réaffectation «intelligente » des ressources scientifiques au sein des véritables territoires a
risque tels que 1’Afrique tropicale, I’Amérique latine et I'Asie, territoires qui sont les plus
susceptibles de voir survenir le prochain pathogene émergent.

Figure 6 : Carte des émergences des maladies infectieuses causés par a) des agents pathogénes zoonotiques provenant de la
faune sauvage, b) des agents pathogenes zoonotiques provenant de la faune domestique, c) des agents pathogénes
résistants aux médicaments et d) des agents pathogenes a transmission vectorielle. Le risque relatif est calculé a partir de
coefficients de régression, représentés sur une échelle linéaire allant du vert (valeurs faibles) au rouge (valeurs élevées)
(Source : Jones et al. 2008)

M odification des écosystémes et probabilité de contact

Maintenant que la diversité des agents pathogenes potentiels des foréts tropicales est établie, il
convient de s’intéresser a leur probabilité de contact avec I’homme dans le contexte actuel
d’anthropisation des écosystemes.

Le développement de sociétés d’exploitation forestiére dans les foréts tropicales africaines est
la principale menace pesant sur ces écosystemes. La déforestation est responsable d’une
diminution delabiomasse et delabiodiversité, et en ce sens il pourrait alors étre supposé qu’elle
participe & une diminution de la diversité microbienne, et donc a une réduction du risque
d’émergence. Or, I’extraction foresti¢re réalisée dans la ceinture africaine équatoriale est dite
« Sélective», c’est-a-dire que seules les especes de bois particuliérement rentables sont
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prélevées du fait des cofits élevés d’extraction et de transport. Ceci implique la construction de
routes pour accéder aux arbres recherchés augmentant la fragmentation de I’habitat, et le
transport de travailleurs dans des régions forestieres relativement vierges. De nombreuses
études ont démontré que cette fragmentation des territoires et cette perte de biodiversité étaient
associées a une augmentation de 1’abondance d’agents pathogenes au sein des especes hétes
(Gillespie, Chapman, et Greiner 2005) (Pongsiri et al. 2009) (Allan 2000; Wilkinson et al.
2018). Différents mécanismes entrent en jeux : disparition des prédateurs et multiplication des
proies et de certains vecteurs en 1’absence de compétition, augmentation de la charge
d’infestation sur un nombre limit¢ d’hdtes disponibles, augmentation des contacts
interspécifiques, perte de diversité genétique et sensibilité aux maladies (Belasen et a. 2019),
diminution des ressources alimentaires et stress favorable a 1’acquisition de pathogenes... De
plus, Gibb et al. (2020) ont mis en évidence que les écosystémes anthropisés avaient plus de
probabilité d’abriter des especes de mammiféres vecteurs d’agents pathogenes zoonotiques que
d’espéces non-hotes, c’est-adire n’étant pas réservoir de pathogénes pour ’homme. Ains,
paradoxalement, la perte de biodiversité associée a la déforestation est responsable de
I’augmentation de la diversité d’agents pathogénes zoonotiques alors qu’inversement, la
maintenance d’une biodiversité importante permet, grace a un effet de dilution, laréduction de
la prévalence d’agents pathogenes et donc une diminution du risque infectieux chez I’homme
(Pongsiri et a. 2009). Ainsi, les changements d’utilisation des terres, dont la déforestation et la
maodification des habitats naturel s, sont considérés comme responsables de pres delamoitié des
zoonoses émergentes (Loh et a. 2015).

Le développement de routes a par ailleurs entrainé une modification de ’organisation des
sociétés humaines et des pratiques de chasse en Afrique tropicale. Si historiquement, les
activités de chasse rayonnaient de maniére circulaire apartir de villagesisol és, avec un gradient
décroissant du centre vers la périphérie, les routes fournissent aujourd’hui des interfaces
privilégiées pour la chasse et |a pose de piege, et il se développe un modéle linéaire le long de
ces routes (N. Wolfe et al. 2012). La surface de contact entre les populations humaines et la
diversité des vertébres de ces régions forestieres est donc aujourd’hui largement augmentée a
la suite de I’exploitation de ces écosystemes (Figure 7). L’expansion des « activités a risque »
(N. Wolfeet a. 2012) telles que la chasse et le commerce de viande de brousse, 1’éco-tourisme
en région tropicale, les manipulations vétérinaires (nécropsies, procédures medicales), ... ,
multiplient les interactions entre le réservoir sauvage et I’homme et sont d’autant plus
susceptibles de favoriser I’émergence de nouveaux agents pathogénes zoonotiques. Le 24 juillet
2020, suite ala pandémie de COVID-19, un groupe interdisciplinaire de scientifiques a publié
un danslarevue Science (Dobson et al. 2020), invitant les politiques et |es gouvernements
a prévenir le risque d’émergence de futures pandémies par le biais de deux leviers principax :
réduire la déforestation et limiter le commerce d’espéces sauvages.
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Figure 7 : Cartes représentant I'impact du développement de routes sur la fragmentation des foréts tropicales et le
développement de la surface contact entre le réservoir humain et sauvage (Source : Wolfe et al. 2012)

Afin de prédire le risque d’émergence de maladies infectieuses, Wilkinson et al. (2018) ont
modélisé 1’exposition humaine a des agents infectieux zoonotiques en fonction du niveau de
fragmentation de 1’habitat et 1’ont appliqué aux forétstropicales africaines. Les résultats de leur
€tude spatiale ont permis de prédire que plus de 70% des maladies infectieuses émergentes
seraient localisées au sein de 4 pays : République Démocratique du Congo (47%), Cameroun
(8%), Gabon (8%) et Mozambique (8%). Les auteurs soulignent quelafrontiére nord delaRDC
avec la République centrafricaine et le Soudan est une zone particulierement a risque.
L’identification de ces territoires a risque est déterminant afin d’orienter et de focaliser la
surveillance scientifique sur ces sites pour prévenir 1’émergence de futures maladies.

Etant donné le risque d’émergence de maladies infectieuses dans les régions tropicales,
associé au risque majoré d’émergence d’agents pathogéenes zoonotiques issus de la faune
sauvage, il est pertinent d’investiguer les risques microbiologiques résultant de la
production et consommation de viandes d’animaux sauvages dans ces régions.
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Concept One Health

Le concept One Health, « Une seule santé », est né d’une initiative entre plusieurs disciplines
au début des années 2000 et résulte de la prise de conscience des liens étroits qui existent entre
la santé humaine, celle des animaux et celui des écosystemes. |l se définit comme une «
approche collaborative, multisectorielle et transdisciplinaire, le travail étant réalisé sur le plan
local, régional, national et mondial, pour obtenir des résultats optimaux en matiere de santé et
de bien-étre, tout en reconnaissant les interconnexions entre les personnes, les animaux, les
plantes et leur environnement commun » (One Health Commission 2019). L’émergence de
nouvelles maladies infectieuses en est un parfait exemple: I’émergence de ces agents
pathogénes constitue un probleme majeur de santé publique humaine, or comme précédemment
démontréils sont principalement issus du réservoir animal sauvage et dépendent largement des
activités d’exploitations forestiéres, soulignant I’interdépendance de ces trois variables (santé
humaine, environnementale et animale). La Figure 8 illustre ce concept appliqué a la
problématigue de la viande de brousse.
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Figure 8 : ONE HEALTH - Viande de brousse, maladies infectieuses et émergentes, foréts tropicales
©Marine Montblanc (Created with BioRender.com)

La sécurité des aliments est au cceur de la politique One Health. En effet, les aliments d’origine
carnée sont le vecteur de nombreux agents pathogénes zoonotiques, et necessitent une
collaboration intersectionnelle entre les domaines de santé animale, de contrdle alimentaire et
de santé humaine. Une surveillance des maladies infectieuses aux points critiques de la chaine
alimentaire (production animale, abattage, produit final) est déterminante afin d’anticiper et de
comprendre latransmission des infections d'origine alimentaire et des maladies infectieuses en
général. Pour cela, il est nécessaire d’harmoniser la collecte des données entre les différents
secteurs delaproduction alimentaire (médecine vétérinaire, producteur alimentaire, distribution
et médecine humaine) afin de pouvoir les comparer et mener une approche intégrative. Dans
les pays en dével oppement, la sécurité sanitaire des aliments peine a s’intégrer a des politiques
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de santé publique et ne bénéficie que d’investissements minimes. Si en théorie le Programme
panAfricain de Controle des Epizooties (PACE) a le mérite d’exister et a permis la mise en
place d’un réseau d’épidémiosurveillance en Afrique, en pratique les résultats de ce programme
restent encore aévaluer (Ouagal et al. 2008). En effet, ces réseaux se retrouvent handicapés par
des faiblesses en termes d’infrastructures notamment de laboratoires, de formation, de
ressources humaines, de ressources financieres, et de communication. Par ailleurs, la
surveillance des maladies animales dans ces pays est dite passive, et n’est donc pas suffisante
pour prévenir leur propagation.

L’économie de viande de brousse relevant d’un marché informel échappe a la plupart des
controles officiels et constitue un risque majeur pour la santé humaine. En effet, cette
économie paralléle n’est pas intégrée aux réseaux de surveillance vétérinaires et ne bénéficie
donc d’aucune procédure de contréle microbiologique, 1’absence de déclaration des carcasses
de brousse potentiellement douteuses peut étre par exemple responsable de I’émergence
d’épidémies graves telle que la fiévre Ebola. En République Démocratique du Congo, aucun
organisme de I’Etat n’est délégué a la surveillance du réservoir sauvage, et celle-Ci est assurée
par I’appui d’organisations non gouvernementales telle que la Wildlife Conservation Society
(WCS). L’absence de coordination formelle entre le secteur humain et anima dans la
surveillance des zoonoses handicape fortement leur prise en charge malgré 1’existence de plans
deriposte pour certaines maladies zoonotiques (fiévre Ebola, Rage et variole du singe) intégrant
ponctuellement des acteurs alafois de santé humaine et vétérinaire (OMS, 2019). Larecherche
sur l'industrie de la viande de brousse sest largement concentrée sur la question de la
conservation de la faune pendant de nombreuses années et n'a que récemment mis I'accent sur
les risgues sanitaires potentiels liés a la manipulation des produits animaux. Une gestion
intégrée du risque associé a la viande de brousse mériterait ains de prendre en compte:
I’identification de pathogénes dans le réservoir sauvage, 1’évaluation de leur potentiel
zoonotique, les relations épidémiol ogiques entre les réservoirs, 1’exposition des populations au
cours des différentes étapes de production, la contamination microbiologique des carcasses et
des viandes, I’identification des symptomes causés par 1’agent pathogene, la prévalence de cas
humains, et lacommunication aux popul ations de moyens de prévention et de gestion du risgue.
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3. Evaluation du risque associé a la viande de brousse
Définition

Le risque correspond a la probabilité qu’un événement dommageable ait lieu. Dansle cadre de
la sécurité sanitaire des aliments celui peut étre défini tel que « fonction de la probabilité d’un
effet néfaste sur la santé et de la gravité de cet effet, résultant d’un (ou plusieurs) danger(s) dans
un aiment » (FAO, WHO 2021). Différents agents de nature biologique, chimique ou physique,
présents dans les aliments peuvent avoir des effets néfastes sur la santé humaine et donc
représenter des dangers d’origine alimentaire (Codex Alimentarius). L’analyse des risques a
donc pour but d’estimer « les risgues pesant sur la santé et la sécurité des personnes, afin de
définir et de mettre en ceuvre des mesures appropriées visant a les maitriser et & communiquer
avec les parties prenantes au sujet des risques et des mesures appliquées » (FAO and WHO
2021).

Trois étapes interviennent dans ’analyse du risque (FAO and WHO 2021) :

- Evaluation des risgues, correspondant au processus scientifique permettant :
i) I’identification des dangers ; ii) la caractérisation des dangers ; iii) 1’évaluation de
I’exposition et iv) la caractérisation des risques

- Gestion des risgues, consistant a mettre en place des mesures effectives de prévention
et de controle afin deréduirelesdangers d’origine alimentaire sur la base de 1’évaluation
des risques et d’autres facteurs pertinents pour la protection de la santé des
consommateurs

- Communication des risgues, consistant en 1’échange interactif tout au long du
processus d’analyse des informations et opinions entre les différents partis: sphere
scientifique, industrie, et consommateur ; il sera notamment souligné I’importance de
I’explication des résultats de 1’évaluation des risques et des fondements des décisions
prises en matiéere de gestion des risques

L’objet de cette these consiste ainsi a évaluer le risque microbiologique de laviande de brousse
a travers ’identification de dangers biologiques potentiels.

Agents biologiques pathogeénes d ‘origine alimentaire

Comme précédemment cité, la plupart des agents pathogénes pour I’homme ont une origine
zoonotique, les produits alimentaires d’origine animale (viande, lait, ceufs, poissons, etc...) sont
consi dérés comme principaux vecteurs desinfectionsd'origine alimentaire. De nouveaux agents
pathogénes d'origine alimentaire continuent d’émerger depuis plusieurs décennies (Tauxe
2002) (J. L. Smith et Fratamico 2018), soit par la découverte et 1’identification de nouvelles
especes soit par la documentation d’une transmission alimentaire d’agents pathogénes déja
connus. La plupart de ces agents ne sont identifiés que lors de 1’émergence d’une épidémie,
lorsgue leur présence et leur pathogénicité peuvent étre corrélées aux symptoémes et a leur
association avec 1’aliment (Behravesh, Williams, et Tauxe 2012). L’étude menée dans le cadre
de cette thése a ainsi un role prospectif, puisqu’elle cherche a identifier des facteurs de risque
afin d’éventuellement prévenir I’émergence de futures maladies infectieuses. Etant donné la
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rareté des publications concernant la contamination de la viande de brousse par des agents
pathogenes, il est ainsi intéressant de dresser dans un premier temps un tableau des principaux
dangers biologiques (bactérie, virus, protozoaire et parasites) associées a la consommation de
viande domestique.

Bactérien

Les infections bactériennes sont les premicres causes de maladies d’origine alimentaires dans
le monde, il est estimé qu’elles sont responsables de plus de 2/3 des cas d’intoxications
alimentaires notamment dans les pays en voie de développement (Abebe, Gugsa, et Ahmed
2020). Sur les 600 millions de cas causées par 31 dangers d'origine alimentaires en 2010, les
agents bactériens en représentaient plus de la moitié (350 millions), en particulier
Campylobacter, Escherichia coli (ETEC) et Salmonella spp.(World Health Organization 2015).
lIs sont essentiellement responsables de troubles digestifs, de maladies entériques et
diarrhéiques.

Parmi les bactéries on distingue en microbiologie alimentaire celles dites pathogénes (et/ou
leurs toxines), de celles dites «témoins de contamination ». Les bactéries pathogenes
correspondent a celles qui a proprement parlé peuvent étre responsables d’infections et toxi-
infections alimentaires si présentes dans I’aliment. Tandis que les «témoins de
contaminations » reflétent une contamination d’origine humaine ou fécale tels le groupe des
coliformes fécaux (Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, entérocoques), ou S. aureus
(contamination cutanéo-muqueux) (Sutra, Federighi, et Jouve 1998). Les germes pathogenes
(comme les Salmonella, les Campylobacter, les Listeria) ne doivent ainsi pas atteindre les
produits alimentaires dans la chaine de production, tandis que e nombre d'entérobactéries et de
colibactéries donne des informations sur le respect de I'hygiéne durant la phase de
transformation des produits alimentaires.

Différents parametres influencent la croissance et le développement microbien, notamment le
type d’aliment, le pH, ’activité hydrique, le potentiel d’oxydo-réduction et |atempérature. Ces
différents paramétres seront intéressants a évaluer comme facteurs de risque de dével oppement
bactérien lors de la production de viande de brousse.

Il est possible de classifier les agents pathogenes bactériens en fonction de la gravité des
consequences liées aleur consommation (Sutra, Federighi, et Jouve 1998):

- Risgue grave: Clostridium botulinum, Shigella, Vibrio cholerae, Salmonella thyphi et
parathyphi A et B, Brucella (abortus, suis, melitensis), Mycobacterium bovis

- Risgue modéré avec possibilité de large diffusion: Salmonella ubiquitaires,
Escherichia coli vérotoxinogenes, Sreptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes

- Risgue modére avec diffusion limitée : Staphyl ococcus aureus, Clostridum perfringens,
Bacillus cereus, Coxiella burnetti, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni

Les principales bactéries pathogénes d’origine alimentaires sont listées dans |le Tableau 1.
Omer et a. (2018) ont identifié dans leur revue de la littérature (1980 -2015) que les deux
principaux organismes bactériens responsables d’épidémies alimentaires issues de viandes
rouges sont les E. coli a vérotoxine (VTEC) et les saimonelles. Parmi les 1966 cas rapportés
d’intoxication & E. coli dans la viande au cours de la période d’étude, tous sauf 4 furent causés
par le sérovar O157:H7. Concernant Salmonella enterica subsp. enterica, huit sérovars furent
identifiés comme responsables d’épidémies, dont le plus fréquent Salmonella Typhimurium.
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D’autres bactéries telles que Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum et Listeria monocytogenes ont aussi été rapportées. Certains agents
pathogénes bactériens d'origine alimentaire sont adaptés a des réservoirs specifiques, tel que
Campylobacter. En effet, Campylobacter spp. est particuliérement retrouvé chez les oiseaux
notamment lesvolaillesdont il appartient ala flore intestinale commensale, les cas d’infections
alimentaires concernent donc essentiellement la consommation de viande de volailles mal
cuites. Il convient donc d’évaluer les risques en fonction du type de réservoir, ce qui est d’autant
plus délicat pour la viande de brousse au regard de la diversité taxonomique des especes
CONSOMMEeS.

Bacté&rie Helminthe

Aeromonas hydrophila Nématode Cestode Trematode
Bacillus cereus Anisakis
Brucella spp.

Campylobacter spp.
Clostridium botulinum
Clostridium perfringens
Coxidla burnetti

E. coli ashigatoxines (STEC)
E.coli entéropathogene (EPEC)
E.coli entérotoxinogéne (ETEC)
Enterobacter sakazakii

Listeria monocytogenens
Mycobacterium bovis

S enterica non typhoide
Salmonella Parathyphi A
Salmonella Typhi

Shigella spp

Saphyl ococcus aureus

Vibrio cholerae

Vibrio wulnificus

Yersinia enterocolitica

Yersinia pseudotuberculosis

Echinococcus  Clonorchis sinensis
Ascaris spp. granulosus Douveintestinae
Trichindlaspp. Echinococcus  Opisthorchis spp.
Toxocara multilocaris Paragonimus
Taenia spp.

Virus Protozoaire

Adénovirus Cryptosporidium spp.
Astrovirus Cyclospora spp.
Entérovirus Entamoeba histolytica
Norovirus Giardia spp.
Rotavirus Sarcocystis spp.
Sapovirus Toxoplasma gondii
Virus Hépatite A

Virus Hépatite E

Tableau 1 : Liste des principaux dangers biologiques d’origine alimentaire (non exhaustive) (World Health Organization 2015)
(Behravesh, Williams, et Tauxe 2012) (Orlandi et al. 2002)

Des monographies spécifiques seront décrites dans la partie discussion du Chapitre Il en
fonction des différentes espéces d’intérét.
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Vira

Lesvirus sont des parasitesintracellulaires obligatoires et ne peuvent en aucun cas se multiplier
dans I’environnement ou sur les aliments en I’absence d’ingestion par un nouvel hote sensible.
Ainsi, ce sont surtout les pratiques de préparation de la viande (contamination fécale et
environnementale, utilisation d’eau contaminée, ...) plus que celles de conservation qui vont
présenter des facteurs de risque de contamination. Les virus présentant une faible dose
infectieuse et unerésistance élevée dans I’environnement extérieur sont les plus susceptibles de
constituer des agents pathogenes. 11 n’existe pas a ’heure actuelle de textes réglementaires
concernant les denrées alimentaires fixant de critéres microbiologiques pour les virus. Leur
identification dans les produits alimentaires est d’autant plus délicate qu’elle nécessite le
recours a des techniques d’identification spécifiques moléculaires contrairement a la mise en
culture bactérienne. Par ailleurs leur détection n’est pas systématiquement synonyme de risque
pour le consommateur puisque le génomeviral persiste pluslongtemps quelesparticulesvirales
infectieuses.

Les virus présentant un risque de transmission a I’homme par ingestion d’un aliment ou d’eau
contaminés sont des virus entériques, ¢’est-a-dire des virus capables d’infecter des cellules du
tube digestif. Techniquement, tout virus identifié chez I’homme dans le tractus gastro-intestina
représente un risgue de contamination alimentaire.

Cependant la faune sauvage peut aussi étre porteuse de nombreux virus zoonotiques, non
identifiés comme transmissibles par |aconsommation de produits carnés mais dont | es pratiques
de chasse peuvent favoriser la transmission (contact avec des fluides, inoculation au niveau
d’uneplaie, ...).

Laplupart des maladies virales d'origine alimentaire rapportées sont des gastro-entérites ou des
hépatites, causées respectivement par les norovirus et le virus de I’hépatite A humains. D'autres
agents viraux tels que les entérovirus, sapovirus, rotavirus, astrovirus, adénovirus et le virus de
I'hépatite E (VHE) sont aussi responsables de maladies transmises par les aliments et/ou par
I'eau (Esona et al. 2022). A I'échelle mondiale, les norovirus (NoV) sont les principaux agents
de gastro-entérite aigué : environ 200 millions de cas sont observés chez les enfants de moins
de 5 ans, responsables d’environ 50 000 déces chague année, principalement dans les pays en
développement. Par conséquent, les virus d'origine alimentaire sont reconnus parmi les
principales priorités en matiere de sécurité alimentaire, notamment du fait du manque de
connaissances actuel en comparaison des dangers biologiques bactériens (Rowe et Bolger
2016).

Plusieurs voies de contamination de 1’aliment sont possibles : soit par contamination endogene
delaviande par un virus zoonotique hébergé par 1’hote animal (exemple du virus de 1’hépatite
E (VHE) circulant chez |es suidés), soit par contamination humaine au cours de lamanipulation
de I’aliment par une personne infectée, ou bien par utilisation d’eau contaminée dans les
processus de production. Par exemple pour le VHE, si latransmission est majoritairement liée
ala consommation de viande de porc insuffisasmment cuite dans les pays européens, dans les
pays endémiques a faible niveau d’hygiene, la contamination d’eau potable par des maticres
fécaleshumainesinfectées est une source commune d’infection. Ainsi dans le cadre de I’analyse
des risques liés a la consommation de la viande de brousse il convient d’étudier a la fois le
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risque zoonotique inhérent a I’espéce animale consommeée, ainsi que celui lié alacontamination
d’origine humaine lors des processus de préparation de la viande.

Parasitaire : Protozoaires et Helminthes

Delaméme maniere que pour lesvirus, les parasites sont inféodés aun héte vivant et ne peuvent
pas se multiplier en 1’absence d’ingestion par un hote sensible. La plupart des infections
parasitaires d’origine alimentaire sont des zoonoses, qui peuvent étre transmises par 1’ingestion
d’eau et d’aliments contaminés. Il existe environ 107 espéces parasitaires connues
transmissibles par voie alimentaire, la liste exhaustive de ces espéces et du type d’aliment
impliqué est fournie dans la publication de Orlandi et a. (2002). L'homme sinfecte par la
consommation de viande peu ou non cuite infectée par les stades kystiques des parasites, ceci
concerne majoritairement les viandes ladres (Taenia spp), trichinées (Trichinella spp) ou
sarcosporidiennes (Sarcocystis spp). La viande de reptiles, et damphibiens peut aussi étre
infectée par divers stades infectieux de parasites, notamment Spirometra spp., Trichinella spp.,
Gnathostoma spp., et pentastomides (Magnino et al. 2009).

Certains de ces dangers parasitaires induisent des Iésions macroscopiques, détectables par
examen visuel, sur la carcasse des animaux (Annexe 4) (Fosse 2004). Ainsi ’examen des
viandes peut permettre de détecter laprésence de vésiculesladriques dans | e cas de cysticercose,
de kystes hydatiques lors d’échinococcose, ou encore de lésions kystiques et myosite
€osinophilique lors de sarcosporidiose par exemple. Cet examen n’est pas sensible pour de
nombreux autres agents tels que Trichinella, Toxoplasma et la cuisson a ceeur de la viande est
certainement la méthode de prévention la plus efficace pour diminuer le risque d’infection.

Sensibiliser et former les populations a I’inspection sanitaire des viandes de brousse serait ains
un levier d’action intéressant a développer pour la gestion du risque sanitaire. La diffusion de
photographies représentatives des lésions par exemple pourrait servir de support aux
populations pour I’identification de certains dangers biologiques afin d’écarter les carcasses
impropres ala consommation.

Au regard des informations précédentes, il est aisé de comprendre pourquoi le mode de cuisson
et de conservation des viandes est un paramétre important aprendre en compte dans|’évaluation
du risque sanitaire des viandes.
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Bilan de la situation sanitaire en Afrique concernant le risque de maladies d’origine
alimentaire

L'Afrique recense le taux de maladies d'origine alimentaire par habitant e plus é evé au monde,
les dangers d'origine alimentaire seraient ainsi responsables en Afrique de 137 000 déces et de
91 millions d’infections chaque année, touchant principalement les enfants de moins de 5 ans,
selon les données de |'Organisation Mondiale de la Santé dans un article du 7 juin 2019. La
présence de dangers biologiques dans les aliments réduit également la biodisponibilité des
nutriments, ce qui accroit le risqgue de malnutrition pour les populations dga victimes
dinsécurité alimentaire.

La sécurité des aliments a non seulement des enjeux de santé publique dans les pays africains
maisaussi économiques, puisque The World Bank Group achiffréles « pertes de productivité »
consécutives aux maladies d’origine alimentaire a prés de 16,7 milliards de dollars en Afrique
subsaharienne (Jaffee et a., 2019).

Le fardeau estimé des maladies d’origine alimentaire reste a ce jour inférieur a celui de trois
grandes maladies en Afrique : VIH, tuberculose et paludisme (Annexe 5) (Jafee et a. 2020).
C'est I'une des raisons pour laquelle la sécurité sanitaire des aliments ne parvient pas a faire
I’objet de plan de maitrise des risques, puisque le budget de la santé publique ains que
I’attention des politiques se concentrent sur la lutte de ces trois maladies.

Le fardeau relatif aux maladies alimentaires liées a la faune sauvage en Afrique est difficile a
estimer, d’une part parce que peu d’études existent a ce sujet, et d’autre part du fait de la
complexité d’attribuer le développement d’une maladie a une source ou un agent pathogene
spécifique. D’autant plus que la viande de brousse est issue de plusieurs especes animales
sauvages différentes et ne peut donc pas étre analysée en tant qu’aliment générique (Schenck
et a. 2006).

Le Reglement Sanitaire International (RSI) adopté par 196 pays fournit un cadre juridique
définissant les droits et les obligations des pays concernant la gestion d’événements de santé
publique susceptibles de traverser les frontieres. Dans le cadre de ce dernier, il a été évalué la
capacité des pays dans 19 domaines techniques de santé publique regroupés en 4 themes
« Prévention », « Détection », « Réponse », « Points d’entrée et autres dangers » (Talisuna et
al. 2019). La Figure 9 présente ainsi 1’évaluation des différents pays d’Afrique concernant la
sécurité des aliments, prenant en compte la surveillance des maladies d’origine alimentaire ainsi
que la rapidité de réponse face a 1’émergence d’un foyer. Bien que cet indicateur ne donne
qu’une image incompléte de la gestion de la sécurité des aliments dans ces pays, il permet de
souligner que sur les 47 pays africains évalués, ¥ ont recu la note de 1 correspondant a
I’ « absence de capacité » et une grande majorité la note de 2 soit une « capacité limitée ». Dans
le bassin du Congo, sur les 5 pays évalués, trois sont classés au rang 1 et deux classés au rang
2, reflétant ’incapacité a la fois politique, économique et médicale de ces pays a gérer les
maladies d’origine alimentaire, corrélée a de nombreux facteurs tels que 1’absence d’acces a de
I’eau potable et a un systéme d’assainissement, 1’absence d’inspection sanitaire alimentaire et
de contréle vétérinaire, .... Le développement du African Food Safety Index (AFSI) prenant en
compte 1’ensemble des facteurs précédant en plus de ceux liés a la sécurité des aliments
permettra une meilleure estimation de la capacité de ces pays et des enjeux a développer pour
inverser la courbe des maladies alimentaires en Afrique.

41



Cabo Verde

mbia a
Guines-Bissau Dyibouti
Guinea é Sl
Sudan

Sierra Leone (q. dclvoéle'e 6 Ethiopia

Equatorial Guinea

Burund|

United Rep. of
Tanzania

Seychelles

Comoros
N 3

f
Mauritius
g

M IHRrank 1
IHR rank 2

M HRrank 3
IHRrank 4

M IHRrank 5
Missing data

Figure 9 : Evaluation de la capacité des pays d’Afrique d /a sécurité des aliments selon les critéres de la

développée, Rang4 capac:te démontrée, Rang5 capacité durable IHR : lnternatlonal Health Regulatlons détails
Annexe 7)

Si la région africaine concentre le taux de morbidité le plus élevé lié a la consommation
d’aliments contaminés, c’est en grande partie liée aux infections a Salmonella non typhiques
chez les enfants de moins de 5 ans (Figure 10). Laforte prévalence d’E.coli entérotoxinogenes,
entéropathogénes et d’infection a Shigella est révélateur de I’insuffisance des pratiques
d’hygiéne puisqu’elles sont associées a une contamination fécale et oro-fécale des aliments.
Concernant les pathogéenes parasitaires, Taenia solium est largement majoritaire (Figure 11) en
Afrique, notamment Afrique de 1’Ouest, et représente la principale cause d’épilepsie acquise
chez I’homme. Les suidés sont les hotes réservoirs de ce parasite, I’homme s’infecte via la
consommation de viande de porc peu cuite. Cependant, il a été rapporté la détection de Taenia
solium chez des phacocheres en Afrique et des sangliers en Europe suggérant que le réservoir
sauvage (Van Wyk et Boomker 2011) pourrait éreimpliqué dans|atransmission du pathogéne
viala consommation de viande de brousse.

Au regard de la prévalence des maladies d’origine alimentaire en Afrique et de
I’importance de la consommation de viande de brousse dans les régions tropicales, il
semble primordial d’évaluer les enjeux de santé publique que représente cette denrée.
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Agents biologiques pathogénes identifiés dans |a viande de brousse

La Partie 2 de ce premier Chapitre s’attélera précisément a établir un état des lieux de la
littérature scientifique traitant du risque de consommation de viande de brousse pour la santé
humaine. Les dangers biologiques potentiels dé§ja identifiés dans la viande de brousse y seront
ains présentés.

Production de la viande de brousse et risques inhérents

L’évaluation des risques associées a la viande de brousse cherche a répondre a la question
suivante : « Quel est lerisgue pour lasanté humaine de consommer et de manipuler delaviande
debrousse, et plus particuliérement quel est le risque que I’homme s’infecte avec un pathogéne
zoonotique ou d’origine alimentaire ? »

Une évauation qualitative des risques liés au gibier sauvage a été réalisée en 2003 (Coburn et
al., 2005) en Europe. Cette évaluation a permis de conclure que I’inspection vétérinaire post-
mortem ne suffit pas a réduire de maniére significative le risque d’infection dans la mgjorité
des cas. Aing, il ne suffit donc pas de considérer uniquement le produit final dans cette
évaluation mais de prendre en compte toutes | es étapes précédant son éaboration. Laquestion
consiste ainsi a s’interroger sur comment la viande se contamine-t-elle ? Si certains dangers
biologiques tels que parasitaires sont déa présents dans les tissus musculaires, d’autres
notamment bactériens sont influencés par différents parametres au cours de la préparation de la
viande. En effet de nombreuses communautés bactériennes sont naturellement déja présentes
dans les intestins ou sur la peau des animaux, et elles peuvent étre transférées a 1’ensemble de
la carcasse en 1’absence du respect de bonnes pratiques d’hygiéne. Aingi, différents facteurs
influent sur le risgue lié a chague danger et doivent étre examinés. La salubrité de laviande de
gibier est étroitement liée au processus de chasse, a I'hygiene/la température lors des
manipulations et au transport des carcasses. Sensibiliser les populations a ces normes d’hygiene
et de sécurité est indispensable afin d’atténuer les risques potentiels pour les consommateurs.

Par ailleurs, investiguer uniquement les pathogénes transmissibles par ingestion dans le cadre
de I’évaluation des risques liés a la viande de brousse serait considérablement réducteur. En
effet, la faune sauvage est aussi porteuse de nombreux pathogénes zoonotiques, non identifiés
comme transmissibles par la consommation mais dont le transfert a I’homme peut s’effectuer
par contact avec les animaux vivants et/ou par |a manipulation des carcasses |ors des opérations
de transformation. Si les agents zoonotiques identifiés dans la viande de gibier en Europe sont
globalement les mémes agents pathogenes d’origine alimentaire que ceux présents dans le bétail
européen (Gomes-Neves et a. 2021), la particularité de la viande de brousse en Afrique
provient alafoisde:

- Ladiversité taxonomique des especes retrouvées sur les marchés, incluant notamment
des primates phylogénétiquement proches de 1’homme favorisant le passage
interspécifique de pathogenes (Pedersen et Davies 2009)

- La locdisation en Afrique tropicale, propice a 1’émergence de nouvelles maladies
infectieuses et « hot-spot » de diversité microbienne



La Figure 12 résume les principales étapes clés intervenant dans la production de viande de
brousse et les risques sanitaires inhérents a ces pratiques. La gestion des risques biologiques
issusdelaviande de brousse doit ainsi intégrer 1’ensemble de ces étapes a son analyse. Chacune
des étapes est développée dans les paragraphes suivants décrivant a la fois les facteurs
prédisposant alacontamination des carcasses (Radakovic et Fletcher 2011) ainsi quelesrisgues
de transmission de pathogénes zoonotiques a I’homme au cours de leur préparation (Hilderink
et de Winter 2021).

Risque de transmission zoonotique Contamination des carcasses et
au cours des pratiques associées a facteurs favorisant le
la viande de brousse développement microbien
o Cccnlact phhysique igd‘\rect - Habitat faune sauvage - Stress pré-abattage (1 pH viande, T + Contamination
+ Contact physique direct « Blessures au cours de la translocation bactérienne) microbienne
-‘AFél;Ii:j:r?e capture (morsures, griffures...) e - Technique de chasse - Translocation bactérienne
« Plaie abdominale : T contamination trans-enterique
bactérienne
+ Contact physique direct « Viande crue, absence de Ab Afrigdrati
A i aheid ! « Absence de réfrigération
AF_IL!IdeS préservation de la viande, pas de TRANSPORT et conservation & température « Prolifération bactérienne
T asnenne désinfection matériel ambiante
* Vecteurs
+ Contact physique direct « Mauvaise condition d'hygiéne et introduction
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» Fécale-orale préparation (couteaux, 0s,...) * Accident d'éviscération et contamination par trans-entérique
* Alimentaire flore digestive
+ Délai d'éviscération > 24h
- Utilisation d'eau contaminée pour nettoyage
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* Fluides différentes sur les marchés + Mauvaises conditions d'hygiéne des marchés
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=TT viande infectée - Conservation a température ambiante

Figure 12 : Processus de production de la viande de brousse, risques zoonotiques et voies de contamination des carcasses © Marine Montblanc

Chasse

Les différentes techniques de chasse peuvent avoir plusieurs conséquences concernant lerisque
biologique bactérien. En effet, la chasse au fusil ou au collet induit I’apparition de plaies, ces
plaies peuvent favoriser I’introduction de bactéries au sein destissus. Par ailleurs, lalocalisation
du tir est déterminante, en effet une plaie abdominale a pour conséquence directe la
dissémination de bactéries du tube digestif au sein de la cavité abdominale. En effet, Deutz et
al. (2006) ont démontré gque le dénombrement de colonies bactériennes aérobies (TAC : Tota
Aerobic Count) était de 4,6 et 5,6 log cfu/cm2 pour des blessures thoraciques par balle, contre
5,0 et 6,5 log cfu/cm2 pour des Iésions abdominales sur des carcasses échantillonnées 12-24
heures aprés la mise a mort. Les mémes résultats ont été obtenus par Avagnina et a. (2012)

45



soulignant une contamination plus importante des carcasses lors de tir abdominal. Les
techniques de chasse en Afrique tropicale ne sont pas uniformes, si larevue bibliographigque de
Faet a. (2005) décrit la chasse au collet comme magjoritaire, les tribus de Banyangi et Mbo au
Cameroun utilisent par exemple préférentiellement les armes afeux (Willcox et Nambu 2007),
et les Ba’Aka de la région de Dzanga-Sangha en République Centrafricaine chassent
traditionnellement au filet. Cette variable doit ainsi étre intégrée dans 1’identification des
risques.

Lestressinduit par la chasse, par exemple lors des battues au cours des chasses au filet, a aussi
une conséguence indirecte sur la préservation de la viande. En effet, un stress pré-abattage est
responsabl e de la production en grande quantité d’ATP et de glycogéne par 1’animal, épuisant
ainsi ses réserves d’énergie cellulaires qui ne sont ainsi plus disponibles pour le processus de
maturation de la viande. Le pH de la viande se maintient alors a un niveau élevé favorisant le
dével oppement de micro-organismes, le pH optimal de croissance bactérienne se situe proche
de la neutralité (Mescle, Zucca, et Bourgeois 1996) tandis que les aliments acides (pH < 4,5)
sont considérés comme microbiologiquement stables. Un effort physique important précédant
I’abattage, pour fuir lors d’une battue par exemple, peut aussi avoir un impact sur le microbiote
intestinal. En effet, un effort physique intense prolongé provogque une réaction de stress
métabolique, caractérisée par une augmentation de la libération de glucocorticoides et de
catécholamines. Ces derniéres induisent une réduction de I'apport sanguin a I'épithédium
intestinal, pouvant provoquer une hypoxie, une acidose, une déplétion en ATP, laformation de
radicaux libres et un stress oxydatif qui, collectivement, endommagent la barriére intestinale,
entrainant une augmentation de saperméabilité (Karl et a. 2018). Une contamination endogéene
consécutive des carcasses par des bactéries potentiellement zoonotiques ainsi que la libération
d’endotoxines dans la circulation systémique peuvent ainsi survenir (Annexe 6), et constituer
un risque majoré d’infection humaine lors de 1’ingestion de ces produits carnés (Seidler et al.
2001). Il n’est cependant pas exclu que la faune sauvage puisse aussi présenter des adaptations
physiologiques dans leurs mécanismes de réponse au stress limitant 1’extrapolation des
arguments précédents.

Lors de la chasse d’animaux sauvages, I’homme peut s’exposer a des zoonoses selon plusieurs
voies de transmission. Il existe un risque de contamination directe par contact physique
rapproché avec 1’animal, notamment lors de blessures, morsure ou griffure, qui peuvent étre
responsables de I’inoculation de différents pathogénes (Lambert et al. 2018) (Filippone et al.
2015). Des contaminations indirectes peuvent aussi survenir par contact environnemental avec
certains fluides corporels (salive, sang, urine, excrément) déposés sur le sol, dans 1’eau ou sur
du matériel contaminé (couteau, filet, collet, ...).

Transport et stockage

Le transport et le stockage des carcasses en I’absence de réfrigération est un facteur majeur de
prolifération bactérienne. En effet, la majorité des germes bactériens transmissibles par
I’alimentation sont mésophiles (grande majorité des bactéries pathogenes), ou psychrotrophes
(Listeria, Clostridium botulinum, Yersinia...) ¢’est-a-dire ayant des températures de croissance
optimal e respectivement de 30-45°C et de 25-30°C. La réfrigération permet alors d’inhiber cette
croissance bactérienne en réduisant leur activité enzymatique, et |a congélation de bloquer leur
croissance par diminution de ’activité hydrique. Ainsi, I’absence d’¢électricité et par consequent
de réfrigérateurs en Afrique centrale contribue largement a la multiplication de micro-
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organismes dans les denrées alimentaires. En République Centrafricaine c’est par exemple
seulement 14% de la population qui a accés a 1’électricité dont la majeure partie habite la
capitale, parmi la population rurale le chiffre tombe a 0,4% de la population (Sustainable
Energy for All, 2016).

Le transport de la faune sauvage, des marchés ruraux au commerce international, entraine
I’amplification de la propagation d’agents pathogénes zoonotiques. Certains agents
particuliérement résistants dans 1’environnement extérieur tel que Bacillus anthracis peuvent
ains étre importés par le commerce de viande crue ou insuffisamment cuite. Viales carcasses
animales, de nombreux vecteurs peuvent aussi étre transportés tels que des tiques, des puces,
des moustiques entrainant 1’expansion de leur aire de distribution, qui peuvent secondairement
étre responsables de la transmission de nombreux pathogénes zoonotiques.

Eviscération et préparation des carcasses

Une majeure partie de la contamination tissulaire post-mortem des carcasses résulte de
mauvaises pratiques d’hygiéne lors de I’éviscération qui constitue une étape clé de la gestion
des risgues microbiol ogiques associés a la viande de brousse. En effet, I’ouverture de la cavité
abdominale et thoracique est propice a I’introduction de pathogenes issus de I’environnement
extérieur, de la flore digestive de I’animal, ou de |a flore cutanée du manipulateur. La rupture
de I’intégrité de 1’appareil digestif lors du retrait du contenu abdominal de la carcasse peut étre
responsable d’un risque de contamination important par des bactéries d’origine digestives
(E.coli, Salmonella...). L’utilisation d’eau contaminée pour le nettoyage et le ringage des
carcasses constitue aussi une voie d’introduction de pathogenes dans la viande.

Le port de gants, le nettoyage des surfaces de travail, la décontamination du matériel,... sont
autant de moyens de prévention rarement appliqués en Afrique centrae (K. E. Saylors et al.
2021). Dans la plupart des cas, I’éviscération des carcasses est réalisée directement en forét sur
le lieu d’abattage pour les gros gibiers afin defaciliter leur transport, a proximité du campement,
ou au domicile familial. L'éviscération alieu majoritairement a 1'air libre, I’animal étant le plus
souvent placé a méme le sol sur des végétaux tels que feuilles de palmier d’apres les
observations de Makosso-V heiye (2012) au Congo.

Une éviscération tardive des carcasses serait associée a un risque accru de translocation et de
prolifération bactérienne du tube digestif. Ce parametre est ainsi déterminant dans I’analyse des
risques de laviande de brousse au regard des pratiques de chasse. En effet si certaines carcasses
peuvent étre préparées directement sur le terrain, il est commun d’observer des carcasses
entieres sur les étals des marchés parfois pendant plusieurs jours ou le gibier non-éviscéré est
ensuite préparé au sein des ménages. S’il est considéré que le tissu musculaire profond
d’animaux domestiques sains, évisceérés dans les 24 heures suivant leur abattage, est stérile
(Gill, 2007), son extrapolation a la viande de brousse, chassée dans des conditions non
controlées avec des conditions d’hygiéne quasi-inexistantes, est questionnable. A travers leur
étude Bachand et al. (2012) ont cependant déemontré une relative stérilité des tissus musculaires
profonds prélevés sur de la viande de brousse gabonaise au regard de trois pathogenes :
Campylobacter, Shigella, Salmonella. De la méme manicére, le délai d’éviscération de viande
de gnou en Afrique du Sud (Heerden et Vorster 2016) n’a pas permis d’observer de différences
significatives de contamination bactérienne en fonction des 5 premiéres heures suivant la mort
de I’animal. Ainsi s’il existe toujours un vide scientifique sur la microbiologie des tissus de
viande de brousse éviscérés plusieurs jours apres ’abattage, le risque de translocation
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bactérienne trans-entérique verslestissus extra-intestinaux semble plutdt étre associé : au statut
sanitaire de 1’animal (dommages de la barriére intestinale ante-mortem : ulceres digestifs par
exemple), au stress précédant I’abattage, aux lésions digestives au cours de ’abattage (tir
abdominal), plutdt qu’au délai abattage-éviscération en lui-méme.

Le dépecage et I’éviscération des carcasses est une étape particulierement a risque de
transmission zoonotique par contact avec du sang et autres fluides corporels. Différents
pathogénes zoonotiques graves tels que le virus Ebola (Leroy et a. 2004), plusieurs rétrovirus
simiens (N. D. Wolfe et a. 2004), ou encore les épidémies de variole du singe (Durski et al.
2018) ont été associés ala manipulation de carcasses d’animaux sauvages, hotamment primates.
Au cours de la préparation de la viande, de nombreuses personnes travaillant sur les marchés
de brousse ont rapporté la survenue de blessures accidentelles avec des couteaux, fragments
d’os, ou machettes (K. E. Saylors et al. 2021) (Subramanian 2013). Ces blessures constituent
des voies d’entrées pour les pathogenes, d’autant plus qu’elles ne sont le plus souvent ni
désinfectées ou soignées. Saylorset a. (2021) ont ainsi décrit au Cameroun que : danslaplupart
des cas de blessures mineures le boucher n’arrétait pas son travail ; dansles casles plus graves
du sdl, du jus de citron, voire de 1’alcool pouvaient étre appliqués pour arréter le saignement
mais le bandage de la plaie n’était pas systématique. Ainsi, ces blessures en 1’absence de port
de gants sont des facteurs de risque importants de développement d’infections par voie cutanée,
telle que latubercul ose, en Afrique subsaharienne (Etter et al. 2006).

Commerce, cuisson et consommation

La viande de brousse est le plus souvent vendue sur les marchés sous forme de carcasses
entiéres non éviscérées, de viande fumée, ou d’animaux vivants (Mbun et Nguemwo 2021). Le
gibier est un produit de faible conservation : un a deux jours seulement dans des conditions
tropicales (Fargeot 2004), et nécessite ainsi une étape de transformation pour améliorer sa
préservation. En Afrique sub-saharienne, le « boucanage », fumage de la viande pendant de
longues heures, est le principal procédé traditionnel de transformation et de conservation de la
viande de brousse (Wiafe 2014). La technique de fumage permet : la diminution de ’activité
hydrique des tissus, une action antioxydante et antimicrobienne gréce a certains composés
chimiques présent dans la fumée (phénols, acides organiques...), la destruction des enzymes et
micro-organismes par la chaleur. Ces effets combinés sont efficaces contre les bacilles Gram -
, micrococci Gram + et staphylocoques, anoter que | es bactéries végétatives sont plus sensibles
alafumée que les spores bactériennes et moisissures (Fellows 2016). La résistance des spores
de Bacillus anthracis au procédé de fumage n’est pas documentée. L’évaluation de 1’état de la
conservation de la viande au moment de son achat est donc pertinente a intégrer dans 1’analyse
des risgues sanitaires puisque ces derniers ne seront pas équivalents en fonction d’un produit
frais ou boucané. Si le fumage permet une sécurité sanitaire relative des aliments, il n’empéche
cependant pas la contamination ultérieure par des bactéries de 1I’environnement. En effet, les
vendeurs dépecent souvent la viande sur les mémes comptoirs ou sont entreposeées les viandes
fumées et séchées (K. E. Saylors et al. 2021), ce qui implique que la viande fumée peut
secondairement étre contaminée par du sang frais et donc toujours constituer un risque pour le
consommateur. Une seconde cuisson avant consommation est recommandée. L’absence
d’hygiene des mains des vendeurs est aussi susceptible d’étre responsable de la transmission de
pathogénes par voie oro-fécale.
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Par ailleurs, le manque d'hygiéne peut également entrainer la présence sur les marchés
d’animaux domestiques et de nuisibles a la recherche de déchets. La viande peut ainsi étre
contaminée par des selles ou urines de rongeurs par exemple, et réciproguement ces nuisibles
peuvent étre infectés par des pathogénes issus de la faune sauvage, notamment via la
consommation d’abats crus, et servir de vecteurs a ces pathogenes. Le rassemblement de
nombreuses espéces d’ordres taxonomiques variés a de fortes densités sur les étals des marchés
est propice a la transmission interspécifique de pathogénes, a leur amplification et
éventuellement aleur propagation al’homme.

La méthode de conservation de la viande peut par ailleurs étre indicatrice de la distance de
prélévement du gibier. En effet, une forte abondance d’animaux vivants sur les marchés est
plutdt associée a une forte densité de faune, tandis que la préva ence de viandes boucanées est
plutot révélatrice d’une densité de faune faible. Une faible densité animale suppose une aire
d’approvisionnement de chasse plus éendue et donc des trgjets de transport plus importants,
d’ou l’intérét de la viande boucanée pour la conservation des produits. Or comme
précédemment évoqué, le transport sur de longues distances peut favoriser le déplacement de
pathogenes, de vecteurs et favoriser 1’exposition humaine a des dangers biologiques au cours
delamanipulation delaviande. Ainsi, le transport préalable alavente de viande boucanée peut
représenter un facteur de risgue alatransmission de pathogenes.

L’homme peut s’infecter par de nombreux pathogénes lors de la consommation de viande de
brousse insuffisamment cuite que ce soient des dangers inhérents a la faune sauvage ou a la
préparation de la viande, aussi bien viraux, bactériens que parasitaires.

L’évaluation du risque sanitaire associé a la viande de brousse doit ainsi prendre en
comptealafois:
- Les risques sanitaires intrinséques a la faune sauvage en tant que réservoir
potentiel de pathogenes zoonotiques,
- Lesrisguessanitairesintrinséquesalaviande de gibier résultant dela chainede
production spécifique de cette denr ée alimentaire
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PARTIE 2: Revue bibliographie de la littérature. Viande de brousse et
santé en Afrique: transmission de maladies infectieuses.

L’objectif de cette revue systématique de la littérature est d’appréhender 1’état de la
connaissance scientifique sur le sujet de la santé associé a la viande de brousse en Afrique,
plus particulierement sur les risgues de transmission de maladies zoonotiques. A partir de cette
revue, il seraétabli laliste des agents pathogenes dé a identifiés dans des prélevements issus
delaviande de brousse et pouvant ainsi représenter un risque sanitaire pour 1’homme lors de sa
consommeation ou manipulation.

1. Séection desarticles

La réalisation de cette étude systématique s’est effectuée selon les recommandations
internationales de la CEE (Collaboration for Environmental Evidence, 2018). Larecherche n'a
pas été limitée par la date de publication mais elle 1’a été par la langue puisque seuls des mots
clés anglophones ont été utilisés. Une veille bibliographique a été réalisée du 15 mars 2022 au
15 juin 2022. Le moteur de recherche scientifique Web of Science (WoS)
(www.webof science.com) a été utilisé comme référence. Les expressions bool éennes suivantes
ont été implémentées : « AFRICA » AND « BUSHMEAT » AND «RISK »/ « HEALTH »/
« PATHOGEN » / « ZOONOTIC » » /| « EMERGING » / « DISEASE». Les résultats de
recherche de chacune des combinaisons sont présentés dans le Tableau 2, ces derniers ont été
fusionnés puis les duplicats supprimés (N = 182).

Combinaisons de recherche (WoS) Résultats
Africa+ Bushmeat + Headlth 103
Africa+ Bushmeat + Risk 117
Africa+ Bushmeat + Pathogen 31
Africa+ Bushmeat + Zoonotic 58
Africa+ Bushmeat + Emerging 55
Africa+ Bushmeat + Disease 92

TOTAL (sans duplicats) 182

Tableau 2 : Présentation des résultats de recherche pour les différentes combinaisons de mots-clés sur WoS

Les titres et les résumés de cette base de données ont été examinés manuellement et 85
documents ont été écartés (N = 97) parce qu'ils ne correspondaient aux critéres d’inclusion
suivants :

« article scientifique, these, livre/ chapitre de livre
* langue de publication de I’article : anglais,
« thématique : santé et viande de brousse en Afrique (vertebres terrestres)
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Parmi les 85 documents retirés, ces derniers s’intéressaient soit :

e ade laviande d’animaux domestiques, ou ne relevant pas de vertébrés terrestres

e A un pays n’appartenant pas au continent africain (exclusions faites des articles traitant
de saisies aux aéroports)

e aunethématique différente de celle de la santé notamment biologie de la conservation :
biodiversité (déclin des espéces et impact de la chasse, services écosystémiques,
commerce illégal, perte d’habitat, distribution des especes et démographie,
anthropisation des écosystémes...), génétique (tracage du commerce illégal,
identification des especes), sciences humaines (sécurité alimentaire, pratiques
culturelles, « viabilité » de la viande de brousse en tant que ressource, loi et commerce
illégal, éducation et sensibilisation), économie (poids du commerce illégal, balance du
prix dans la demande)...

Une recherche bibliographique dans GoogleScholar (scholar.google.com) a partir des méme
mots clés que précédemment a permis 1’ajout de 58 articles supplémentaires, sur la base d’un
filtrage manuel destitres (N = 155). Parmi cette base de données de référence il a été attribué
une thématique de santé a chacun des articles : « Transmission de pathogenes » « Nutrition »
« Thérapeutique » « Toxicologie », seul les articles traitant de la premiére catégorie ont été
conservés (N = 127). La lecture des textes en leur intégralité a ensuite permis 1’attribution d’un
type d’étude : « Etude expérimentale » « Revue de littérature » « Modéle » « Etude humaine et
sociale » et d’un domaine de pathogéne : « Bactérie » « Virus » « Helminthe » « Protozoaire »
«Non défini » «Mixte». Les informations suivantes ont ensuite éé extraites: date de
publication, pays d’étude, espéces des pathogénes éudiés, ordre taxonomique des vertéorés
étudiés.

La littérature définie comme « Etude expéimentale » (N = 53) a ensuite éé filtrée selon les
criteres suivants :

v Type d’échantillon = viande de brousse
v Collection des échantillons = marchés / chasseurs / saisies aéroport

Ces filtres permettent d’exclure les échantillons prélevés sur de la faune sauvage vivante
(captive ou temporairement restreinte pour I’étude), ainsi que l’ensemble des articles
recherchant des pathogenes zoonotiques sur prélevements humains. De la méme maniére les
articles traitant d’individus sauvages capturés puis euthanasiés pour étre échantillonnés ont été
écartésdu fait des différencesimportantes de préparation des carcasses par rapport aux marchés.
26 publications recherchant explicitement des pathogenes a partir de prélévements issus de
carcasses qualifiées de « bushmeat » ont ains été selectionnées et une méta-analyse de ces
données a ensuite éé conduite (Figure 13).
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Figure 13 : Algorithme de recherche réalisé pour la revue de littérature

2. Résultats

Des différentes recherches, il résulte 127 articles traitant des maladies zoonotiques associées a
la viande de brousse (Figure 13), la liste est fournie en Annexe 9Annexe 9. Le nombre de
publications a augmenté progressivement depuis le début des années 2000 (Figure 14), avec
un record de 18 publications en 2017. L’émergence de plusieurs épidémies d’origine
zoonotique telles que le SARS-CoV-1 (2002-2004), MERS (2012-2013), Ebola (2013-2016),
et derniérement SARS-CoV-2 en 2019 a motivé un intérét croissant de la communauté
scientifique sur ce sujet. En effet, pendant de nombreuses années, la recherche scientifique sur
la viande de brousse en Afrique s’est largement concentrée sur le theéme de la biologie de la
conservation représentant aujourd’hui prés de % des publications (N = 400) (Groom, 2022
unpublished data). Les publications scientifiques sont inégalement réparties sur le territoire
africain, I’ Afrique Centrale et 1’ Afrique de I’Ouest regroupent la majorité des publications en
corrélation avec I’importance de la consommation de viande de brousse dans ces régions
(Figure 15). Cependant dans le bassin du Congo il peut étre noté qu’aucune étude n’a été
réalisée en République Centrafricaine, de méme au Bénin et au Togo en Afrique de I’Ouest. Le
Cameroun totalise le plus grand nombre de publications (N = 19), suivi du Ghana (N = 10). Au
Ghana la présence de grandes col onies de roussettes des palmiers (Eidolon helvum), suspectées
d’étre un des réservoirs du virus Ebola, est a 1’origine de nombreuses publications scientifiques.
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Parmi les 127 publications (Annexe 9), les virus sont les pathogénes les plus largement étudiés
(61%, N = 78) représentés tres majoritairement par : le virus Ebola (46%, N = 36) et les
rétrovirus simiens (33%, N = 26) (Figure 16). L’étude des bactéries et des
helminthes/protozoaires est largement minoritaire, parmi les articles de revue seulement deux
ont pour sujet respectivement la transmission de bactéries et d’helminthes pathogeénes contre
11 pour le virus Ebola et 6 pour lesrétrovirus. Les publications qualifiées de sciences humaines
et sociales (29%, N = 37) font état soit de 1’exposition des populations a des risques zoonotiques
(contact avec lafaune sauvage, chasse, blessure, ...), de la perception de ces risqueS au sein des
communautés, ou de I’impact des zoonoses sur les pratiques de chasse. Elles reposent sur la
réalisation d’entretiens avec la population, de questionnaires, de groupes de discussion, ou
d’observations directes.

Protozoaire

Helminthe

Bactérie

Figure 16 : Total des publications en fonction du type de pathogéne étudié

Type d'étude
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= Revue de littérature
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Figure 17 : Total des publications en fonction du type d'étude



S la littérature définie comme « Etude expérimentale » représente 42% des résultats de
recherche (Figure 17), seules 26 publications recherchent des pathogénes a partir de
pré évements issus de viande de brousse (Annexe 10 ; Annexe 11). Les 26 études ont été
menées dans 11 pays différents, dont 3 en dehors du continent Africain ala suite de saisies aux
aéroports (2 en France, 1 aux Etats-Unis), avec une forte prévalence de la République
Démocratique du Congo (6/26), du Cameroun (5/26) et du Gabon (5/26). Les mammiferes
représentent la grande majorité des especes étudiées (92% ; 24/26) suivi des reptiles (19% ;
5/26) puis des oiseaux (8% ; 2/26). Les primates sont cités dans 18 des 26 études (69%), et sont
les seules espéces échantillonnées dans 14 d’entre elles. Parmi les espéces les plus étudiées il
peut ére nommé: le Cercopitheque hocheur (Cercopithecus nictitans), le Moustac
(Cercopithecus cephus), ou le singe De Brazza (Cercopithecus neglectus). Il existe une forte
corrélation entreletype de pathogene recherché et les especesinvestiguées (Figur e 18) puisque
pres de la totalité des études traitant des primates s’intéressent a des pathogénes viraux (88% ;
13/18) ; tandis qu’inversement 1’ordre des squamates est principalement étudié pour sa charge
parasitaire (Helminthe %, Protozoaire %4) et les artiodactyles pour leur charge bactérienne (4/6).
La méthode d’identification des dangers biologiques est aussi dépendante du type de pathogene
recherché, pour la recherche bactérienne 1’approche par metabarcoding prédomine (3/5) ainsi
gue lamise en culture (2/5). L’identification morphologique est privilégiée pour les helminthes
tandis que la recherche virale est le plus souvent conduite par une combinaison : recherche
immunologique +/- PCR +/- séquengage. L’amplification PCR permet de confirmer lesrésultats
immunologiques et le séquencage d’identifier une nouvelle séquence d’intérét notamment pour
retracer la phylogénie des especes. La recherche de pathogenes est conduite sur des matrices
tissulaires ou des échantillons sanguins, seulement une éude rapporte [’utilisation
d’écouvillons oral et rectal.
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Figure 18 : Nombre de publications en fonction de I'ordre taxonomique des mammiféres étudiés et du type de
pathogéne

55



Concernant le risgue zoonotique associé a chacune des especes étudiées, le Tableau 3 liste
I’ensemble des pathogénes identifiés pour les différentes especes de viande de brousse. Les
especes viraesisoléesincluent les: rétrovirus simiens (SIV Simian Immunodeficiency Virus,
STLV Simian-T-lymphotropic virus, SFV Simian foamy virus), henipavirus (NiV Virus
Nipah), herpesvirus (CMV Cytomegaloviruses, LCV lymphocryptoviruses), adenovirus,
arenavirus (LCMV Lymphocytic choriomeningitis virus). L’approche par metabarcoding,
virale ou bactérienne, a considérablement multipli¢ le nombre d’espéces isolées avec
notamment 1’identification d’agents zoonotiques pathogénes tels que : Bacillus anthracis,
Coxiella sp., Brucella sp., Cronobacter spp. Les genres helminthiques Strongyloides, Ascaris,
Ancylostoma, Trichuris, Armillifer ont principalement été rapportés, ainsi que les genres
protozoaires Eimeria, Entamoeba.

3. Discussion

Perceptions du risque zoonotique et exposition des populations

Globalement la perception du risque zoonotique associé a la chasse, au commerce et a la
consommation de viande de brousse est faible au sein des communautés rurales d’Afrique
d’aprés la littérature sélectionnée (Tweneboah Lawson et a. 2017) (Gbogbo et Kyei 2017). Au
Nigeria par exemple 76.5% des chasseurs questionnés ignoraient 1’existence de maladies
zoonotiques (Ozioko et al. 2018), de la méme maniére en Ouganda pour 63% des personnes
interrogées (Namusisi et a. 2021). Si ces chiffres sont variables au sein des différentes
communautés, et qu’une meilleure connaissance du risque est acquise dans certaines
populations, celan’entraine pas pour autant I’application de mesures préventives (Friant, Paige,
et Goldberg 2015) (Alhaji, Yatswako, et Oddoh 2018) (LeBreton et al. 2006). Au Cameroun,
plus de la moitié des personnes interrogées ont soutenu consommer de la viande de chauve-
souris alors méme qu’ils étaient déja informés de la possibilité de développement de maladies
zoonotiques (Maurice et a. 2017).

La plupart des enquétes socio-anthropol ogiques réalisées quant a la compréhension du risque
zoonotique en Afrique ont succédé aux épidémies au virus Ebola, et soulignent le mangue de
communication de la part des instances gouvernementales, médicales et vétérinaires aupres des
communautés rurales. En effet, le virus Ebola est largement incompris (Forgie, Masumbuko
Claude, et Hawkes 2022), voire inconnu pour certaines populations forestiéres, cette épidémie
est parfois méme pergue comme une « conspiration » (Ayegbusi et a. 2016) ou une «illusion »
(Akem et Pemunta 2020) par les populations. Parmi les exemples de mésinformation des
populations, il est par exemple de croyance populaire en Ouganda que la viande domestique est
plus susceptible d’étre a 1’origine de maladies zoonotiques que la viande de brousse (B. M.
Dell, Souza, et Willcox 2020). Ces éléments soulignent 1’importance que revétent les
campagnes de prévention au sein des populations rurales, qui sont le plus souvent les seules
sources d’informations pour ces communautés n’ayant accés ni aux journaux, alatélévision,
ou alaradio.

Afin d’évaluer le risque zoonotique li¢ a la viande de brousse il est nécessaire au préalable de
savoir répondre a la question suivante : qui est exposé et comment ? En effet le niveau
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d’exposition, et donc le risgue de transmission de maladiesissues du gibier, différe pour chacun
des intervenants de la chaine de production de la viande de brousse. Comme précédemment
évoqué, les chasseurs sont par exemple plus fréeqguemment a risque de morsures, griffures,
inhalation de spores, tandis que le consommateur s’expose principalement par voie alimentaire,
le risque étant conditionné par la cuisson de la viande et I’espéce consommeée. Plusieurs auteurs
ont mis en évidence un pattern au sein de la production de la viande de brousse : les hommes
étant le plus souvent associés a la chasse, et les femmes a 1’éviscération et la préparation des
carcasses (Mossoun et a. 2015), méme si ce constat reste variable en fonction des régions
étudiées. Les femmes seraient ainsi majoritairement exposées a des fluides potentiellement
vecteurs de pathogeénes. L’étude de Bonwitt et al. (2017) amis en évidence le role des enfants
dans la filiere viande de brousse, souvent non intégrés a 1’évaluation des risques alors qu’ils
occupent une place active au sein des activités de chasse. Au Cameroun par exemple il est
observé qu’environ 20% des enfants participent aux captures de chauves-souris (Baudel et al.
2019), le processus d’apprentissage de la chasse débute tot durant I’enfance (environ 6 ans)
ains laplupart desjeunes s’entrainent a la saisie de micromammiféres notamment rongeurs qui
constituent « la viande des enfants » (Douno et a. 2021).

Le niveau d’exposition des populations dépend aussi intrinséquement des especes chassées et
consommées qui ne présentent pas la méme prévalence de pathogenes zoonotiques (détaillé
dans la partie suivante). La perception du risque est variable en fonction des espéces. En
Ouganda par exemple les primates sont percus comme le groupe de mammifére le plus
susceptible de transmettre des mal adies zoonotiques (B. M. Dell, Souza, et Willcox 2020), de
la méme maniére au Nigeria ou les singes principalement (55%) puis les pythons (12%), suivi
du potamocheére roux (10%) sont associés a la transmission de pathogénes (Friant, Paige, et
Goldberg 2015). Au contraire, la perception du danger lié a la consommation de viande de
chauve-souris est plut6t faible (A. O. Kamins et a. 2015) (Gbogbo et Kyei 2017), environ 80%
des personnes interrogées au Sud du Cameroun réfutaient la possibilité de transmission de
maladie par ce biais (Baudel et a. 2019). La consommation de viande de chauve-souris et la
perception du risque de zoonoses associées restent cependant hétérogenes en Afrique sub-
saharienne. En effet leur consommation est souvent occasionnelle, la viande est vendue a bas
prix sur les marchés et est plutét impopulaire (Mickleburgh, Waylen, et Racey 2009), elle peut
cependant étre recherchée pour des occasions particuliéres (exemple du festival annuel de
chauve-souris a Idanre au Nigeria) (Vora et al. 2014). Dans tous les cas, malgré la perception
d’un risque potentiel, la connaissance des maladies factuellement transmissibles par la faune
sauvage, leurs modes de transmission et leurs symptomes associés demeurent plutét obscures
pour les communautés questionnées (Subramanian 2012) (Dell, Souza, et Willcox 2020). Par
ailleurs, I’évitement de certaines espéces du fait d’interdits totémiques ou de la perception d’un
danger sanitaire est parfois contourné par les revendeurs qui « déguisent » les espéeces vendues
sur les marchés notamment les primates (B. M. Dell, Souza, et Willcox 2020). Ces pratiques
malveillantes ne sont pas S rares et exposent les consommateurs a des risgues zoonotiques
importants, puisque le niveau de précautions appliqué a la préparation et cuisson de la viande
ne serapas le méme selon que I’espéce est Un primate ou un rongeur.

Certaines pratiques rapportées dans la littérature représentent un risque majeur de transmission
de pathogénes zoonotiques. La consommation de cadavres d’animaux découverts en forét sans
information sur le statut sanitaire préalable de 1’animal et la cause du déces peut étre a I’origine
de maladies graves telles que la fievre charbonneuse, 1a variole du singe, la fiévre Ebola, etc.
Découvrir un animal mort en forét est percu par les populations rurales comme un « cadeau »
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plutdt gue comme le vecteur de potentiel agents pathogenes zoonotiques (Monroe et al. 2015).
Cette activité de « charognard », commune en Afrique Centrale (Friant, Paige, et Goldberg
2015) et sous-estimée dans la viande de brousse, concerne un large panel de vertébrés avec plus
de 30 especes rapportées (Monroe et a. 2015). D’autres us, tels que tuer des chauves-souris
avec la bouche (Akem et Pemunta 2020), ou consommer des fruits préalablement méachés par
des animaux (Baudel et a. 2019) exposent les individus a des fluides potentiellement
contaminés par des agents zoonotiques. Enfin, si la.cuisson compléte delaviande est considérée
comme suffisante pour inactiver un grand nombre d’agents pathogénes, il a été constaté sur le
terrain la consommation de viande de brousse peu cuite, ains que de moelle osseuse,
susceptibles de présenter un risgue de transmission de pathogenes (Bonwitt et al. 2017).

L’ensemble de ces informations permet de souligner : i) lameéconnai ssance des popul ations aux
risques auxquels ils sont exposés atravers la chasse et la consommation de viande de brousse,
i) ’absence de précautions particuliéres vis-a-Vvis de ces risques zoonotiques, iii) un niveau
d’exposition variable aux risques en fonction des activités de chasse pratiquées, des coutumes,
des espéces consommeées et de la préparation de la viande.

Risques sanitairesliés a la faune sauvage

Parmi les espéeces de viande de brousse consommeées, les chauves-souris, les rongeurs et les
primates sont systématiquement cités comme sources importantes de pathogenes zoonotiques.
La proximité phylogénétique entre I’homme et les primates non-humains est propice a la
transmission interspécifique de pathogénes : 1’émergence du VIH chez ’homme secondaire a
I’adaptation d’un rétrovirus simien est certainement 1’exemple le plus évocateur (Peeters,
Chaix, et Delaporte 2008). Par rapport aux primates, les rongeurs et les chauves-souris
inquietent de par le nombre et la diversité de pathogenes qu’ils abritent.

Leschauves-souris sont I’ordre de mammiféres présentant le plus de virus zoonotiques (Epstein
2019). Elles sont les hotes naturels de nombreux virus humains émergents tels que le SARS-
CoV-1, le MERS-CoV, lesvirus Ebola et Marburg, le virus Nipah. Récemment il a été suggéré
I’origine probable du virus SARS-CoV -2, responsable de la pandémie de COVID-19, dans des
colonies de chauves-souris d’Asie du Sud-Est (Lytras et a. 2022) (Temmam et al. 2022).

Parmi les rongeurs, 217 espéeces sont réservoirs de 66 espéces d’agents pathogenes zoonotiques
(B. A. Han et a. 2015). Il peut notamment étre cité le Monkeypox virus, le virus de lafiévre
Lassa, les bactéries Leptospira, Salmonella, Yersinia, Brucella, Francisella tularensis ains
gue les genres parasitaires Toxoplasma, Schistosoma (Gratz 1997).

Les primates arborent de nombreux pathogénes transmissibles a I’homme, viraux (Ebola, VIH-
SIV, STLV, Simian Foamy Virus, Virus de la fiévre jaune, ...), bactériens (Bacillus anthracis,
Mycobacterium, Shigella, Salmonella, Campylobacter, Leptospira, multitude d’agents
respiratoires tels que Pasteurella multocida, Klebsiella pneumoniae) ou
parasitaires (Srongyloides spp, Oesophagotomum apiostomum, Trichuris trichuria,
Ancylostoma duodenal e, Plamodium, Giardia, Entoameba, Trypanosoma) (Burgos-Rodriguez
2011).
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L’ensemble de ces informations contrastent avec le fait que concrétement, en pratique,
trés peu d’études (N = 26) ont é&é menées sur des échantillons de viande de brousse pour
évaluer la prévalencede ces pathogeneszoonotiques. Par exemple s’il est largement suspecté
gue la manipulation de carcasses de chauves-souris et de primates peut étre associée a
I’émergence des épidémies a Ebola virus (Leroy et a. 2004) (Leroy et a. 2009), une seule é&ude
en Afrigue a recherché la présence de ce virus dans des échantillons de viande de primates
(Lucas et a. 2020) et aucune dans ceux de chauves-souris. Cela souligne le manque de
coordination scientifique sur ce sujet, puisque 1’identification de pathogénes zoonotiques dans
une espece animale ne conduit pas forcément a I’évaluation du risque d’exposition et de
contamination humaine.

Le développement d’études sérologiques paralléles, menées alafois sur des animaux réservoirs
et les populations humaines en contact a permis de mettre en évidence 1’échange a bas bruit de
virus laissant craindre 1’adaptation de ces derniers et I’émergence de nouvelles maladies. C’est
le cas notamment des virus simiens STLV (Mossoun et al. 2017) et des henipavirus (Pernet et
a. 2014), de la méme maniére en Asie il a été démontré I’existence d’anticorps anti-SARS-
CoV dans les populations vivant a proximité de colonies de chauves-souris suggérant le
transfert silencieux de pathogénes entre le réservoir animal et humain préalable a 1’émergence
d’une épidémie (N. Wang et al. 2018).

Outre les pathogenes viraux, il a été identifié dans des taxons divers la présence de Bacillus
anthracis, Coxiella sp., et Brucela sp. agents bactériens zoonotiques responsables
respectivement de la fiévre charbonneuse, la fievre Q et la brucellose. Ces trois maladies
peuvent induire des symptomes graves chez I’homme (fievre, asthénie, douleurs musculaires,
douleurs abdominales et thoraciques, maux de téte, nausée, vomissements), la fiévre
charbonneuse peut étre fatale en ’absence de traitement, soulignant I’intérét crucial de la
surveillance sanitaire de la viande de brousse.

Ladiversité des pathogenes parasitaires identifiés est a corréler alafacilité de détection de ces
agents qui ne nécessitent pas une identification moléculaire ou une mise en culture,
I’identification étant le plus souvent morphologique par reconnaissance des adultes, ou des ceufs
(méthode par flottation, sédimentation).

Si lesrétrovirus simiens prédominent dans la littérature (Tableau 3), il existe cependant
un large biais d’échantillonnage car trés peu de pathogénes ont été recherchés et trés peu
d’études menées sur la viande de brousse. Parmi ces études il existe une sur-représentation
de I’ordre des primates et des virus dont ils sont porteurs. Or certaines études considerent que
la majorit¢ des maladies émergentes sont bactériennes, et 1’ordre des artiodactyles
principalement a risque puisqu’ils présentent la plus forte proportion d’agents bactériens
zoonotiques émergents. Le nombre de pathogénes détectés étant positivement corrélé a I’effort
d’échantillonnage il est probable que seule une faible fraction des pathogénes zoonotiques
émergents vectorisés par la faune sauvage africaine soit a ce jour identifiée. La recherche
scientifique devrait ainsi intégrer le réservoir bactérien a la liste des priorités ainsi qu’une
surveillance accrue des espéces animal es non-primates.
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Risques sanitairesliésau gibier

Si I’étude de Bachand et al. (2012) n’a pas permis de mettre en évidence la présence des genres
Salmonella, Shigella et Campylobacter dans des échantillons tissulaires de viande de brousse
au Gabon, le développement d’approches par metabarcoding a permis de révéler une grande
diversité taxonomique bactérienne dans ce type d’échantillons (Katani et al. 2019), diversité
qui n’a pu étre listée de maniére exhaustive dans le Tableau 3. Parmi les taxons bactériens
identifiés, grand nombre d’entre eux peuvent étre associés a la flore commensale intestinale et
fécale tel que Firmicutes, Bacteroidetes, and Proteobacteria. L’identification des genres
Enterobacter, Enterococcus, Clostridium, peut par exemple étre révélateur de mauvaises
pratiques d’hygiéne (stress pré-abattage, tir abdominal, délai d’éviscération, accident
d’éviscération, absence de réfrigération, stockage dans des conditions non hygiéniques...)
responsable d’une contamination des viandes. L’isolement de Listeria monocytogenes, bactérie
ubiquitaire, présente dans I’environnement ainsi que dans les selles de nombreux animaux,
témoigne aussi d’une contamination microbiologique des viandes au cours de la chaine de
production. De la méme maniére, les parasites identifiés tels que Ascaris, Capillaria ont un
cycle de transmission oro-fécal. L homme par la manipulation de viande de brousse peut ainsi
s’infecter via I’ingestion d’ceufs larvés excrétés dans les matieres fécales de I’animal. La
transmission detels pathogenes est ainsi plutdt corrélé aux pratiques de préparation delaviande
et d’hygiéne plus qu’au réservoir sauvage en lui-méme.

Il existe cependant trés peu de données sur la sécurité microbiologique et le niveau de
contamination de la viande de brousse en Afrique par des bactéries pathogenes : quelle est par
exemple la prévalence de la contamination de ces denrées carnées par Salmonella enterica, E.
coli entéropathogéne et entérotoxinogene (ETEC), Shigella spp ou encore Campylobacter spp,
principaux agents de maladie entérique d’origine alimentaire en Afrique ? Alors méme que
I’ensemble de la production de la viande de gibier présente des caractéristiques potentiellement
négatives pour la santé publique (statut sanitaire inconnu de 1’animal lors de I’abattage,
éviscération non contrélée le plus souvent a 1’air libre, absence de méthode de conservation
pour le transport de la viande, absence d’inspection formelle de la qualité microbiologique de
la viande, absence de normes d’hygiene, ...), peu d’éude ont recherché la présence de ces
dangers biologiques dans ces produits.

Au regard de ces données, il peut étre conclu qu’il existe des |acunes scientifigues
maj eur es concer nant la diversité des pathogenes transmissibles par la viande de brousse.
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Bilan delarevue:

Hétérogénéité spatiale du nombre de publications sur le theme
de la santé et de la viande de brousse en Afrique.

Intérét croissant pour cette problématique jusque-la peu éudiée
dans lalittérature scientifique au profit de labiologie de la
conservation.

Perception par |es populations des risgues zoonoti ques associ és
a la viande de brousse faible, soulignant I’importance d’une
meilleure communication des risques.

Effort d’échantillonnage trés faible et largement concentré sur
les espéces de primates non-humain.

L acunes scientifiques concernant la diversité des pathogenes
transmissibles par la viande de brousse : que ce soit concernant
les dangers biologigues inhérents a la faune sauvage ou associés
aux processus de préparation des viandes.

Intérét du metabarcoding dans I’appréciation des dangers
mi crobiologiques bactériens.
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BILAN CHAPITRE | :

Ce premier chapitre a permis de mettre en évidence 1’importance de la consommation de viande
de brousse au sein des sociétés d’Afrique tropicale. Cette denrée carnée, issue de la faune
sauvage souléve des enjeux de santé publique au regard de 1’émergence des maladies
zoonotiques. Les foréts tropicales d’Afrique sub-saharienne, du fait de la diversité biologique
qu’elles abritent et des modifications anthropiques rapides qu’elles subissent, constituent des
territoires particuliérement a risque d’émergence de nouveaux pathogénes. Les contacts étroits
qu’entretiennent les populations avec le réservoir sauvage dans le cadre de ce commerce
informel augmentent le risque de franchissement de la barri¢re d’espéce pour un pathogéne. La
préparation et la consommation du gibier, en tant que sous-produit animal, exposent les
populations a des dangers biologiques importants résultant a la fois de la manipulation
d’animaux sauvages réservoirs de pathogenes zoonotiques, ainsi que de la consommation de
produits microbiologiquement instables responsables de maladies d’origine alimentaire.
Malgré lefait que 70% des mal adies émergentes zoonoti ques soient issues de la faune sauvage,
que la viande de brousse constitue une part trés importante du régime alimentaire des
populations d’Afrique centrale et que les maladies d’origine alimentaire soient responsables de
prés de 137 000 déces en Afrique chaque année, il existe aujourd’hui trés peu d’études ayant
investigué les risgues sanitaires associés a cette denrée. L’étude de la viande de la brousse et
des problématiques de santé associées ne peut s’effectuer sans 1’intégration de donnéesalafois
humaines, animales et environnementales selon le principe One Health.
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Tableau 3 : Liste des pathogénes identifiés dans la littérature a partir de prélevements de viande de brousse par espéce (CMV : CytoMegaloVirus, HTLV : Human T-lymphotropic virus, LCMV :
Lymphocytic ChorioMeningitis Virus, LCV : LymphoCryptovirus, NiV : Virus Nipah, SFV : Simian Foamy, SIV : Simian Immunodefieciency Virus, STLV : Simian-T-lymphotropic virus)

PATHOGENE
Ordre Espéce Nom francgais Virus Bactérie Helminthe Protozoaire Références
. Cephalophus Céphaophe de Haemosporidian Boundengaet al.,
Artiodactyla callipygus Peter parasites 2016
. Cephalophus Céphalophe a Haemosporidian Boundengaet a.,
Artiodactyla dorsalis bande dorsale parasites 2016
. Cephalophus . Haemosporidian Boundengaet a.,
Artiodactyla monticola Céphalophe bleu parasites 2016
. Cephalophus . Haemosporidian Boundengaet 4.,
Artiodactyla monticola Céphalophe bleu parasites 2016
. Cephalophus Céphalophe afront Haemosporidian Boundengaet 4.,
Artiodactyla nigrifrons noir parasites 2016
Attiodactyla  Duiker Listeria grayi, Saphylococeus sp., Chaber et ., 2016
Saphylococcus aureus
. . Strongyloides papillosus, Ascaris
. Philantomba Céphaophe de S
Artiodactyla masawallii Maxwell Iumbrlcou;eggnglla?téstrongyl us Okoye et d., 2015
. Potamochoerus . Listeria monocytogenes,
Artiodactyla porcus Potamochére roux Staphylococcus adreus Chaber et d., 2016
Strongyloides papillosus, Ascaris
. . lumbricoides, Trichostrongylus
Artiodactyla S:/ilmrc;iagra gﬁpr:iophe de retortaeformis, Metastrongylus Okoye et a., 2015
9 elongatus, Oesophagostomum
columbianum
Artiodactyla  Syncerus caffer Buffle d’Afrique Bacillus anthr_am s, Brucellasp., Katani et al., 2021
Coxiella sp.
Artiodactyla lD amaliscus Topi Brucella sp. Katani et al., 2021
unatus
Artiodactyla Aepyceros Impala Bacillus anthr_au s, Brucella sp., Katani et al., 2021
melampus Coxiella sp.
Artiodactyla Con_nochaet&s Gnou bleu Bacillus anthr_au s, Brucella sp., Katani et al., 2021
taurinus Coxiella sp.
Artiodactyla cE{g;;gsaburchel i Zébre de Burchell Bacillus anthracis, Coxiella sp. Katani et a., 2021
. . . Bacillus anthracis, Brucella sp., .
Artiodactyla ~ Madoqua spp. Dik-Dik Coxiella sp. Katani et a., 2021
Chiroptera Eidolon helvum Roussette des NiV Pernet et d., 2014

palmiers africaine
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Listeria grayi, L. welshimeri,

Crocodylia Crocodile Saphyloccus sp., Citrobacter Chaber et al., 2016
freundii
Galliformes Agelastes niger Pintade noire Haemoproteus-like Bound;ggg etd,
Galliformes F.rancollnus Ifrancolln adouble Strongyloides paplllqsgs, Caplllarla Eimeria tendla Okoye et ., 2015
bicalcaratus éperon bursata, Ascaridia galli
Galliformes Numlda. Pintade de Numidie Capillaria bursata, Ascgndlagalll, Eimeria tenella Okoyeet d., 2015
meleagris Ascars lumbricoides
Hystricidae Porcupine Listeria ivanovii, L.grayi, Chaber et d., 2016
Streptococcus
Enterobius vermicularis,
Oryctolagus . Ancylostoma sp, Trichostrongylus
Lagomorpha cuniculus Lapin de Garenne retortaeformis, Taenia saginata, Okoyeetal., 2015
Dicrocoelium hospes
S Liévre de savane Coxiella sp., Bacillus anthracis, .
Lagomorpha  Lepus microtis africaine Brucella sp. Katani et a., 2021
Listeria monocytogenes, L.ivanovii,
. . Staphylococcus aureus,
Pholidota Pangolin Streptococcus p, Klebsialla oxytoca, Chaber et al., 2016
Enterobacter sp.
. Phataginus Pangolin aventre Haemosporidian Boundengaet a.,
Pholidota . . .
tricuspis blanc parasites 2016
Primates ~ ~\enopithecus - Cercopithéquede g, o) \/g Steveet al., 2017
nigroviridis Allen
Primates Cercocebus agilis Mangabey agile STLV-1 Steveet d., 2017
. Mangabey STLV-1, Mossoun et al., 2017
Primates  Cercocebusatys  ficineux LCV, SFV / Smith et ., 2012
. . SIVrem, Aghokeng et a.,
Primates t%frclf;ﬁg“s L\)/l':n”gabey acollier STLV-1, 2010/ Liégeoiset .
q STLV-3 2012
Primates Cercqplthecus Cercopithéque SIV, STLV-1 Steveet al., 2017 /
ascanius ascagne Mossoun et al., 2017
SIVmus . . Aghokeng et d.,
Cercopithecus novel ' Srongyloides fulleborni, 2009/ Langeet d.
Primates o hug Moustac adenovirus Ancylostoma sp., Trichuris sp., Entamoeba coli 2019/ Schmidt et al.
ep STLV-1 ' Ascaris sp., Bertiella sp. 2017/ Liegeois et

a., 2012 / Peeters et
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Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Primates

Cercopithecus
erythrotis
erythrotis
Cercopithecus
mitis
Cercopithecus
mona

Cercopithecus
neglectus

Cercopithecus
nictitans

Cercopithecus
pogonias

Cercopithecus
preuss insularis
Cercopithecus
wolfi

Cercopithecidae

Chlorocebus
sabaeus
Chlorocebus
tantalus
Colobus
angolensis

Colobus guereza

Moustac aoreilles
rouges

Singe bleu

Singe Mona

Singe de brazza

Cercopithéque
hocheur

Cercopitheque
couronné
Cercopithéque de
Preuss
Cercopithéque de
Wolf
Cercopithéque
(Singedel'Ancien
Monde)

Vervet vert

Singe Tantale

Colobe noir-et-
blanc d'Angola

Colobe Guéréza

SIvV

STLV-1

SIvV

SIVdeb,
STLV, STLV-
1

SIvVgsn,
STLV-1,
CMV

STLV-1

SIvV

SIv, STLV

Siphoviridae,
Myoviridae

LCV, SFV
SIVagm

SV, STLV

SlVcol

Bacillus sp., Lactobacillus sp.,
Enterococcus sp. ,Cronobacter sp.,
Enterobacteria sp., Planktothrix sp.,

Cellulophaga sp.

Strongyloides fulleborni,
Ancylostoma sp., Trichuris sp.,
Capillaria sp.

Strongyloides fulleborni,
Ancylostoma sp., Trichuris sp.,
Capillaria sp., Ascaris sp.

Srongyloides fulleborni,
Ancylostoma sp., Trichuris sp.,
Capillaria sp., Ascaris sp.,
Enterobius sp.

Strongyloides fulleborni,
Ancylostoma sp., Trichuris sp.,
Capillaria sp., Ascaris sp.

Spirometra erinaceieuropael,
Haemonchus placei, Wuchereria
bancrofti, Schistosoma rodhaini

Strongyloides fulleborni,
Ancylostoma sp., Trichuris sp.

Entamoeba coli

Entamoeba coli

Hepatocystis sp,
Plasmodium spp,
Entamoeba coli,
Endolimax nana

Entamoeba coli

Leishmania,
Plasmodium spp

al. 2002 / Pourrut et
a. 2011

Worobey et al. 2010

Steveet al., 2017

Peeterset al., 2002 /
Pourrut et a., 2010

Aghokeng et d.,
2009 / Steveet d.,
2017 / Mossoun et

a., 2017 / Peeters et
al., 2002 / Pourrut et
a., 2010

Aghokeng et .,

2009/ Liegeois et
a., 2012 / Pesters et
al., 2002 / Pourrut et

al., 2010 / Smith et
a., 2012

Liegeoiset a., 2012
/ Pourrut et a., 2010
Worobey et a., 2010

Steveet al., 2017

Temmam et al. 2017

Smith et al., 2012

Aghokeng et d.,
2009

Steveet al., 2017

Aghokeng et d.,
2009 / Peeterset dl.,
2002 / Pourrut et al.,

2010
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Colobus satanas

Primates satanas Guéréza noir SV Worobey et a., 2010
Primates Lophocebus M angapey aux Ancylostoma sp. . Enterobius sp., Pourrut et al., 2010
albigena joues grises Ascaris sp.
Primates Loph_o cebus Mangabey noir Slv, STLV Steveet d., 2017
aterrimus
Mandrillus
Primates leucophaeus Drill de Bioko SIvV Worobey et a., 2010
poensis
Aghokeng et d.,
. Mandrillus . SIVmnd-2, 2009/ Liegeois et
Pmaes  ohinx Mandrill STLV-1 al., 2012/ Peeters et
al., 2002
Aghokeng et d.,
. Miopithecus . Strongyloides fulleborni, . 2009 / Peeterset al.,
Primates ogouensis Talapoin du Nord Sived Ancylostoma sp., Ascaris sp. Entamoeba coli 2002/ Pourrut et .,
2010
. Chimpanzé Strongyl oides fulleborni, .
Primates Pan troglodytes commun Ancylostorma sp. Entamoeba coli Pourrut et al ., 2010
. Pan troglodytes Chimpanzé du )
Primates dlioti Nigéria-Cameroun SFV Smith et ., 2012
Primates " antroglodytes - Chimpanze de STLV-1 Mossoun et d., 2017
verus I'Ouest
Primates Papio papio Babouin de Guinée LC\gFC\:/MV’ Smith et a., 2012
Piliocolobus Liegeoiset al., 2009
Primates ) " Colobe bai SV, STLV-1 / Mossoun €t al.,
badius badius 2017
Primates Piliocolobus Colobe bai amains SV, STLV, Steveet d., 2017/
tholloni noires STLV-1 Mossoun et a., 2017
Primates Primate Saphylococcus sp. Chaber et a., 2016
Primates Procolobus verus ~ Colobe vert SIvV Liegeoiset al., 2009
Rodentia ~ Atherurus Athérure africain LCMV Salmondlla Bachand et al., 2012
africanus
Trichuristrichiura, Ascaris
o ' ; Chaber et al., 2016/
Rodentia Th_ryonc_)mys Grand aulacode Listeria ivanovii, Coxiella sp. lumbricoides, Globocephal us diducta, Okoyeet d., 2015/
swinderianus Oesophastomum columbianum, f
o ; S . Katani et a., 2021
Moniliformis moniliformis
Trichuristrichiura, Ascaris
Rodentia Xeruserythropus  Ecureuil fouisseur lumbricoides, Trichostrongylus Okoyeet d., 2015

retortaeformis, Hymenolepis nana,
Moniliformis moniliformis
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Squamata Bitis gabonica Vipére du Gabon Armillifer grandis Tappeet a., 2016
Squamata Bitis nasicornis Vipére rhinocéros Armillifer grandis Tappeet d., 2016
Squamata Bitis sp. Armillifer grandis, A. armillatus Hardi et al. 2017
Squamata Python sebae Python de Seba Raillietiella sp. Tappeet d., 2016
Squamata Python sp. Armillifer grandis, A. armillatus Hardi et a., 2017
Varanus Srongyloides papillosus, Trichuris Entomoeba
Squamata exanthematicus Varan des savanes trichiura, Ascaris lumbricoides histolytica Okoyeetd., 2015
Testudines Kinixys erosa Cinixys rongée Haemo;?ise:tldlum- Boundzegfg ed.,
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CHAPITRE 2: ETUDE
EXPERIMENTALE
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L’objet de cette thése consiste a évaluer le risque microbiologique de la
viande de brousse a travers I’identification de dangers biologiques bactériens
potentiels.

Objectifs et enjeux :

Etant donné le risque d’émergence de maladies infectieuses dans les régions tropicales, associé
au risque majoré d’émergence de pathogénes zoonotiques issus de la faune sauvage, investiguer
les risques microbiologiques résultant de la production et consommation de viandes d’animaux
sauvages dans ces reégions ne peut faire plus de sens. Par ailleurs, au regard de la prévalence des
maladies d’origine alimentaire en Afrique et de I’importance de la consommation de viande de
brousse dans ces régions tropicales, il semble primordial d’évaluer les enjeux de santé publique
que représente cette denrée.

Pour ce faire, les communautés bactériennes de différents échantillons de viande de brousse en
provenance du Beénin, de la Républigue Démocratiqgue du Congo et de la République
Centrafricaine ont été analysés par une approche metabarcoding 16S.

L’objectif de cette étude est double, elle veut a la fois permettre 1’identification de bactéries
connues comme étant pathogenes mais a aussi un role prédictif. En effet, 1’approche
métagénomique permet la détection simultanée de tous les micro-organismes d’un échantillon,
sans connaissance a priori de leur identité, et a donc le potentiel de détecter des agents
pathogénes rares et nouveaux.

Ces informations permettraient donc d’avoir une meilleure compréhension des risques auxquels
s’exposent les populations lors de la manipulation et de |a consommation de viande de brousse
en Afrique tropicale, et de proposer des solutions afin d’assurer la sécurité sanitaire de cette
denrée alimentaire. Obtenir une meilleure connaissance de la diversité microbienne des
populations d'animaux sauvages et des facteurs contribuant aleur transmission, notamment par
voie alimentaire, est déterminant afin de prédire et prévenir 1I’émergence de futures épidémies.

Cette étude a été menée dans le cadre du projet AFRICoV (ANRS Flash Sud), au laboratoire
Evolution et Diversité Biologique (EDB) de I’université Paul-Sabatier sous la supervision du
Dr. Philippe Gaubert.
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1. Matérielset M éthodes

Rappe : technique de metabarcoding et sequencage nouvelle génération Illumina

L e metabar coding est une technique d’identification moléculaire combinant I’utilisation
d’un barcode et du séquencage haut-débit (ou Séquencage Nouvelle Génération NGS).

Le barcode est un marqueur génétique, il correspond a un fragment d’ADN, choisi pour étre a
lafois suffisasmment conservé afin d’étre amplifié danstous lestaxons et suffisamment variable
pour permettre de discriminer ces différents taxons. Le metabarcoding est donc une méthode
d'identification moléculaire des organismes présents dans un échantillon environnemental ou
tissulaire, souvent complexe, reposant sur le séquengage d’un méme barcode. Le
metabarcoding peut étre utilisé pour éablir le profil des communautés microbiennes d’un
échantillon sans avoir besoin de lesisoler.

Ainsi, le metabarcoding nécessite les différentes étapes suivantes (Tagu, Jaubert-Possamai, et
Méreau 2018) :

1. Extraction de I’ADN contenu dans un échantillon complexe,

2. Amplification du barcode chois par PCR,

3. Séguencage haut débit de ces amplicons : les séguences obtenues sont ensuite traitées
informatiquement (tri, nettoyage, etc...) et groupées en unités taxonomiques OTU
(Operational Taxonomic Unit). Chaque OTU est ensuite assignée aun taxon grace aune
recherche de similarité par blast sur des bases de référence d’ADN.

Les NGS regroupent I’ensemble des technologies de séquengage haut débit permettant de
sequencer plusieurs milliers de séquences différentes a la fois. La technologie Illumina est
actuellement la plus utilisée dans les études d’écologie microbienne. Le descriptif delaméthode
est résumé dans la Figure 19.
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Figure 19 : Technologie séquengage haut-débit lllumina. (A) Représentation schématique du processus d’amplification en
pont (bridge amplification) des clusters sur la cellule de flux (flow cell, trait noir). Les adaptateurs et les oligonucléotides
complémentaires présents sur la cellule de flux sont indiqués en rouge et vert. O : brin de la séquence originelle, C : brin
complémentaire. (B) Différentes molécules d’ADN sont amplifiées puis séquencées en méme temps sur une méme cellule
de flux. (C) Réaction de séquengage. Une polymérase synthétise un brin complémentaire (jaune) au brin situé sur la cellule
de flux (bleu) en incorporant des nucléotides qui portent des groupes fluorescents (bleu, rose, orange, ou vert) et un
groupe « stop » qui bloque la polymérisation. S’ensuit une étape d’imagerie afin d’identifier le nucléotide incorporé.
(Source : Pascal Combemorel et Erwin van Dijk)

Le gene codant pour la sous-unité 16S de I’ARN ribosomal (ARNT) est le principal marqueur
génétique utilisé pour ’identification bactérienne. Le choix de ce gene est essentiellement
motiveé par sastructure consistant en une succession de régions trés conservees au sein de toutes
les bactéries, et de régions variables propres a un groupe de bactéries (Figure 20). Les régions
variables permettent d’identifier et d’établir les relations phylogénétiques entre les organismes
bactérienstandis quelesrégions conservées permettent de définir des amorces universelles pour
I’amplification et le séquengage des genes. Les banques de données du gene 16S sont
aujourd’hui trés développées, ce qui en fait un marqueur de choix pour 1’assignation
taxonomique. La longueur du géne de I'ARNr 16S est d’environ 1500 pb, cependant
I'identification microbienne au niveau du genre, et parfois de I'espece, peut étre optimisée par
latechnologie NGS sur moins de lamoitié de la séquence codante, environ 500 pb, comprenant
plusieurs régions hypervariables (exemple : amplification et séquencage de larégion V5-V6).
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- Conserved region |:|Variable region - Hypervariable region

H1 H2 H3 Ha Hs H6 | W7 W H8
68 136 433 576 821 980 1117 1243 1435

V1-V2 (312 bp) MiSeq/Roche 454
V3-V4 (430 bp) MiSeq/Roche 454
V3-V5 (590 bp) MiSeq or Roche 454

V4 (292 bp) MiSeq
V6-V9 (562 bp) MiSeq/Roche 454

V1-V9 (1466bp) Phyliochip Array

Figure 20 : Illustration des régions conservées, variables et hypervariables du géene de I'ARNr 16S et des différentes paires d'amorces
utilisées pour le séquengage métagénomique. Les régions conservées sont représentées en bleu, les régions variables en gris et les
régions hypervariables en rouge. Les 9 régions hypervariables ne sont pas distribuées uniformément, car certaines sont plus longues
(H3 et H9) que d’autres. Les amorces sont congues de telles sorte a obtenir un produit PCR couvrant une (V4) ou plusieurs régions
hypervariables (par exemple, V1-2 ou V3-5). (Source : Shahi et al. 2017)

Collection des échantillons et sites d’étude

Les échantillons de I’étude (Annexe 12) sont issus de la collection établie par des équipes
francaises (EDB) et belges (Royal Belgian Institute of Natural Sciences, RBINS) d’échantillons
de viande de brousse en provenance des marchés de la Républigue Démocratique du Congo (96
échantillons), de la Belgique (16 échantillons, Gombeer et al. 2021), de la République
Centrafricaine (24 échantillons) et du Bénin (202 échantillons). Au total, 338 échantillons ont
été investigués, représentant 10 ordres de mammiferes différents (mgjoritairement : 32.8%
Rodentia, 19.5% Artiodactyla, 11.8% Carnivora, 9.7% Primates) et 47 espéces animales
(Tableau 4).
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Ordrede Liste des espéces échantillonnées Nombre
mammiféres Nom scientifique Nom commun d’échantillons
Afrosoricida Potamogal e vel ox Potamogale 2
Bos taurug/indicus Beeuf domestique/Zébu 2
Cephal ophus dorsalis Céphal ophe a bande dorsae 27
Cephal ophus silvicultor Céphalophe a dosjaune 2
Okapia johnstoni Okapi 1

Artiodactyla Philantomba monticola Céphalophe bleu 3
Philantomba walteri Céphal ophe de Walter 18
Potamochoerus porcus/larvatus | Potamochere roux/ du Cap 4
Tragelaphus scriptus Guib harnaché 6
Tragel aphus spekii Sitatunga 1
C_|vett|ct|s civetta - Nandinia Civette palmiste africaine 6
binotata

Carnivora Crossarchus obscurus Mangouste brune

Genetta sp. Genette
Herpestes | chneumon Mangouste ichneumon
Hyracoidea Dendrohyrax plorsalis(arporeus Daman des arbres _

Dendrohyrax interfluvialis Daman des arbres du Bénin
Lepus victoriae Liévre des savanes

Lagomorpha - .
Oryctolagus cuniculus Lapin commun

Lipotyphla Atelerix albiventris Hérisson a ventre blanc

Macroscelidea

Petrodromus tetradactylus

Pétrodrome a quatre ortells

Rhynchocyon cirnei

Macroscélide tacheté

Phataginus tricuspis

Pangolin a écailles tricuspides

Pholidota Phataginus tetradactyla Pangolin alongue queue
Smutsia gigantea Pangolin géant
Cercocebus chrysogaster/agilis | Mangabey a ventre doré/agile
Cer copithecus ascanius Cercopithéque ascagne
Cercopithecus hamlyni Cercopithecus hamlyni
Cercopithecus |hoesti Cercopitheque de 1'Heest
Cer copithecus mitig/nictitans Singe bleu /Cercopithégue hocheur
Primates Cer copithecus neglectus Cercopithéque de Brazza
Colobus angolensis Colobe noir-et-blanc dAngola
Galagoides thomasi Galago de Thomas
Pan troglodytes Chimpanzé commun
Papio anubis Babouin olive
Perodicticinae Perodicticinae
Arvicanthis niloticus Rat du Nil
Atherurus africanus Atherure africain
Cricetomys emini Cricétome de forét
Cricetomys gambianus Rat de Gambie
Funisciurus sp. / pyrropus Funisciure a pattes rousses
Rodentia Heliosciurus gambianus Héliosciure de Gambie

Heliosciurus rufobrachium

Héliosciure a pattes rousses

Lemniscomys striatus/zebra

Souris rayée

Malacomys longipes

Rat des marais a grandes oreilles

Rattus rattus Rat noir
Thryonomys sp/ swinderianus | Grand aulacode
Xerus erythropus Ecureuil fouisseur

NI R wk~oBlwwBRiNv G IR RN o kRN R R ov o &N RIBIFIBIN &

TOTAL

338

Tableau 4 : Liste des especes de viande de brousse échantillonnées dans le cadre de I'étude
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Bénin

Au Bénin, 101 animaux ont été échantillonnés sur le marché de viande de brousse de Tegon, a
proximité de la Forét Classée de la Lama, dans le sud du pays. L'éude a éé menée sous
I'approbation de la Direction Générale des Eaux Foréts et Chasse et |'autorisation éthique du
Comité d'Ethique de I'Université d’Abomey-Calavi. Des écouvillons oraux et rectaux sur des
carcasses fraiches entiéres ont été collectés a l'aide d’un kit de prélévement et de préservation
del'ADN (Swab Collection and DNA Preservation System, Norgen, Canada). Le temps écoulé
entrela mort de I’animal et le prélévement a été rapporté (mort < 1h, mort< 8h, mort > 8h, mort
> 12h). L’identification des especes a été conduite sur la base de criteres morphologiques
(Kingdon 2019). Les échantillons ont été conserveés plusieurs semaines a température ambiante
avant d'étre placés a4°C sur laplateforme EDB. Comme démontré Chapitre | — Partie 2, aucune
étude concernant les risques de transmission de pathogenes par la viande de brousse n’a été
conduite au Bénin, les informations collectées dans le cadre de ce projet constituent donc les
premieres données microbiol ogiques pour cette région.

République Démocratique du Congo

En République Démocratique du Congo, 96 échantillons tissulaires divers ont été collectés sur
12 sites différents (pres de lariviere Congo, Matonge, Boende, Likati, Kisangi, Lubunga, Buta,
Sukisa, Matonge, Basukwambula, Epulu, Y angambi, Bomane). Les espéces ont été identifiées
par amplification et séquencage des genes 12S, 16S, COI et Cyth. Les échantillons ont été
conservés dans de 1’éthanol ou du RNALater.

Belgique

Entre Novembre et Mai 2018, 16 échantillons de viande de brousse ont été achetées dans 5
épiceries africaines du quartier de « Matonge » a Bruxelles. Des morceaux de tissu ont été
prélevés entre 0,5 et 1 cm de profondeur. D’aprés les vendeurs, chacune des viandes
échantillonnées étaient en provenance de la République Démocratique du Congo. Afin
d’identifier les especes, le gene COI a été amplifié et séquencé, puis une recherche BLASTN
sur la base de données GenBank a été effectuée (Gombeer et al. 2021). Les échantillons ont été
préserveés par congélation.

République Centrafricaine

En République Centrafricaine, des échantillons de feces et des tiques de 3 espéces de pangolins
ont été collectés par Tamar Cassidy et moi-méme dans le cadre du Sangha Pangolin Project
dans la Réserve Spéciale de Dzanga-Sangha. Les tiques collectées ont été identifiées en tant
gue Amblyomma compressum sur la base de critéres morphologiques (Walker et a. 2003)
(Uilenberg, Estrada-Pefia, et Thal 2012), I’identification a été confirmée génétiquement par
amplification et séquengage du géne COI au laboratoire EDB. Plusieurs arguments peuvent
justifier I’intégration de ces échantillons a cette thése en dépit du fait que ce ne soit pas a
proprement parlé des échantillonsissus de viande de brousse : 1) I’importance du pangolin dans
letraficillégal de faune sauvage en Afrique, pour saconsommation et pour I’exportation de ses
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MNombre d'échantillons

ecailles, qui en font le mammifére le plus braconné au monde (Challender et a. 2020), 2) la
possibilité de contamination des viandes par des féces lors de leur préparation et la possibilité
de transmission vectorielle de pathogénes par des tiques lors de la manipulation des individus
et des carcasses, 3) lapandémie aCOVID-19 qui arécemment mis en évidence lerole potentiel
de ce mammifére dans la transmission de pathogenes (G.-Z. Han 2020), 4) le manque de
connaissances scientifiques concernant les maladies et pathogenes zoonotiques auxquels sont
sujets ces mammiféres (Heighton et Gaubert 2021). Les échantillons ont éé conservés dans de
I’éthanol ou du RNALater, et préservés plusieurs mois a température ambiante avant d'étre
placés a4°C sur la plateforme EDB.

Echantillons de I'étude

a0 - 45
Types d'échantillons
. Féces
60 - 12 Ecouvillon oral
Ecouvillon rectal
12 i
45 Tigque
Tissu
30- 18
12
18 10
o e,
). - 3 .

Afrosoricida
Artiodactyla
Carnivaora
Hyracoidea
Lagomorpha
Lipotyphla
Macroscelidea
Fholidota
Primates
Rodentia

Ordre des espéces

Figure 21 : Détails des échantillons de I'étude (type d’échantillon, ordre taxonomique des mammiféres)

L’utilisation de différentes matrices d’échantillons (écouvillons/féces vs tissus vs tiques)
(Figure 21) permet a la fois d’évaluer : i) la diversité microbienne des populations d'animaux
sauvages (écouvillonsg/féces) ainsi que le risque d’émergence et de transmission de pathogenes
zoonotiques, ii) la contamination effective de la viande de brousse (tissus) résultant des
procédés de production, et les risques sanitaires associés pour le consommateur, iii) le risque
de transmission de maladies vectorielles (tiques) lors de la manipulation et du commerce
d’animaux sauvages.
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Extraction et quantification de [’ADN

Au RBINS, I'ADN a été extrait des échantillons collectés a Bruxelles et en RDC a l'aide des
kits QlAamp® DNA Microkit et DNeasy Blood & Tissue (kits d'extraction sur colonne de spin
ou sur plague, QIAGEN), respectivement, en suivant les instructions du fabricant. Le volume
d'élution était de 70 L et la concentration d’ADN a été mesurée avec le fluorometre QubitTM

(ng/uL).

A EDB, les échantillons du Bénin et de la RCA ont été manipul és dans une piéce isolée sous
une hotte a flux laminaire. Les écouvillons du Bénin ont été extraits al'aide du kit Microbiome
DNA Isolation Kit (NORGEN, Canada), conformément aux recommandations du fabricant
(Annexe 13). Les échantillons fécaux de la RCA ont été extraits avec le kit NucleoSpin DNA
Stool Mini (Macherey Nagel, France) (Annexe 14), tandis que les tiques ont été disséquées
(retrait de lacuticule) puis I’ADN aétéisolé al'aide du kit NucleoSpin Tissue Mini (Macherey
Nagel, France) (Annexe 15). Les kits utilisés reposent sur 2 étapes successives, tout d’abord la
destruction des tissus et la lyse des cellules par méthode enzymatique, puis la purification sur
colonne de silice afin d’isoler les molécules d’ADN chargées négativement. Le volume
d’¢élution était respectivement de S0uL, 100pL et 100pL, la concentration d’ADN a été mesurée
avec le fluorométre QubitTM (ng/pL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US).

Les écouvillons rectaux présentaient une concentration en ADN significativement supérieure
aux autres types d’échantillons (test de Student ; p < 0,05).

Amplification PCR

i. Choix desamorces

Afin d’accéder aux communautés bactériennes présentes dans les échantillons, la région V5-
V6 du géne 16S a été amplifiée en utilisant la paire d’amorces BactO1(BACTB-F et BACTB-
R) (Fliegerovaet a. 2014), avec une taille moyenne d’amplicon attendue d’environ 258 paires
de bases. L’amplification de courts fragments permet leur séquengage par latechnologie MiSeq
d’Illumina (Tllumina Inc., U.S.A., http://www.illumina.com/systems/miseq.ilmn).

Amor ces Sens (Forward) Anti-sens (Rever se)
BactO1 (V5-V6) GGATTAGATACCCTGGTAGT | CACGACACGAGCTGACG

Plusieurs études supportent 1’utilisation de ce couple d’amorce pour 1’identification de
communautés bactériennes au sein d’échantillons complexes (Duplouy, Minard, et
Saastamoinen 2020) (Jaimes et al. 2019).

Les deux amorces sens et anti-sens ont été indexées avec une combinaison de 32 étiquettes
«tags», de sorte que les échantillons puissent ére mélangés dans une méme éape de
sequencage tout en conservant la possibilité de réassigner les séquences aux différents
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echantillons. Ces étiquettes correspondent a des oligonucléotides (ici, constitués de 8
nucléotides), uniques a chaque échantillon, ajoutés en amont des amorces d’amplification.

ii.  Plansdeplaque et protocoles PCR

Trois réplicats ont été réalisés par PCR afin d'évaluer la reproductibilité de I'amplification, et
d’augmenter la probabilité de détection de bactéries rares ou nouvelles. Le séquengage de ces
trois réplicats a impliqué la réalisation de trois librairies différentes pour le séquencage (cf.
Préparation des librairies). Chacune des plaques PCR (4 plagues x 96 puits = 1 plague 384
puits) présente une combinaison de controles PCR positifs et négatifs, ainsi que des puits vides
afin d’évaluer le phénomene de tag-jumps (Annexe 16 ; Annexe 17).

Chaque échantillon aété dilué par 10 avant de procéder al'amplification PCR, indépendamment
des concentrationsinitiaes, afin de réduire I'effet d’inhibiteurs potentiels de PCR présents dans
les échantillons. En effet, les tests PCR préliminaires ont démontré que les échantillons dilués
entrainaient une meilleure amplification, que les échantillons soient initialement fortement ou
faiblement concentrés (Annexe 18).

Le volume total de PCR était de 20pL par échantillon composé de : 2L d’échantillon, 2uL
d’amorces a 5uM (Eurogentec, Angers, France), et de 16uL de Mix (Tableau 5). Le contrdle
positif 16S utilisé consistait en un contréle bactérien & 0,5ng.

Réactif Volume par échantillon
AmpliTag Gold 360 Master Mix (Applied 10uL
Biosystems, Etats-Unis)
BSA (Bovine Serum Albumin) 20 mg/mL 0,16pL
(Roche Diagnostics GmbH, Allemagne)
DNA-free water 5,84uL

Tableau 5 : Composition du mélange PCR

Le programme PCR est détaillé dans |e Tableau 6.

Température Temps Nombredecycles
95°C — Activation 10 min 1X
95°C — Dénaturation 1min 35X
50°C — Hybridation 1min
72°C — Extension 1min35s
72°C — Refroidissement 10 min 1X

Tableau 6 : Programme PCR ARNr 16S V5-V6

iii.  Electrophorese

Les résultats d’amplification PCR ont été controlés par électrophorése sur gel d’agarose 1%
(Tableau 7). Le gel était placé dans une cuve a électrophorése avec une tension de 90 Volts
pendant 20 min, les résultats ont été révelés par exposition aux rayonnements ultraviol ets.
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Réactif Quantité (gel 70mL)
Tampon de migration TAE 0,5X 70 mL
Poudre d’agarose 0,79
SIGHT DNA (agent intercalant) 14 uL

Tableau 7 : Composition du gel d'agarose 1%

Pool des échantillons et préparation deslibrairies

Toutes les PCRs, y compris les controles, ont été « poolées », ¢’est-a-dire que toutes les PCRs
ont éé mélangées, par réplicat (soit 355 puits), selon les quantités suivantes: 4L
d’échantillons (x339) + 4uL témoins négatifs (x8) + 1L témoins positifs (x8). Laconcentration
résultante en ADN de chacun des réplicats a été mesurée avec le fluorométre Qubit Flex (ng/pL)
(Tableau 8).

Réplicats PCR 16S Concentration (ng/uL)
Rep 1 76,8
Rep 2 91,8
Rep 3 82,2

Tableau 8 : Concentration des 3 réplicats apreés pool des PCRs au Qbit-Flex

Trois librairies ont ensuite été préparées avec le kit lllumina TruSeq Nano (illumina, Etats-
Unis) pour le séquencage Illumina selon les recommandations du fabricant. La préparation
d’une librairie consiste en I’ajout d’adaptateurs et d’index sur les brins d’ADN permettant a la
foisleur fixation sur la surface de la Flow Cell [llumina, lafixation des primers de séquencage,
et le multiplexage des 3 réplicats en une méme étape de séquencage (Figure 22).

PS
) : g
5

Index 1 Insert 'ADN Index 2

POU(;,I: éi;;irt:tinn Pour le multiplexage Pour le séequencage

Les librairies doivent

o Les librairies doivent avoir Les librairies doivent avoir
fige?tzgﬁoFr)t;LItePSTrﬁ%Egjeﬂgs un index unique ou une des régions de fixation des
interagissent avéc les oligos sequence de che a primers de séquengage

sur la surface de la barres pour le mélange permettant la lecture 1 et la
des échantillons. lecture 2.

Flow Cell.

Figure 22 : Préparation de librairies pour séquengage lllumina, ajout d'adaptateurs et d'index (Source : illumina)

LecontréledelaqualitédeslibrairiesNGS (taille desamplicons) aensuite été valide par lecture
sur la TapeStation 4200 (Agilent, France) (Annexe 19).
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Séguencage Illumina

Les concentrations des librairies ont éé quantifiées par g°PCR (Tableau 9), le pool delibrairies
a ensuite été envoye a Fasteris (Suisse) pour un séquencage amplicon haut débit paired-ends
sur une plateforme IlluminaMiSeq a 2 x 250 paires de bases.

LibrairiesNGS 16S Concentration (ng/plL)
Libl 4,03
Lib2 3,25
Lib3 2,98

Tableau 9 : Concentrations des trois librairies NGS 16S mesurées par gPCR

Autotal, il a éé obtenu 32,7 millions de reads lors du séquencage.
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Analyses bio-informatiques

OBITools
No / I2Y analysis: basic handling \ MOTHUR
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Figure 23 : Etapes des analyses bio-informatiques des données de metabarcoding (Source : Taberlet et al. 2018)

Le principal défi des méthodes de séquencage nouvelle génération réside dans e traitement des
grandes quantités de données de séquences qui en résultent. Si I'amélioration de la couverture
de séquencage des échantillons a permis de mieux décrire la diversité biologique intra et
interspécifique, elle a aussi augmenté le nombre d’artefacts moléculaires qui étaient auparavant
invisibles. Ainsi, avant I’interprétation écologiques des résultats il est nécessaire de filtrer ces
artefacts et de réduire lataille des données atravers plusieurs étapes successives Figure 23.

80



i. Obitools

Les séquences ont dabord été traitées a l'aide du pipeline OBITOOLS (v.1.2.11)
(http://metabarcoding.org/obitools ; Boyer et al. 2016), regroupant un ensembl e de programmes

spécifiquement congus pour analyser des données NGS dans un contexte de metabarcoding. Ce
package a permis la réalisation des étapes successives suivantes (Figure 24) : assemblage,
démultiplexage, déréplication, nettoyage des données. Le clustering en unités taxonomiques
opérationnelles (OTUs) a ensuite été réalise grace au programme SUMACLUST (v.1.0.35)

(Mercier et al. 2013).

- >

> illumina
pairedend

> ngsfilter

> obiuniq

> obigrep

> sumaclust

Sample 1
Sample 4
Sample 3
Sample 1

N=12
N =45
N=1
N=76

Assemblage

Alignement et assemblage des
lectures sens et anti-sens d'un
méme fragment d'ADN

Démultiplexage

Assignation de chaque
séquence a leur échantillon
d'origine

Déreplication

Regroupement des séquences
strictement identiques et
sauvegarde de I'abondance de
chaque séquence

Nettoyage

Filtre permettant de supprimer
les séquences présentes en
faible exemplaire (ici N = 1) et
de taille faible (ici < 30 pb)

Clustering

Regroupement des lectures qui
ont un fort pourcentage
d'identité en clusters ( > 97% de
similarité)

Figure 24 : Etapes des OBITOOLS et SUMACLUST réalisées au cours de |'étude
©Marine Montblanc (Created with BioRender.com)
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Les commandes des OBITOOLS ont été réaisées sur le cluster de la plateforme bio-
informatique Genotoul (Toulouse, France) via 1’utilisation d’un pipeline snakemake modifié
(Benoiston 2022) pour fusionner plusieurs librairies.

La fonction illuminapairedend a tout d’abord été utilisée pour assembler les lectures
complémentaires d’'un méme fragment d’ADN (sens et antisens). Lors de cette étape les
seguences sens et antisens sont alignées afin d’identifier la région chevauchante. Ceci permet
de reconstituer la séquence complete du bar code tout en augmentant |a fiabilité des séquences
puisque la fin de séquence d’un sens est améliorée par la séquence de I’autre sens. Les
sequences de faible qualité d'alignement (<40%) ont été écartées. Les séquences appariées ont
ensuite été démultiplexées, c¢’est-a-dire assignées a leurs échantillons respectifs en utilisant la
commande ngsfilter. Ce programme repose sur 1’extraction des informations contenues dans les
tags des amorces permettant d’identifier 1’échantillon d’origine. Les séquences non assignées
lors de cette étape sont al ors supprimées.

A ce stade des analyses, les trois librairies 16S ont été fusionnées. Les séquences strictement
identiques ont ensuite été regroupées avec lafonction obiuniq, I’information d’abondance étant
conserveée dans la description des séquences au format FASTA. Puis, les séquences présentes
en un seul exemplaire ou dont lalongueur était inférieure a 30 bp ont été supprimées al'aide de
la commande obigrep. En effet, les séquences en faible abondance sont majoritairement des
chimeéres ou des lectures avec des erreurs de séquencage, de méme pour les séquences de taille
largement inférieure a celle des amplicons. Enfin, des groupes de séquences similaires, ou
clusters, ont été construits al'aide du programme sumaclust avec un seuil minimal d’identité de
97%. Ainsi dans les étapes ultérieures, seule une lecture du cluster, ici la plus abondante, sera
assignée taxonomiquement et le reste des lectures de ce méme cluster servira au calcul
d’abondance du taxon. Cela permet de réduire le nombre de sequences atraiter, et de simplifier
les analysesultérieures qui seront donc conduites sur les OTUs et non pas les
sequences individuelles. Ce seuil de 97 % d’identité est le plus couramment utilisé et fixé
comme permettant de différencier deux espéces bactériennes (Stackebrandt et Goebel 1994)
(Schloss et Handel sman 2005).
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Lib-10 Lib-11 Lib-12
#Lectures %SeqConservées #Lectures %SeqConservées #Lectures %SeqConservées
Seq sens 12537197 - 13515206 - 6681419 -
Seq anti-sens 12537197 - 13515206 - 6681419 -
Assemblage 12537197 100% 13515206 100% 6681419 100%
Alignement 12497308 99,7% 13469248 99,7% 6667372  99,8%
Démultiplexage 10414438 83,3% 11003952 81,7% 5556814 83,3%
Aprésfusion des 3 librairies:
#Sequniques %Conservées #Seq %Conservées #0TUs
Fichiers fusionnés - - 26975204 - -
Déréplication 10214386 - 26975204 - -
Filtre 1004662 9,3% 17765346 65,9% -
Clustering - - 17765346 - 85625

Tableau 10 : Statistiques et résultats du pipeline OBITOOLS sur les données de I'étude. Le pourcentage d’alignement
correspond a la proportion de séquences assemblées présentant une qualité d’alignement > 60%. Le pourcentage de
démultiplexage correspond a la proportion de séquences alignées ayant été assignées a leurs échantillons respectifs. Le
pourcentage de séquences conservées apres filtre correspond a la proportion de séquences supérieures a 30pb et présentes
en plus d’un exemplaire. (Seq : séquences ; Lib-10 : Librairie n°10, Lib-11 : Librairie n°11, Lib-12 : Librairie n°12)

Au sein de nos données, 0.3% des séquences ont ét¢ supprimées du fait d’une qualité
d’alignement inférieure a 40%. Parmi les séquences alignées, 16.7% n’ont pas pu étre assignées
a leurs échantillons d’origine. Apres déréplication des séquences, 10 214 386 séquences
uniques ont été identifiées mais seulement 9.3% d’entre elles étaient associées a des séquences
non artéfactuelles (i.e > 30pb et présentes en plus d’un exemplaire).

Le nombre final de lectures obtenues apres utilisation des OBITOOLS était de 17,8 millions,
correspondant a 85 625 unités taxonomiques opérationnelles moléculaires (MOTU) (Tableau
10).
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ii.  SilvaNGS

L’assignation taxonomique des OTUs sefait par similarité des séquences par rapport aune base
de données de référence. Elle a été réaisée dans le cadre de cette étude grace au service
d’analyse Silva NGS (https://ngs.arb-silva.de/silvangs/ ; Quast et a. 2013), congu pour
I’analyse de données issues du séquengage haut-débit des genesdel'’ARN ribosomique (ADN).
La classification a éé effectuée par alignement de séquences BLASTn (2.11.0+ ;
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi ; Camacho et al. 2009) paramétré par défaut et utilisant
lesdonnées SILVA SSU Ref (version 138.1) comme base de référence. Les OTUs sans aucune
classification ou classifiées avec une identité de séquence inférieure a 93% ont été identifiées
comme « No Relative ».

Au total 79 449 OTUs (soit 92,8% des OTUSs) (Figure 25) ont été assignées a une séquence de
référence.
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Figure 25 : Résultats de la classification taxonomique Silva NGS sur les données de I'étude (Ondov, Bergman, et Phillippy 2011)


https://ngs.arb-silva.de/silvangs/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

iii. MetabaR

Le post-traitement des données a été effectué a 1’aide de metabaR (Zinger et a. 2021),
bibliothéque logicielle de R permettant de nettoyer des données de metabarcoding. MetabaR
aide a I’identification des artéfacts moléculaires au sein des données, en tirant profit des
contréles expérimentaux et en repérant les PCRs potentiellement dysfonctionnelles (Figure

26).

Figure 26 : Etapes d’identification des artéfacts moléculaires avec la bibliothéque R metabaR (Zinger et al. 2021) ©Marine
Montblanc (Created with BioRender.com)
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Dans un premier temps, la bibliotheque présente des fonctions de visualisations des donneées,
permettant par exemple d’afficher le nombre de reads par PCRs (Figure 27).
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Figure 27 : Nombre de lectures par PCRs (Librairie 1 = 1 a 4, Librairie 2 =5 a 8 et Librairie 3=9a 12)

Cet affichage a souligné, dans nos données, la présence :

- decontaminants au sein des témoins PCR négatifs et d’extraction,

- d’un phénomeéne de tag-jumps au niveau des contrles de séguencage (fausses
combinaisons d’index et de tag),

- d’échantillons avec un faible nombre de reads (plaque PCR n°4 avec faible nombre de
lectures répétables entre les 3 librairies, certainement lié ala qualité des échantillons)

Témoins
. Extraction
Négatif (PCR)

Séquengage

B positit (peR)

Valeurs (nb lectures)
® 10000
® 20000
@ 30000
@ 40000
@ 50000

Le phénomeéne de tag-jump correspond a la contamination des données par des séquences
présentant une fausse combinaison de tags. Les mécanismes exacts al’origine de ces artéfacts
ne sont pas connus mais 1’étape d’amplification PCR des pools d’amplicons « taggés » serait
particulierement a risque et conduirait a formation de chiméres au niveau des sites d’amorces
(Esling et al. 2015). La combinaison de tags, unique pour chacun des puits, permet de retracer
I’échantillon d’origine de la séquence, les tag-jumps créant des sequences avec de fausses
combinaisons de tags, dga utilisées, peuvent ains entrainer une affectation incorrecte des
sequences aux echantillons (Schnell et al. 2015). Dans la Figure 27, les puits correspondant

86



aux contréles de sequencage (rose) ne devraient ainsi contenir aucune séquence puisqu’ils ont
été laisses vides, les séquences attribuées a ces puits résultent donc d’un mistagging.

MetabaR a aors permis de signaliser les séquences artéfactuelles au sein de nos données pour
ensuite les supprimer.

Lafonction contaslayer atout d’abord permis de détecter les OTUs dont |'abondance relative
dans |'ensemble des données était la plus élevée dans les contrdles négatifs, ces OTUs ont alors
été identifiées en tant que contaminants. Les PCRs présentant plus de 5% de lectures associées
aces OTUs ont consecutivement été marquées comme contaminées. Puis, lesOTUs non ciblées
c’est-a-dire dans le cadre de cette étude n’appartenant pas au domaine Bacteria, et les OTUs
« dégradées » i.e présentant une trop grande dissimilarité (< 80%) avec leur séquence de
référence, ont éé signalées. Ensuite, les PCRs dites aberrantes furent recherchées selon deux
criteres : le premier correspondant a la profondeur de séquencage, a partir de I’histogramme
Figure 28 une profondeur de 7000 lectures a été fixée comme discriminante, le second
correspondant ala similarité entre les réplicats PCR. Lafonction pcrslayer permet de détecter
les réplicats aberrants au sein des PCRs gréace a 1I’hypothése sous-jacente suivante : «les
différences de composition en OTUs entre les réplicats de PCRs provenant d'un méme
échantillon doivent étre inférieures a celles observées entre les PCRs obtenues a partir
d'échantillons différents ». Les trois librairies de 1’étude présentaient une bonne réplicabilité
(cf. Annexe 20 ; absence de superposition des courbes). Enfin, I’abondance des OTUs au sein
des échantillons ou leur présence était susceptible d’étre le résultat de tag-jumps a été corrigée
gréce alafonction tagjumplayer.
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Figure 28 : Nombre de PCRs en fonction du nombre de lectures (contréles inclus), seuil en pointillés de 7000 lectures

Finalement, aprés nettoyage des données, 84 594 OTUs et 16,8 M de reads ont été conservées
ainsi que 282 PCRs, ce qui correspond a une perte de 533 OTUs, 1 M dereads et de 56 PCRs
(ici, 56 échantillons) essentiellement lié a une profondeur de séquencage trop faible (20% des
artéfacts PCRs) (Figure 29 et Figure 30). La liste des échantillons éliminés au cours de ce
processus est disponible en Annexe 21, une grande majorité d’entre eux (84%) étaient issus de
la Républigue Démocratique du Congo et correspondaient a des échantillons tissulaires
préservés dans de 1’éthanol ou du RNALater. || peut donc étre supposé que les conditions de
préservation non optimales de ces échantillons ont contribué a leur moins bonne amplification
(Plaque PCR n°4 ; Figure 27 et Annexe 22) et aun total de lectures apres séquencage faible.
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ArtefactsdesOTUs

Contaminant Parasite Dégradé
| 0,083% | 0,18% | 0,14%
Artéfacts OTUs

m Dégrade

m Dégradé | Contaminant
m Dégradé | Parasite

B Contaminant

M Parasite

= Non artéfactuel

Figure 29 : Résumé des artéfacts OTUs

Artefacts des PCRs
Contaminée Faible prof séquencage Faible réplicabilité
| 3,6% | 19,9% | 0%

Artéfacts PCRs

= Forte contamination | Faible
profondeur séquencage

= Faible profondeur de séquencage

= Non artéfactuel

Figure 30 : Résumé des artéfacts PCRs
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iv. Analysesstatistiques

Afin de vérifier si I'effort de séquencage était suffisant pour couvrir la diversité en OTUs de
chague PCR, des courbes de rar éfaction ont été construites grace a metabaR. Dans metabaR,
ces courbes de raréfaction sont construites a partir de trois indices de diversité qui font partie
des nombres de Hill (Zinger et al. 2021).

D’aprés Chao et al. (2014), nombre de Hill d’ordre q :

S
Da = (z pd)H/(1-a)
i=1

Avec D? la diversité d’ordre g, S |le nombre total d'especes, et p; lafréquence des especes.

Pour g = 0, D° est larichesse (nombre d’espéces présentes), mesure classique qui donne le
plus d’importance aux especes rares : toutes les espéces ont la méme importance, quel que
soit leur effectif en termes d’individus.

Pour ¢ = 1, D! est I’approche exponentielle de I'indice de Shannon H' = Y'3_, p; logp;, elle
donne laméme importance atous les individus.

Pour ¢ = 2, D? est l'inversedel'indice de Simpson A = ¥7_, p?, c’est I’indice qui donnele
moins d’importance aux especes rares. Encore appelé « le nombre d’espéces trés abondantes
», il comptabilise les interactions possibles entre paires d’individus. De ce fait, comme les
especes rares interviennent dans peu de paires, €lles influent peu sur I’indice. En conséquence,
le biais d’estimation, qui correspond a la portion d’espéces non détectées, est faible (Marcon
2015).

Ainsi, lorsgue que lorsque g augmente, moins d’importance est accordé aux espéces rares.

Les courbes de raréfaction, utilisées en écologie, permettent de décrire comment la richesse
(nombre d’espéces identifiées) augmente en fonction de D’effort d’échantillonnage.
L’application de ces courbes en métagénomique permet de décrire comment la diversité des
OTUs identifiées au sein des échantillons augmente en fonction de la profondeur de
séquencage, elles n’évaluent donc pas la diversité dans le site d'échantillonnage. L utilisation
de différents indices de diversité (D! D?) est particuliérement utile pour les données de
metabarcoding car ils permettent de donner moins de poids aux OTUsrares, qui correspondent
souvent ades artefacts moléculaires (Taberl et et al. 2018). Ces courbes permettent une premiere
approche de la diversité alpha au sein des échantillons.

La diversité alpha, correspond a une diversité locale, dans le cadre de nos données elle
correspond a la diversité en OTUs d’un échantillon. Plusieurs indices de diversité (Shannon,
Simpson, Inverse de Simpson) existent pour tenter de la quantifier. La diversité apha de nos
échantillons a été évaluée en utilisant les bibliotheques de R “Vegan” et “Phyloseq”, I’indice
de Shannon a été calculé selon un bootstrap moyen de 1000 itérations. L’indice de Shannon
prend en compte lors de son calcul la richesse et ’abondance relative des especes, il varie donc
en fonction du nombre d’espéce et de la proportion relative de ces différentes espéces. Plus
I’indice augmente, plus la diversité de 1’échantillon est importante.
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s
Indice de Shannon: H = — 2 pilogbp;

=1

Avec pi représente I’abondance proportionnelle de 1’espéce compris entre 0 et 1, S larichesse
spécifique (nombre total d’espéces), b labase du logarithme.

Des tests de Kruskal-Wallis ont été effectuées afin de tester les différences dans les indices de
Shannon selon : lespays de prélevement, le type d’échantillon, le mode de préservation, I’ordre
de mammifére et I’état de la viande de brousse (durée entre la mort de I’animal et le
prélévement) pour le Bénin. L’utilisation d’un test non paramétrique permet de s’affranchir de
I’hypothése de normalité de distribution des valeurs. Le test de Wilcoxon a ensuite permis de
calculer des comparai sons par paires entre chacun des niveaux des variables catégorielles. Les
différences de diversité alpha ont été visualisées a travers la représentation en diagrammes
“violons” des indices de Shannon en utilisant le package “ggplot2” (Wickham 2016) (v.3.3.6)
deR.

La dispersion beta traduit quant a elle une diversité inter-échantillons, elle correspond a la
variabilité de composition taxonomique entre les échantillons. Pour évaluer le degré de
dissimilarité des échantillons, I’indice de Bray-Curtis a été calculé. Cet indice mesure donc le
rapport entre la somme des différences (en vaeur absolue) entre les abondances pour chague
espéce (ici, OTUs) et le nombre total d’individus de toutes les especes. Elle prend une valeur
minimum de 0 lorsque I’abondance observée est la méme pour chaque espéce et une valeur
maximum de 1 lorsque les sites n’ont aucune espéce en commun.

Zliv=1 | Pia — Disl
N Dia+Dis

Indice de Bray Curtis : dgraycurtis =

Avec p; 4€t p;p les abondances relatives de I'OTU i dans I'échantillon A et B respectivement.

Le cacul de cet indice pour chaque paire d’échantillons permet de générer une matrice de
distance qui peut ensuite étre interprétée pour d’identifier les échantillons partageant les mémes
profils de diversité. La beta diversité a été représentée graphiquement par positionnement
multidimensionnel non-métrique (NMDS) gréce a la fonction ordinate de la bibliothégque
“Phyloseq” (v.1.38.0) (McMurdie et Holmes 2013) de R. Des tests PERMANOVA (Anderson
2017) ont été utilisés afin de vérifier les différences statistiques de diversité béta entre plusieurs
paramétres: pays, type d’échantillon, type de préservation, ordre de mammiféres. La
significativit¢ d’'une PERMANOVA ne peut cependant s’interpréter que si les variances des
groupes testés sont égales, en effet en 1’absence de cette condition il est impossible de conclure
s lasignificativité du test est liée aun effet dispersion ou aune réelle diff érence des moyennes.
La fonction betadisper a été utilisée pour évaluer cette condition.

Lafonction hclust de“Vegan” (Oksanen et al. 2022) (v.2.6.2) apermisderéaliser un clustering
hiér ar chique des échantillons apartir delamatrice de distance de Bray-Curtis afin de visualiser
la proximité taxonomique des échantillons.

L’analyse taxonomique des communautés bactériennes des échantillons a été réalisée grace aux
différentes fonctions de la bibliothégue “Phyloseq” de R.
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Détermination des genres bactériens “pathogenes”

A partir des pathogenes identifiés dans la viande de brousse (Chapitre |, Partie 2) et des
pathogeénes identifiés comme responsables de maladies d’origine alimentaires (Chapitre I,
Partiel), il a été établi une liste des genres bactériens potentiellement pathogenes pour I’homme
arechercher dans nos échantillons (Tableau 11). Cette liste a éé compl étée par plusieurs autres
bases de données: liste des maladies infectieuses émergentes (Jones et al. 2008), liste des
pathogénes responsables de maladies humaines (Taylor, Latham, et Woolhouse 2001), liste des
agents  pathogenes  éablie  par les  Centers  for Disease  Control
(https://www.sel ectagents.gov/sel ectagentsandtoxindglist.html), afin de rechercher demaniérela
plus exhaustive possible de potentiels dangers biologiques dans les échantillons. Toutefois,
I’identification d’un genre bactérien listé comme « pathogene » dans nos échantillons ne permet
pas d’obtenir une estimation réelle du risque puisque 1’identification taxonomique proposeé par
la base Silva NGS ne permet pas d’accéder a I’espéce bactérienne. Or si le genre Bacillus
contient par exemple plusieurs especes zoonotiques telles que Bacillus anthracis ou Bacillus
cereus, d’autres especes de ce genre bactérien ne présentent pas de risque pour la santé humaine
comme Bacillus coagulans qui est au contraire utilisé dans la production industrielle d’acide
lactique. Par ailleurs, la présence d’un pathogéne n’est pas synonyme de risque puisque celui-
Ci dépend aussi de 1’exposition au danger, qui n’est pas anal ysée dans cette éude.

Une recherche manuelle des différentes espéces bactériennes pathogenes listées Tableau 11 a
¢été conduite sur les résultats d’assignation taxonomique Silva NGS parmi les OTUs présentant
plus de 99% de similarité avec leur séquence de référence. Ce seuil de 99% est communément
¢tabli comme seuil de similarité minimal pour I’identification au niveau de I’espéce bactérienne
lors du séquencage du géne ARNr 16S (Drancourt et al. 2000).
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Tableau 11 : Liste des principaux genres bactériens présentant des espéces pathogeénes pour 'homme

Genre bactérien

Actinobacillus

Actinomyces

Acinetobacter

Aeromonas

Anaplasma

Arcobacter

Bacillus

Bacteroides

Bartonella

Exemples d’espéces pathogénes

Actinobacillus equuli

Actinomyces bovis

Acinetobacter junii, Acinetobacter
Iwoffi

Aeromonas caviae
Aeromonas hydrophila

Anaplasma phagocytophilum

Arcobacter butzleri, Arcobacter
skirrowii, Arcobacter cryaerophilus

Bacillus anthracis

Bacillus cereus group
Bacillus subtilis
Bacillus pumilus

Bacteroides fragilis

Bartonella henselae, Bartonella
alsatica

Maladies chez I’homme

Actinobacillose (rare), septicémie (rare)
Actinomycose (pyogranulome,

bronchopneumonie)

Infection tractus respiratoire,
pneumonie, infection urinaire,
méningite

(faible virulence)

Gastro-entérite, infection plaies (+/-
sepsis)

Anaplasmose granulocytaire

Gastro-entérite, maladie diarrhéique

Fievre charbonneuse

Gastro-entérite, toxine diarrhéique /
émétique

Abces, bactériémie

Maladie des griffes du chat, anémie,
endocardite

Réservoir

Réservoir animal (flore commensale
digestive et cavité orale)

Réservoir animal (flore commensale
digestive ; ruminants)

Environnement (sol, eau,
saprophytes), Réservoir humain (flore
commensale cutanée, digestive,
mugqueuse)

Environnement (ubiquitaire eau),
Réservoir animal (rare)

Réservoir anima (nombreuses
especes)

Environnement (eau), Réservoir
animal (flore commensale digestive)

Environnement (sol contaminé par
des spores), Réservoir animal
(herbivores surtout)

Environnement (ubiquitaire, sol)

Réservoir animal et humain (flore
commensale gastro-intestinale ,
respiratoires, buccale)

Réservoir animal (espéces diverses)

Transmission

= Contact direct (muqueuses)
= Fluides (salive : morsure)

= Contact direct (muqueuses)

= Nosocomiale

= Alimentaire (rare données,
multiplication sur des carcasses
séchées)

= Alimentaire (eau, poisson,

volaille, viande crue)

= Vecteur (tique)

= Alimentaire (eau, viande
volaille, viande rouge)

= Contact direct (voie oro-fécale:

animaux domestiques,
interhumaine)

= Alimentaire (viande crue, peu
cuite)

= Contact direct (cutang,
mugueuses)

= Aérienne

= Alimentaire (plats préparés)
(Nosocomiale, Injections)

= Contact direct (blessure,
morsure)

= Vecteur (arthropodes)

Références
(Ashhurst-

Smithet al.
1998)

(Underwood
et a. 2015)

(Bergogne-
Bérézin
20144a)
(Rodriguez-
Morales et
Castarieda-
Herndndez
2014)
(Hing et .
2019)

(Atabay,
Corry, et
Ceylan 2014)

(Baillie et
Huwar 2014)
(Granum,
Stenfors
Arnesen, et
From 2014)

(Elsaghir et
Reddivari
2022)

(Okaro et dl.
2017)
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Bordetella pertussis Coqueluche Réservoir humain = Aérienne
Bordetella 4 ; : (Bridel etal.
Bordetella parapertussis 'rl;]réarcﬂr;]e(i)?eronchlte, bronchopneumonie, Réservoir animal (commensale du = Aérienne 2022)
Bordetella bronchiseptica 9 tractus respiratoire) = Opportuniste
. . . . (Tatum et
Borrelia Borrelia burgdorferi Maladie de Lyme R@ervqr natur<_e| animal (petit = Vecteur (tique) Pearson-
mammifére et oiseau)
Shaver 2022)
Différentes présentations cliniques : = Contact direct animal
Brucella Brucella melitensis, aigu (fievre, bactériémie), forme Réservoir animal (petits ruminants, = Alimentaire (produits laitiers (Pappas 2014)
Brucella abortus, Brucella suis prolongée (malaises, myalgies, bovins, rongeurs,...) non pasteurisés, viande crue) ap
arthralgies), foca = Aérienne
. . . Morve (infection pulmonaire, . N o = Contact direct (muqueuse) (Singhaet al.
Burkholderia Burkholderia mallei fievre, léthargie, céphalée, arthrite) Réservoir animal (équidés) « Adrienne 2020)
. . - Réservoir animal (tube digestif ;
Campylobacter gzmpy: ggggg 'Cc')lLluni gmgg:c;gﬁmg?e(%ﬁﬁgtmte’ volaille ++ , ruminants, PC, = Alimentaire ;Kéaéi\g)g o
by 19 ' rongeurs), Environnement (eau) '
. Chlamydophila psittaci Infections respiratoires . - g = Aérienne (Rohdeet d.
Crlemle Chlamydophila abortus Avortement, sepsis Réservoir animal specifique = Contact direct 2010)
Méningite néonatale, abcds cérébrauix, o . * Opportuniste
‘ Citrobacter freundii, Citrobacter sepsis, infection respiratoire, Reservoir animal et humain (flore i Nosocom!ale .
Citrobacter - Lo : P . A intestinale commensale), = Contact direct (transmission (Kus 2014)
amalonaticus, Citrobacter diversus gastroentérite, infection urinaire - . . . -
. - P Environnement (sol, eau) interhumaine, voie oro-fécale)
Rare (néonatal, immunodéprimé) Ali ;
= Alimentaire
= Alimentaire (toxine botulinique,
- . Environnement (sol, eau), Réservoir infantile : ingestion de spores)
Clostridium botulinum Botulisme (paraysie flasque) animal (tube digestif animal, portage = Contact direct (blessure) Egﬁez%(i%')
Clostridium asymptomatique) = Aérienne (rare, toxines dansles
2érosols)
Entérite nécrosante, gastro-entérite Environnement (tellurique, - Alimentaire (produits camés (Robertson et
Clostridium perfringens (douleur abdominale, hyperthermie, ubiquiste), Réservoir humain et =P AN
X A L : N beeuf et volaille, plats cuisinés) al. 2014)
vomissements), maadie diarrhéique animal (flore digestive)
= Alimentaire (toxine diphtérique,
Corynebacterium diphtheria, Diphtérie (pseudomermbranes Environnement (sol, longue survie), lait non pasteurisé)
Corynebacterium Corynebacteriumulcerans, bl zfnchétrespam dales, hyperthermie) Réservoir humain et animal (peau et = Inhaation (Zasada 2014)
Corynebacterium pseudotuberculosis V9 » Yp mugueuses, nombreux hotes) = Contact direct (animal /
interhumain)
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Coxidlla

Dermatophilus

Ehrlichia

Enterobacter

Entercoccus

Escherichia

Erysipelothrix

Francisdlla

Fusobacterium

Haemophilus

Coxiella burnetii

Dermatophilus congolensis

Ehrlichia chaffeensis
Ehrlichia ewingii
Ehrlichia muris

Enterobacter sakazakii
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes

Enteroccus faecalis
Enterococcus faecium

Escherichia coli

Erysipelothrix rhusiopathiae

Francisdla tularensis

Fusobacterium necrophorum

Haemophilus influenzae

Fievre Q (fievre, céphalée, myagie,
arthralgie diarrhée, vomissements,
pneumonie)

Dermatophilose (dermatite exsudative)

Erlichiose monocytaire humaine
(fievre, anorexie, céphalée, myalgie,
vomissement)

Entérocolite nécrosante, méningite,
sepsis (enfant)

Infections des voies urinaires,
endocardite, infections cutanés,
bactériémie

Gastro-entérite, maladie diarrhéique,
infection urinaire

Rouget (cellulite localisée aigie),
endocardite et septicémie (rare),
méningite

Tularémie (7 formes clinico-
pathol ogiques)

Abces, infections ORL, syndrome
Lemierre, pleuro-pneumopathies

Méningite, pneumonies, otites,
épiglottite

Environnement (eau), Réservoir
arthropode (tiques), Réservoir animal
(domestique et sauvage)

Réservoir animal (peau, |ésion)

Réservoir animal (cervidés hotes
réservoirs, divers mammiféres)

Environnement (sol), ubiquitaire

Réservoir humain et animal (tractus
gastro-intestinal, mammiféres,
oiseaux, reptiles, insectes)

Réservoir humain et animal
(commensal tube digestif, ++
ruminants)

Environnement (sol, eau), Réservoir
animal (suidés ++, poissons,
crustacés, insectes, 0iseaux)

Réservoir animal (rongeur,
lagomorphe)

Réservoir humain et animal (flore
commensal e tube digestif,
oropharynx, voies génitales, bovin -
ovin)

Réservoir humain (voies
respiratoires)

= Aérienne

= Alimentaire

= Contact direct-indirect (feces,
uring, lait, animal excréteur)

= Vecteur

= Contact direct (abrasion peau,
Z00Sspores)

= Vecteur (insectes)

= Vecteur (tique)

= Alimentaire (lait, fromage,
viande)
= Nosocomiale

= Alimentaire (viande de volaille,
contamination fécale)

= Nosocomiale

= Alimentaire (viande, lait, eau
contaminée)

= Contact direct (oro-fécale:
transmission interhumaine /
contact animal, environnement
contaming)

= Contact direct (plaie, contact
animal ou sous-produit)

= Vecteur (tiques et insectes)
= Contact direct (plaie, animal
infecté)

= Alimentaire

= Aérienne

= Contact direct (animaux
infectés : plaie, morsures)

= Aérienne
= Contact direct (sécrétions)

(Cutler 2014)

(Hamid 2016)

(Adetd.
2014)

(Abdesselam
et Pagotto
2014)
(Cooney et a.
2014)

(Abat et dl.
2016)

(Caprioli,
Morabito, et
Scavia 2014)

(Volard et al.
2016)

(Gyuranecz
2014)

(Brazier 2006)

(Johnston et
Apicella
2009)
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Helicobacter

Klebsiella

Legionella

Leptospira

Listeria

Mannheimia

Moraxella

Mycobacterium

Mycoplasma

Neisseria

Nocardia

Helicobacter pylori
Helicobacter heilmannii

Klebsiella pneumoniae

Legionella pneumophila

Leptospira interrogans

Listeria monocytogenes

Mannheimia haemolytica

Moraxella catarrhalis, M. bovis, M.

canis, M. caprae.
Mycobacterium bovis

[ Mycobacterium tuberculosis
complexe]

Mycobacterium leprae

Mycobacterium avium spp
paratuberculosis
Mycoplasma pneumoniae

Neisseria meningitidis

Nocardia asteroides complexe

Ul céres gastro-duodénaux, gastrite
chronique, adénocarcinome

Entérocolite nécrosante, pneumonie,
meéningite, infections tractus urinaire

Légionellose (infection pulmonaire
aigie)
Leptospirose (syndrome grippal a

atteinte multiviscérale avec syndrome
hémorragique)

Listériose (infection systémique ou
gastroentérite fébrile)

Septicémie, pneumonie, endocardite
(rare ; enfant, immunodéprimé)

Otite moyenne, septicémie, sinusite,
infections des voies respiratoires,
méningite

Tubercul ose (pyogranulome)

Lépre (Iésions cutanées et nerveuses)
Maladie de Crohn, gastro-entérite

Pneumonie, pharyngite,
trachéobronchite

Méningite, septicémie
Pyogranulomes, abcés pulmonaires,

|ésions cavitaires/ cutané : ulceres,
cellulite, pyodermite [immunodéprimé]

Réservoir humain (flore commensale
digestive)

Environnement (sol, plantes, eau),
Réservoir humain et animal
(commensa muqueuses)

Environnement (flore aguatique)
Réservoir animal (rongeurs,

ruminants, ...), Environnement (eau
contaminée)

Environnement (sol, eau,

saprophyte), Réservoir humain et
animal (feces)

Réservoir animal (ruminant surtout ;
flore nasopharynx)

Réservoir humain et animal (voies
respiratoires, oropharynx)

Réservoir animal (bovins, cervidés)

Réservoir humain
Réservoir animal (bovins, ovins,
caprins), Environnement

Réservoir humain

Réservoir humain

Saprophyte

= Alimentaire (contamination
fécale)

= Contact direct (fluides : saive,
oro-fécae)

= Nosocomiale
= Alimentaire
= Contact direct (eau contaminée)

= Aérienne (inhalation eau
contaminée)

= Contact direct-indirect (animaux
infectés, eau contaminée)

= Fluides (urines)

= Alimentaire

= Aérienne

= Alimentaire (lait, viande,
poisson, végétaux)

= Alimentaire (lait)
= Aérienne
= Contact direct (morsure)

= Nosocomiale, opportuniste
= Aérienne

= Aérienne
= Alimentaire (lait, viande)
= Contact direct

= Contact direct (sécrétions
nasales)

= Alimentaire (viande, lait, eau)
= Aérienne

= Aérienne

= Contact direct (interhumaine,
contact étroit personne infectée)
= Aérienne (sécrétions
respiratoires)

= Aérienne opportuniste

= Contact (plaie, blessure)

= Nosocomiale

(Bergogne-
Bérézin
2014b)

(Cooney et al.
2014)

(Cianciotto
2001)

(Koizumi et
al. 2009)

(Fosse 2004)

(Punpanich et
Srijuntongsiri
2012)
(Karalus et
Campagnari
2000)

(Todd 20144)
(Bratschi et a.
2015)
(Delogu, Sdli,
et Fadda
2013)

(Saraya 2017)
(Rouphael et
Stephens
2012)

(Kandi 2015)
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Pasteurella

Proteus

Pseudomonas

Rickettsia

Salmonella

Shigella

Staphylococcus

Streptococcus

Treponema

Pasteuredlla multocida

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Rickettsia africae

Salmonella enterica enteritidis/
typhymurium

Shigella dysenteriae

Staphylococcus aureus
Staphylococcus intermedius

Sreptococcus pyogenes
Streptococcus suis
Streptococcus pneumoniae

Treponema pallidum

Abces, cdllulite focae (plaie),
infections respiratoires, endocardite,
méningite, septicémie

Gastro-entérite, infections urinaires
(urolithiase, cystite, pyélonéphrite),
infectionsde plaie

Maladie de Crohn (colite chronique),
gastroentérite, entérocolite nécrosante,
bronchopneumonie, abceés, septicémie

Fiévre, céphalée, myagie, arthralgie,
éruption cutanée

Gastro-entérite, maladie diarrhéique,
fievre éevée, vomissements, douleurs
abdominales

Shigellose (maladie diarrhéique
contagieuse, douleur abdominale,
vomissements, fiévre)

Intoxication alimentaire (vomissements,

douleur abdominale, diarrhée),
infection locale (cellulite, abces,
adénopathie, lymphangite), septicémie

Inflammation systémique avec
syndromes suppurétifs, pharyngite,
pyodermite, glomérulonéphrite aigue,
fasciite nécrosante, endocardite

Syphilis (chancre, éruption
maculopapulaire, fievre, maladie
aortique, méningite syphilitique,
parésie, ataxie)

Réservoir animal (oiseau,
nombreuses especes de vertébrés,
commensal des flores oropharyngées
et gastro-intestinal es)

Réservoir humain et animal (tractus
gastro-intestinal, peau, mugueuse
orale), Environnement (sol, eau,
plantes)

Environnement (eau, sol), Saprophyte

Réservoir animal (bovins, ovins,
caprins)

Réservoir animal (tube digestif des
animaux homéothermes)

Réservoir humain

Réservoir humain et animal (flore
cutanée, nasopharynx, voies
respiratoires supérieurs, voies génito-
urinaires), Environnement (air,
poussiére, eal)

Réservoir humain (S. pyogenes) et
animal

Réservoir humain

= Contact direct (morsure,
griffure)

= Aérienne

= Alimentaire (viande, peu décrit)
= Vecteur (blattes via aliments)

= Opportuniste

= Alimentaire (viande crue, fruits
de mer, légumes, conserves)

= Nosocomiale
= Contact direct (plaie, brllure)
= Alimentaire (eau contaminée)

= Vecteur (tique)

= Alimentaire (ceufs et ovo-
produits, viande, eau contaminée,
|égumes souillés féces)

= Contact direct (animal infecté,
interhumaine)

= Contact direct (voie oro-fécale:
transmission interhumaine)

= Alimentaire (eau contaminée,
mains contaminées, fruits de mer)
= Vecteur (mouches sur aliments)
= Alimentaire (plats préts a
consommer avec entérotoxines)

= Contact direct (transmission
interhumaine par contact |ésion
purulente ; morsure animale)

= Aérienne

= Contact direct (interhumaine,
contact cutané avec |ésions, oro-
fécale)

= Alimentaire (produits laitiers)

= Contact direct (contact avec des
|ésions actives)

= Transmission sexuelle et
verticale

(Magyar et al.
2014)

(Y. Wang et
al. 2014)

(Hossain

20143)

(Silva-Ramos
eta. 2021)

(Ethelberget.
2014)

(Zaghloul
2014)

(Todd 2014b)

(Hossain
2014b)

(WHO, 2016)
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Vibrio

Yersinia

Vibrio cholerae
Vibrio parahaemolyticus

Yersinia pestis

Yersinia enterocolitica
Yersinia pseudotuberculosis

Choléra (maladie diarrhéique,
vomissements, hypotension,
insuffisance rénale, crise convulsives)

Peste bubonique

Gastro-entérite, maladie diarrhéique,
douleur abdominale, fiévre,
bactériémie, appendicite
granulomateuse, arthrite réactionnelle

Réservoir humain (et animal vivant
en environnement aquatique)

Réservoir animal (rongeurs,
éventuellement lagomorphes et
carnivores)

Réservoir animal (notamment suidés
et rongeurs, isolé dans le tube digestif
de nombreuses especes animal es)

= Alimentaire (eau contaminée)

= Contact direct (morsure par un
rongeur/ animal infecté)

= Vecteur (puces d’un animal
infecté)

= Alimentaire (viande crue, porc,
lait, eau contaminée)

= Contact direct (animaux infectés
et leur féces, transmission
interhumaine)

(Ramamurthy
et Nair 2014)

(Parkhill et al.
2001)

(Todd 2014c)
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2. Résultats

Courbes de raréfaction
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Figure 31 : Courbes de raréfaction construites a partir de la librairie Vegan en fonction du type d'échantillons

(A : Ecouvillon oral, B : Ecouvillon rectal, C : Féces, D : Tissu)
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Figure 32 : Courbes de raréfaction construites a partir des nombres de Hill (librairie metabaR) en fonction du pays de
prélevement (DO : richesse spécifique, D1 : exponentielle de I'indice de Shannon, D2 : inverse de I'indice de Simpson)



L arichesse estimée des échantillons correspond-t-elle alarichesseréelle ?

Si les courbes de raréfaction des quatre types d’échantillons (Figure 31) commencent a se
stabiliser avec I’augmentation de la profondeur de séquencage, elles n’atteignent pas pour
autant une asymptote, si ce n’est pour quelques prélévements tissulaires. Ces résultats
pourraient laisser supposer un effort de séquencage insuffisant pour couvrir la diversité
taxonomique présente dans les échantillons. Cependant, gréce aux courbes construites a partir
des nombres de Hill (Figure 32), il est observé que lorsgue moins de poids est accordé aux
OTUs rares (indices D1 puis D2), le point d’inflexion est atteint pour chacun des échantillons
ce qui indique que la profondeur de séquencage utilisée dans cette étude est vrai semblablement
exhaustive. Ceci permet d’étre convaincu que la richesse estimée approxime la richesse réelle
d’espéces bactériennes présentes dans nos échantillons.

Ces courbes autorisent une premiére approximation de la diversité apha, et soulignent une
diversité (richesse spécifique) supérieure des échantillons en provenance du Bénin par rapport
ala Belgique, RDC ou RCA (Figure 32). Ces résultats seront nuancés dans les paragraphes
suivants.

Diversité alpha

Le nombre de reads total obtenues a partir de I’ensemble des données de 1’étude refléte un
rendement de séquencage élevé. En effet, malgré le fait que 49 % des lectures aient été filtrées
apres traitement bio-informatique (OBITOOLS + metabaR), |e nombre moyen de lectures par
échantillons était de 59 594 [6118 — 147 662] ce qui se situe dans I’intervalle attendu au regard
des études similaires (par exemple 83,088 lectures/échantillon £ 33,177 ; Maillet et a. 2021).
Le nombre d’OTUs était quant a lui largement supérieur a ce qui est généralement rapporté
([228 - 543] ; Koringa et al. 2019) avec une moyenne de 574 [11 — 1763] OTUs identifiés par
échantillon.

La grande variabilité du nombre de lectures et d’OTUs observée parmi les échantillons refléte
I'hétérogénéité des types d'échantillons et de leur mode de préservation (Figur e 33), elle-méme
due a la nécessité pour les deux équipes de recherche (France, Belgique) d'adapter leurs
stratégies d'échantillonnage a des impératifs temporels. L’analyse de la diversité alpha des
échantillons permet de rendre compte de ces variations.

En effet, la variation de I’indice de Shannon selon le type d'échantillon est clairement
représentée Figure 33 (Tableau 12: test de Kruskal-Wallis ; p < 0,0001). Les écouvillons
rectaux, suivis des écouvillons oraux et des échantillons fécaux, présentent les scores de
diversité les plus élevés. Comparativement, les échantillons tissulaires et | es tiques constituent
des matériaux moins optimaux. Le test bilatéral de Wilcoxon n’a pas permis d’identifier de
différences significatives (p > 0,05) entre les écouvillons oraux et les féces, et entre les
échantillons tissulaires et les tiques (Annexe 23). La variation du nombre d’OTUs selon le
mode de préservation semble aussi indiquer un effet positif significatif du milieu de
conservation Norgen (Tableau 12 : test de Kruska-Wallis ; p < 0,0001 ; test de Wilcoxon :
p<0,01) par rapport aux autres conservateurs (Annexe 24). Cependant il est a souligner I’effet
confondu de plusieurs variables, en effet les autres modes de conservation (éthanol,
congélation, RNAlater) ont principal ement été appliqués aux échantillons tissulaires combinant
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une diversité apha plus faible. La confusion de plusieurs variables (Tableau 13) ne permet
donc pas d’évaluer celle responsable d’une diversité en OTUs plus ou moinsimportante au sein
des échantillons, le schémade 1’étude n’étant pas optimisé pour cette comparaison. De laméme
maniere, la variation observée entre les pays d'origine des échantillons (test de Kruskal-Wallis
; p<0,0001), le Bénin présentant le plus grand nombre d’OTUs (Figure 34, test de Wilcoxon ;
p < 0,05), peut s’expliquer alafois par le type de prélevement effectué (écouvillon), le mode
de préservation (Norgen) ainsi que le nombres d’échantillons représentés (197 des 282
échantillons totaux). Similairement, la faible diversit¢é en OTUs de 1’ordre des primates
(Annexe 23), uniguement représentés par des échantillons tissulaires, peut ainsi étre en réalité
la conséquence du type de prélévement plutot que d’une faible diversité bactérienne.

Figure 33 : Représentation des indices de Shannon en fonction du type d'échantillon. La dispersion des indices est modélisée
par l'aire en couleur, la médiane ainsi que I’écart inter-quartile sont représentés par les box-plots.
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Figure 34 : Représentation des indices de Shannon en fonction du pays de provenance des échantillons. La dispersion des
indices est modélisée par l'aire en couleur, la médiane ainsi que I'écart inter-quartile sont représentés par les box-plots.

Tableau 12 : Moyenne des indices de Shannon pour chacun des niveaux des différentes variables explicatives (pays, type
d'échantillons, mode de préservation, ordre taxonomique des mammiferes) et p-valeur des tests de Kruskal-Wallis associés

Diversitéalpha Test statistique  p-valeur Bénin Belgique DRC RCA
Indicede \\ qal-wallis  P<00001  36+117  166+124  178+116 2540976
Shannon

Diversité Test valeur Ecouvillon Ecouvillon Tissu Feces Tigue
alpha statistique P oral rectal 9
Indicede  Kruskd- 50001  328+0984 390125 175:117 294:0463 0801%05
Shannon Wallis
Diversitéalpha Test statistigue  p-valeur Norgen Ethanol RNA Later Congelé
Indicede .\ geal-wallis P <0.0001 36+1,17 2,01+ 1,15 2+1,37 1,66+ 1,24
Shannon

Afrosoricida Artiodactyla Carnivora Hyracoidea Lagomorpha Lipotyphla Macroscelidea Pholidota Primates Rodentia

Indice de
Shannon 152 31+175 306409 336%0607 352135 24640587 0615 258+ 160+ 349t
p< 0.0001 0,959 1,18 1,32
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Tableau 13 : Méta-données associées aux échantillons de I’étude et effets confondus (vert)

Pays Bénin DRC RCA Belgique
T,Ype de Ecouvillon oral - rectal Tissu Féces Tique Tissu
prélévement
Mode de Norgen RNA Later | Ethanol | RNA Later | Ethanol | Ethanol |  Congelé
préservation
. . Afrosoricida (1),
Ordresde Artiodactyla (23), Carnivora Artiodactyla (533 Artiodactyla
Mammiféres (36), Hyracoidea (18), Carnivora (2) ' (9), Rodentia
Lagomorpha (24), Lipotyphla . ' Pholidota (21) T
(nombre (3), Pholidota (4), Rodentia M acr oscelidea (1), (3), Primates
d’échantillons) ' (89) ' Primates (18), 3
Rodentia (4)

Afin d’effectivement comparer la diversité microbienne au sein de chacun des ordres de
mammiferes et d’éliminer les différents biais précédemment cités, une comparaison desindices
de Shannon au sein des échantillons du Bénin a été conduite (mémes types d’échantillons,
mémes modes de préservation) (Figure 35). L’indice de diversité des artiodactyles était
significativement supérieur a celui des carnivores, rongeurs et des hyracoides (test de
Wilcoxon ; p < 0,05), la faible taille des échantillons des pholidotes et des lipotyphles peut
expliquer la non-significativité de leur comparaison aux artiodactyles. Parmi les ordres
représentés par un nombre suffisant d’échantillons, les lagomorphes présentent un indice de
diversité le plus proche de celui des artiodactyles. Les hyracoides, peu mentionnés dans la
littérature, présentent quant a eux une diversité bactérienne similaire a celle des carnivores et
des rongeurs dont la charge microbienne est quant a elle bien étudiée et largement établie (B.
A. Han et a. 2021) (Bastiaan G Meerburg et Kijlstra 2007).

Figure 35 : Diversité alpha, évaluée par I'indice de Shannon, des échantillons du Bénin en fonction de I’ordre taxonomique
des mammiferes, la médiane ainsi que I'écart inter-quartile sont représentés par les box-plots. (* : différence significative
selon test de Wilcoxon, p < 0,05)
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Afin d’évaluer I’influence du temps depuis 1’abattage sur la diversité microbienne, il a éé
comparé lesindices de Shannon des échantillons béninois (seuls échantillons disposant de cette
information) en fonction des groupes: mort < 1h, mort [1-8h], mort [8-12h], mort > 12h.
Aucune différence significative n’a éé objectivée entre les groupes (test de Kruskal-Wallis; p
= 0,35) (Annexe 23).

Diversité beta

Tableau 14 : Résultats des tests Permanova et Permdisp

Diversité beta Test statistique Pays . Type l\(lodedg Ordrng
échantillon pr éservation mammifére
patice deBray-  pEpMANOVA P < 0,001 P< 0,001 P < 0,001 P < 0,001
MaricedeBray-  permDISP P< 0,001 P< 0,001 P < 0,001 P < 0,001
Conclusion Variances non homogénes < différence de distribution et/ou moyenne

Ladiversité beta, évaluée par un test Permanova a partir de la matrice de dissimilarité de Bray-
Curtis, était significativement différente pour chacune des variables suivantes (p < 0,001) : pays
d’origine des échantillons, type d’échantillon, mode de préservation et ordre taxonomique des
mammiferes étudiés (Tableau 14). Cependant 1’analyse des variances des différents groupes a
permis de souligner leur hétérogenéité (Permdisp ; p < 0,001), de ce fait il est impossible de
savoir s c'est la dispersion seule ou si ce sont a la fois la dispersion et les différences de
centroide qui affectent lesrésultats du test Permanova. Cet effet dispersion s’explique en grande
partie par la forte inégalité de taille des différents groupes (par exemple Bénin = 195
échantillons, contre 15 pour la Belgique ; de la méme maniere le groupe Afrosoricida n’est
représenté que par un seul échantillon contre 96 pour les rongeurs).

Les graphiques d'ordination NMDS des valeurs de dissimilarité de Bray-Curtis ont révelé des
patterns de regroupement identifiables en fonction des types de prélévement, et du pays
d’origine de prélévement des échantillons (relevant certainement de I’effet confondu du type
de prélevement et de leur mode de conservation). Une plus grande proximité des échantillons
sur le graphique s’interpréte en une plus grande similarité de composition microbienne. Ainsi
laFigure 36 permet d’illustrer le clustering franc des compositions microbiennes en fonction
du type d’échantillon, avec notamment la superposition des échantillons fécaux sur la
répartition des écouvillons rectaux soulignant, de facon logique, une proximité de flore. Si les
échantillons tissulaires recoupent pour partie les autres types d’échantillons notamment fécaux
(possible contamination fécale de laviande), ils présentent aussi une diversité distincte qui peut
étre révélatrice d’une prolifération microbienne post-mortem spécifique et de contaminations
croisées au cours de la préservation de la viande.
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Figure 36 : Graphique d'ordination NMDS a partir de la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis en fonction du type d'échantillons.
Les ellipses suivent une loi normale.

Les résultats de la Figure 37 tendent a isoler le Bénin des autres pays de provenance des
échantillons, cependant |a dispersion des échantillons est clairement identifiable au sein de ce
groupe, avec une partie des échantillons se superposant a ceux des autres pays. Les graphiques
d’ordination ne permettent pas d’identifier clairement des proximités intergroupes pour les
variables : mode de préservation, ordre de mammifere, et durée depuis abattage (Annexe 25).

NMDS Bray-Curtis
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Figure 37 : Graphique d'ordination NMDS a partir de la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis en fonction du pays d'origine
des prélevements. Les ellipses suivent une loi normale.
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Composition taxonomique

Un total de 46 phyla bactériens ont été identifiés au sein des échantillons dont 6 avec une
abondance relative supérieure a 1% dans I’ensemble des données : Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidota, Actinobacteriota, Fusobacteriota, Campylobacterota (Annexe 26), les
Firmicutes et |es Bacteroidota représentant environ 74% du nombre total des OTUs. Si les six
taxa précédemment cités sont majoritairement représentés, leur prévalence varie au sein des
différents ordres de mammiféres (Figure 38). 1l peut notamment étre souligné laforte
abondance du phylum Fusobacteriota au sein des carnivores, ainsi que celle de Cyanobacteria
parmi les artiodactyles et les primates. Les artiodactyles présentent la plus grande diversité de
phylums représentés.

Figure 38 : Abondance relative des différents phyla en fonction de I’ordre taxonomique des mammiferes (seuls les 20 phyla les plus abondants au
sein de I’ensemble des données ont été nommeés individuellement, les taxa de faible abondance ont été regroupés dans la catégorie "Autres")

Un total de 117 classes bactériennes a été identifié au sein des échantillons, 61% des OTUs
étant représentées par Clostridria et Bacteroidia tandis qu’en terme d’abondance
Gammaproteobacteria, Clostridiaet Bacilli constituent pres de 73% du total des lectures. Parmi
les 273 ordres bactériens décrits dans nos données, Enterobacterales est le plus abondant
(19,5%), suivi de Bacteroidales (12,1%) et Lactobacillales (10,8%) ; les Bacteroidales et les
Lactospirales constituent la plus grande diversité d’OTUs couvrant preés de 44% des OTUs
identifiés. Un tota de 468 familles bactériennes a été relevé, les Pasteurellaceae,
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Lachnospiraceae, Enterobacteriaceae contribuant a environ 25% de ’abondance totale des
lectures.

1541 genres bactériens ont été isolés dans le cadre de cette éude, parmi eux 26 présentaient
une abondance totale de plus de 1% au sein du jeu de données (Annexe 27) avec notamment :
Enterococcus, Haemophilus, Clostridium, Escherichia-Shigella,  Paeniclostridium,
Sreptococcus, Actinobacillus, Bacteroides présents a plus de 3%. Six genres bactériens
contribuent a hauteur de 20% des OTUs identifiés : Bacteroides, Lachnospiraceae NK4A136
group, Prevotella, Streptococcus, Lachnospiraceae UCG-008 et Escherichia-Shigella.

Inhérent aux différentes flores bactériennes, il existe de fortes variations de compositions
taxonomiques en fonction du type d’échantillon étudié (Figure 39 ; Annexe 28).

Figure 39 : Abondance relative des différents genres bactériens en fonction du type d’échantillon (seuls les 30 genres les plus
abondants au sein de 'ensemble des échantillons ont été nommeés individuellement, les taxa de plus faible abondance ont été
regroupés dans la catégorie "Autres")

Les échantillons rectaux présentent une forte abondance de bactéries appartenant au microbiote
intestinal tels que : Escherichia-Shigella (6,7%), Campylobacter (4,4%), Enterococcus (3,7%),
Helicobacter (2,7%), ou Clostridium (2%), de méme pour les féeces dont I’abondance totale en
Clostridium atteint les 22% suivi d’Enterococcus (2,6%) et d’Escherichia-Shigella (2,4%). Les
écouvillons oraux sont quant a eux majoritairement représentés par Haemophilus (12,8%),
Actinobacillus (8,6%), et Sreptococcus (8,4%). |l existe une plus faible diversité taxonomique
au sein des échantillons tissulaires, avec 741 genres représentés contre 1044 pour les
écouvillons rectaux par exemple (en accord avec la comparaison des indices de diversité de
Shannon), Paeniclostridium (13,4%), Enterococcus (10,7%) et Clostridium (13,7%) étant les
plus abondants.

107



5 genres bactériens constituent 98,1% des lectures issues d’Amblyomma compressum (tique)
(Annexe 28) : Kocuria (38%), Rickettsia (20,6%), Kluyvera (18%), Francisella (12,9%) et
Klebsiella (8,6%).

Clustering hiérarchique des échantillons

Figure 40 : Clustering hiérarchique des échantillons oraux (Bénin) basé sur 'abondance relative des différents phylums (seuls les 10 phylums
les plus abondants au sein des écouvillons oraux ont été représentés, I'ordre taxonomique du mammifere dont est issu I’échantillon est
renseigné)

Le clustering hiérarchique des échantillons permet d’identifier des proximités de flores
bactériennes (ici, au rang du phylum) entre individus. Ainsi, la Figure 40 permet de mettre en
évidence I’influence directe de ’ordre taxonomique des mammiféres sur la composition
microbienne de la cavité buccal e des individus échantillonnés. En effet, il peut étre noté que les
artiodactyles présentent une abondance moindre de Proteobacteria, contre une forte proportion
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de Bacteroidota, et de Firmicutes, ainsi qu’une diversité variable en Synergistota, Spirochaetota
et Verrucomicrobiota. A I’inverse, les lagomorphes présentent une flore orale largement
dominée par les Protebacteria et une prévalence minime de Bacteroidota. En termes de famille,
cela se traduit par la prédominance des Pasteurellaceae et des Neisseriaceae chez les
lagomorphes contre Prevotellaceae chez les artiodactyles (Annexe 29). Les carnivores et
rongeurs ont un schéma intermédiaire, divisé entre Proteobacteria, Bacteroidota, et Firmicutes.
Les hyracoides forment un clade distinct, proche des carnivores et des rongeurs, avec une
composition bactérienne plutét homogene entre les individus échantillonnés (un échantillon
avec une proportion plus importante d’Actinobacteriota). Les pholidotes représentés par
seulement deux échantillons différent significativement, en effet ils témoignent d’une forte
prévalence en Firmicutes, dont la famille des Lactobacillaceae est largement représentée
(Annexe 29), I’'un des échantillons est en plus constitué de Spirochaetota et d” « Autres»
phylums. Cette composition buccale spécifique peut s’expliquer par un régime alimentaire
spécialisé (termitophage, myrmécophage). En effet, le microbiote intestinal des pangolins
présente aussi une forte proportion de Lactobacillaceae (F. Zhang et a. 2021), dont le genre
bactérien Lactobaccilus semble intervenir dans la digestion de la chitine (Delsuc et a. 2014)
constituant I’exosquelette des proies des pangolins.
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Figure 41 : Clustering hiérarchique des échantillons rectaux (Bénin) basé sur I'abondance relative des différents phylums (seuls les 10
phylums les plus abondants au sein des écouvillons rectaux ont été représentés)
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Concernant les communautés bactériennes de laflorerectale, le clustering hiérarchique Figure
41 fait une nouvelle fois apparaitre un regroupement fonction de 1’ordre de mammiferes auquel
appartiennent les échantillons. Le microbiome fécal des lagomorphes, rongeurs et artiodactyles
est dominé par les phyla Firmicutes et Bacteroidetes, typiques de nombreux vertébrés (Ley et
al. 2008). Tandis que les carnivores se distinguent nettement par laforte prévalence du phylum
Fusobacteriota (genre Fusobacterium), en accord avec ce qui est décrit dans lalittérature pour
plusieurs especes telles que le loup (H. Zhang et Chen 2010), le lynx ibérique (Alcaide et al.
2012), la civette africaine (Langkjaer et Storm 2018). Ces différences de composition du
microbiome fécal peuvent étre latraduction des différences physiol ogiques existantes entre les
carnivores qui disposent d’un caccum peu développé, et les rongeurs, et lagomorphes chez
lesquels il est trés développé et permet d’assurer une digestion microbienne (fermenteurs post-
gastriques) grace a de nombreuses communautés bactériennes. Les ruminants, appartenant aux
artiodactyles, dépendent aussi fortement de leur microbiote bactérien, essentiellement ruminal,
pour la digestion des matiéres végétales grace a la production d’enzymes cellulolytiques
(fermenteurs pré-gastriques). A lafois le régime alimentaire (herbivore, omnivore, carnivore),
ainsi que I’histoire évolutive des différentes espéces semblent ainsi d’expliquer la diversité du
microbiome intestinal et fécal observée au sein des mammiféres (Rojas et al. 2021) (Y oungblut
et al. 2019).

Les lagomorphes présentent une plus grande hétérogénéité de composition entre individus, et
sont hiérarchiquement le plus proche des rongeurs. L’ordre des rongeurs se distingue par
plusieurs schémas se superposant aux différentes especes étudiées (Xerus erythropus,
Cricetomys gambianus, Arvicanthis niloticus, Heliosciurus gambianus, Thyonomys
swinderianus). En effet, le phylum Spirochaetota semble étre spécifique de Cricetomys
gambianus et Thyonomys swinderianus tandis que Campylobacterota est fortement abondant
dans les échantillons de Xerus erythropus et Cricetomys gambianus. Le phylum
Campylobacterota inclut notamment les genres Campylobacter, Helicobacter et Arcobacter
(Waite, Chuvochina, et Hugenholtz 2019) dont I’implication pathogéne chez I’homme a été
démontré (Tableau 11). Laflore rectale des hyracoides se caractérise par une forte proportion
de Proteobacteria, aussi notée chez les pangolins, le hérisson a ventre blanc et quelques
échantillons de rongeurs. Chez I'hnomme, I'abondance des Firmicutes et des Proteobacteria a été
positivement associée a un régime riche en protéines animales, tandis que les Bacteroidota
(identifié chez les rongeurs et lagomorphes en majorité) ont été trouvés positivement associés
aunrégimericheen fibres (De Filippo et al., 2010). Les Proteobacteria constituent le pluslarge
et diversifié phylum du domaine Bacteria, avec plus de 1600 especes bactériennes (Kersters et
al. 2006), incluant notamment |les genres Escherichia, Salmonella, Vibrio, Yersinia.
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Figure 42 : Clustering hiérarchique des échantillons tissulaires (RDC, Belgique) basé sur I'abondance relative des différents phylums
(seuls les 10 phylums les plus abondants au sein des échantillons tissulaires ont été représentés)

Au niveau tissulaire (Figure 42), les communautés bactériennes sont assez hétérogenes et ne
permettent pas de regrouper les échantillons provenant des mémes ordres de mammiferes. Une
proportion variable de Proteobacteria, Firmicutes et Bacteroidota peut étre observée au sein des
échantillons. Etant donné que les échantillons ont éé collectés dans des conditions trés
différentes (marchés belges vs sites de la RDC, différents manipulateurs, différents types
d’échantillons, ...), il est difficile d’estimer si ces communautés bactériennes reflétent
réellement la flore endogéne des hotes ou la contamination environnementale ultérieure des
tissus. Lavariabilité des tissus prélevés (organes, tissu musculaire), ainsi que les conditions de
traitement et de préservation de la viande (transport, boucherie, stockage, transformation)
peuvent profondément affecter le profil du microbiote de la viande. La forte abondance de
Cyanobacteria, procaryotes photosynthétiques ubiquitaires, dans deux échantillons peut par
exemple résulter de leur ringage avec de 1’eau riche en cyanobactéries ou de leur stockage a
méme le sol.
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| dentification des genres pathogenes

Figure 43 : Genres bactériens sélectionnés présents dans les échantillons. La « heatmap » représente I'abondance relative des genres
bactériens potentiellement pathogénes pour I’homme listés Tableau 11 en fonction des différents ordres de mammiféeres. Un
clustering hiérarchique des ordres de mammiféres basé sur I’'abondance relative des différents genres bactériens a été réalisé.

Un nombre total de 31 genres bactériens incluant des especes pathogenes pour 1’homme ont
été identifiés dans I'ensemble des données avec une abondance relative > 1% au sein des
échantillons, représentant 5178 OTUs. Le genre Clostridium (12,7%) suivi d’Enterococcus
(11,1%), Haemophilus (10%), Escherichia-Shigella (8,3%) et Sreptococcus (7,2%) sont les
plus abondants au sein des échantillons. En termes de diversité des OTUs, les principaux
contributeurs sont Bacteroides, Streptococcus, Clostridium sensu stricto 1, Escherichia-
Shigella, et Saphylococcus constituant environ 53 % des OTUSs « pathogénes » identifiés.
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La Figure 43 permet de représenter 1’abondance relative des différents genres bactériens
identifiés comme potentiellement pathogénes pour I’homme pour chacun des ordres de
mammiferes éudiés. Lacomposition détaillée par especes de mammiféres, en fonction du type
d’échantillons est fournie Figure 44.

Figure 44 : Abondance relative de chacun des genres bactériens listés Tableau 11 par espéces de mammiferes étudiées pour chaque
type d'échantillons.
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Afrosoricida

L’ordre Afrosoricida n’est représenté que par un seul échantillon tissulaire en provenance de la
République Démacratique du Congo, ce dernier est composé a plus de 60% par des reads
appartenant au genre Enterococcus. Les bactéries du genre Enterococcus sont considérées
comme indicatrices de contamination d’origine fécale (Afssa 2009), les « entérocoques »
participant alacomposition desfloresintestinales. Ces bactéries ubiquistes sont aussi présentes
dans les eaux useées, dans le sol et sur les végétaux par suite de contaminations fécales
(Dromigny 2011). Ainsi une telle prévalence au sein de 1’échantillon tissulaire suggére des
mauvaises conditions d’hygiéne (transport, éviscération, stockage) ayant résultées en une
contamination de laviande.

Artiodactyles

Laprévalence des genres identifiés comme « pathogenes » est largement supérieure au sein des
échantillons tissulaires par rapport a ceux oraux ou rectaux, en effet elle dépasse 60% pour 3
des espéces d’artiodactyles échantillonnées avec une abondance élevée des genres Clostridium
(15,6%), Enterococcus (10,1%), Proteus (6,5%), Acinetobacter (3,1%), Listeria (3,2%) et
Bacillus (2,8%). Le genre Clostridium regroupe a la fois des espéces non pathogénes pour
I’homme telle que Clostridium butyricum, mais aussi des especes secrétrices de toxines telles
que Clostridium tetani (agent du tétanos), Clostridium botulinum (agent du botulisme) et
Clostriudium perfringens (multiples infections aimentaires). L’homme Se contamine soit par
ingestion directe de toxines préformées dans 1’aliment (C.botulinum) ou de cellules végétatives
responsables de la production de toxines lors de leur sporulation (C. perfringens). La viande
crue peut, par exemple, étre contaminée par des spores de C.perfringens qui survivent en partie
a la cuisson, I’environnement anaérobie créé par le chauffage va alors favoriser la germination
des spores si le refroidissement de la viande n’est pas rapide. Un stockage a température
ambiante aprés la cuisson permet aux cellules végétatives de se développer et de se multiplier
(Bhunia 2007), ce qui augmente significativement le risque pathogéne pour I’homme, la dose
infectieuse éant estimée entre 107 et 10° UFC. S’il est avéré qu’il existe un portage
asymptomatique de ces pathogéenes dans la flore intestinale animale, ces bactéries sont aussi
largement hydrotelluriques, ubiquistes et peuvent étre introduites dans 1’aliment par le biais de
contaminations environnementales (Fosse 2004). Le genre Proteus, notamment Proteus
mirabilis, est aussi impliqué dans des maladies d’origine alimentaire (gastro-entérite, maladie
diarrhéique) et est a I’origine de ladétérioration des aliments notamment laviande crue. En tant
gu'agent pathogéne opportuniste de I'hnomme, Proteus est présent dans le tractus gastro-
intestinal, la peau et la muqueuse buccale des humains et des animaux, ainsi que dans les
matieres fécales, le sol, I'eau et les plantes. Ainsi, la détection de Proteus spp. dans cette éude
révele que les aliments concernés (ici notamment les échantillons tissulaires d’Okapia
johnstoni, et Cephalus dorsalis) ont été préparés dans des conditions peu hygiéniques (Y. Wang
et Pan 2014). Une forte abondance du genre Bacillus a éé noté au sein des échantillons
tissulaires de Tragelaphus spekii (Sitatunga), or s’il n’est pas rapporté dans la littérature de cas
de fievre charbonneuse (Bacillus anthracis) dans cette espéce, le grand koudou (Tragelaphus
strepsiceros) a été identifié comme I'h6te le plus important de la maladie dans les savanes de
I’ Afrique du Sud et du Zimbabwe (Mukarati et al. 2020) laissant supposer un portage possible
chez le Sitatunga. Le risque de contamination humaine est d’autant plus important lors du
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ramassage de carcasses trouvées en forét qui ne permet pas de juger de la santé de 1’animal
ante-mortem. Au regard de la sévérité de la maladie, la détection du genre Bacillus dans cette
espece ne doit donc pas étre négligée, méme s elle pourrait tout autant étre associée a la
présence d’espéces ubiquistes telluriques non pathogénes. Parmi le genre Listeria, Listeria
monocytogenes est responsable de la listériose humaine qui est I’une des infections d’origine
alimentaire les plus graves avec une létalité de pres de 30% (Dromigny 2011). Cette bactérie
saprophyte peut étre hébergée de maniére asymptomatique chez les artiodactyles (bovins, ovins,
caprins, suidés) (Fosse 2004), et a été isolée a la fois dans I’eau et le sol (Magalhdes et a. 2014).
Ainsi il est difficile de savoir si lacontamination des échantillons de Bos taur us et Cephal ophus
Spp. par Listeria résulte d’une contamination par la flore intestinale de I’hote ou de
I’environnement. Etant donné la faible prévalence de Listeria dans les écouvillons rectaux des
artiodactyles de 1’étude, il peut étre supposé une contamination majoritairement externe.

Méme si, comme précédemment explicité Chapitre | — Partie 1, |e stress pré-abattage peut étre
par exemple responsable d’une augmentation de la translocation bactérienne des intestins vers
lestissusmusculaires, il semble plus probable au regard des niveaux de contamination destissus
et du type de flore représenté que les différentes espéces bactériennes identifiées soient le
résultat de mauvaises pratiques d’hygiéne (accident d’éviscération, mains des manipulateurs
contaminées) et aient été massivement transférées de I’environnement a la viande au cours des
processus de production.

Au sein des écouvillons oraux, les genres Mannheimia (4,6%), Haemophilus (2,8%) et
Actinobacillus (2,9%) ont principalement été identifiés, tandis que la flore rectale est dominée
par Bacteroides (9,1%), Clostridium (7,3%) et Escherichia-Shigella (4,6%). L’excrétion fécale
de clostridies chez ces animaux peut ainsi étre responsable de la contamination des échantillons
tissulaires au cours de mauvaises pratiques de préparation de la viande (accident d’éviscération,
souillures fécales, etc...).

Etant donné le peu d’informations disponibles sur les communautés bactériennes orales et
fécales de 1a faune sauvage, il est difficile d’interpréter ce qui est « normal » de ce qui ne l’est
pas, quoiqu’il en soit le potentiel pathogéne pour I’homme des différents genres identifiés est
décrit Tableau 11.

Carnivora

Parmi les genres bactériens identifiés au sein des deux échantillons tissulaires de carnivores en
provenance de la RDC, 95% des lectures ont été associées au genre Clostridium. |l peut étre
nécessaire de rappel er que les échantillonstissulaires ont permis une moins bonne amplification
ADN, avec unediversité alpharéduite, ainsi laforte prévalence de Clostridium peut étre biaisée
par 1’absence d’amplification des autres communautés bactériennes. Le chiffre de 95% ne
fournit pas une information quantitative, ceci ne permet pas de déterminer la charge bactérienne
gue représente Clostridium au sein des tissus mais simplement de souligner que parmi les
bactéries amplifiées dans ces échantillons, 95% appartenaient au genre Clostridium. Au regard
de lasévérité des maladies induites par lestoxines de plusieurs espéces de Clostridium, il existe
un réel risque sanitaire lié ala consommation de ces produits carnés.

Au sein des échantillons oraux, les genres Actinobacillus (12,8%), Haemophilus (8,1%),
Mannheimia (4,4%), Clostridium (4,4%), et Streptococcus (4,1%) sont majoritairement
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représentés selon différentes proportions entres les especes. Actinobacillus, Haemophilus et
Mannheimia appartiennent a la famille des Pasteurellaceae, ce sont des genres commensatix
ubiquitaires du tractus respiratoire supérieur chez la plupart des mammiféres et constituent des
agents pathogenes opportunistes lorsque les défenses de I'h6te sont altérées et permettent la
croissance bactérienne (Slater 2007). Si le genre Actinobacillus est décrit comme responsable
d’infections de plaie chez I’homme lors de morsures par des chevaux (Actinobacillus equuli,
Actinobacillus lignieresii) ou des porcs (Actinobacillus suis), il n’est pas couramment identifié
lors de morsures par des carnivores (Abrahamian et Goldstein 2011). A contrario, les
streptocoques sont des bactéries aérobies communément identifiées au sein de plaies de
morsures de chien et de chat domestiques, notamment responsables de lymphangite
(Abrahamian et Goldstein 2011). Mannheimia haemolytica est responsable de pneumonies et
de septicémies hémorragiques chez les moutons, buffles et bovins ; chez I’homme cette espéce
bactérienne a é&té isol ée dans des cas d'endocardite, de septicémie et d'infection de plaies, méme
s latransmission zoonotique reste rare (Punpanich et Srijuntongsiri 2012). Plusieurs espéces
d'Haemophilus peuvent étre pathogenes pour I’homme dont la plus fréquente est H. influenzae
mais n’est pas une zoonose (Johnston et Apicella2009). Ainsi, les différents genres bactériens
identifiés au sein de laflore orale des carnivores peuvent présenter un potentiel pathogéne pour
I’homme, qui peut y étre exposé que ce soit lors de la chasse et capture des individus avec le
risque de morsures, par des aérosols ou encore lors de la consommation de fruits souillés par la
salive de ces animaux.

Concernant laflore fécale, Fusobacterium (31,1%) et Bacteroides (17,9%) sont les deux genres
largement majoritaires, ce qui est en accord avec les résultats de Zoelzer et a. (2021) ayant
identifié les Fusobacteriaceae comme famille bactérienne la plus dominante chez les carnivores
(notamment chez les Feloidea et Canoided). Bactéries de laflore endogéne, les bacilles a Gram
négatif anaérobies stricts (Bacteroides, Fusobacterium), font partie de la flore normale de la
cavité buccale, du tractus intestinal et du vagin (Renaud et a. 1994). Parmi les espéces de
Fusobacterium, Fusobacterium necrophorum est la plus virulente et est impliquée dans des
infections septiques secondaires a un traumatisme, une morsure, a la destruction des tissus, un
cedéme (KOndnen, Conrads, et Nagy 2015)... Ainsi ’homme peut par exemple s’infecter a la
faveur d’une plaie lors de la manipulation des carcasses au contact des féces d’animaux
excréteurs.

Hyracoida

Le premier point a souligner est la proximité de composition microbienne orale et fécale des
hyracoides et des lagomorphes. Ils sont caractérisés par 4 genres majoritaires: Moraxella
(16,3%), Streptococcus (13,3%), Haemophilus (11,9%) et Mannheimia (10,1%) pour les
écouvillons oraux et Escherichia-Shigella (26,9%), Mycoplasma (24,7%), pour les écouvillons
rectaux.

Le genre Moraxella regroupe des bactéries commensales du tractus respiratoire et génital. De
nombreuses espéces sont decritestelles que : M. lacunata, M. bovis ou encore M. osloensis, ces
espéces peuvent étre a I’origine d’infections des voies aériennes supérieures et de 1’ ceil (Berche,
Gaillard, et Simonet 1994). Ainsi il n’est pas surprenant d’identifier ce genre bactérien dans des
écouvillons oraux aux cotés d’autres Pasteurellaceae commensales des voies respiratoires. Le
groupe des « streptocoques oraux » (selon laclassification de Bentley et a. 1991) est un groupe
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tres hétérogene puisqu’il regroupe des streptocoques commensaux et des streptocoques
pathogenes « obligatoires » et responsables d’infections spécifiques comme les pneumocoques
(Streptococcus pneumoniae)(Renaud et a. 1994). 11 est donc difficile d’estimer le potentiel
pathogéne de ce genre bactérien, si ce n’est rappeler son implication possible dans des
infections de plaies |ors de morsures.

L es especes de mycoplasmes sont largement répandus dans la nature, ils ont été décrits chez de
nombreuses especes de mammiféres, oiseaux et plantes. Chez I’homme ils colonisent les
Mmuqueuses respiratoires et génitales. Sur les 15 espéces décrites chez 1’homme, seule
Mycoplasma pneumoniae posséde un pouvoir pathogene certain, les autres constituent
essentiellement des agents commensaux. L’excrétion fécale du genre Mycoplasma, tel qu’il est
constaté dans nos données chez les damans, est plutét décrite chez les oiseaux (Sawicka
Durkalec et al. 2021) (Ferguson-Noel et al. 2020), et peut laisser supposer un portage au niveau
du tractus intestinal dans cette espece. Au sein du genre Escherichia, E.coli est I’espéce type et
est une bactérie résidante du tube digestif de I’homme et des animaux homéothermes. Si la
majorité des souches sont de simples commensaux, certaines sont entéropathogénes pour
I’lhomme notamment les pathovars EHEC (Enterohaemorrhagic E.coli) et EPEC
(Enteropathogenic E.coli). Certaines souches sont aussi capables de produire des vérotoxines
(VTEC) ou des shigatoxines (STEC). Réguliérement, ces souches sont la cause d’intoxications
alimentaires via la consommation de produits animaux (viande ou produits laitiers) mal cuits
ou consommeés crus (Dromigny 2011). Dans le cadre de cette étude, il serait intéressant de
connalitre les souches d’E.coli impliquées afin de déterminer si elles peuvent constituer un
risque pour la santé humaine. Ainsi ces deux genres bactériens, Mycoplasma et Escherichia,
peuvent représenter un potentiel risque pour I’homme si la viande consommée se retrouve
contaminée par des souillures fécales.

Lagomorpha

Leslagomorphes présentent les mémes caractéristiques des flores oral es précédemment décrites
avec une forte prévalence d’Actinobacillus (30,5%), Haemophilus (15%), et Streptococcus
(8,4%). Au niveau de laflorerectale, une proportion significative de corynebactéries (6%) a été
identifiée. Au cours des dernieres années plus de 60 nouvelles espéces de corynebactéries ont
été décrites, une majorité d’entre elles étant impliquées dans des processus infectieux humain
et animal (Dias et a. 2011). Trois especes hotamment sont capables de produire une exotoxine
létale, la toxine diphtérique (DT) : Corynebacterium diphtheriae, C. ulcerans, et C.
pseudotuberculosis, les deux derniéeres especes présentant un potentiel zoonotique. C. ulcerans
a été isolée chez de nombreuses espéces d'animaux domestiques et sauvages, avec une part
importante des infections humaines résultant de la consommation de produits laitiers crus. La
manipulation d'animaux infectés et de leurs produits (boucherie par exemple) est également
source d'infections (Zasada 2014). C. pseudotuberculosis est une zoonose plus rare, et les
mémes modes de transmission sont impliqués. Chez les lagomorphes, il n’est pas rapporté
d’espéces de corynebactéries spécifiques ou de portage commensal, ainsi 1’excrétion fécale de
ce genre bactérien souleve des interrogations quant aux especes bactériennes impliquées et au
risque pathogene associé pour I’homme, notamment lors de la manipulation et préparation des
carcasses.
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Il peut étre remarqué une plusfaible diversité de genres pathogenes bactériens chez 1’espéce de
lapin domestique (Oryctolagus cuniculus) contrairement au liévre des savanes (Lepus
victoriae), cependant un seul échantillon issu de 1’espéce domestique a été réalisé.

Lipotyphla

Seuls un écouvillon oral et deux écouvillons rectaux caractérisent I’ordre Lipotyphla. La flore
orale est largement dominée par les streptocoques (31,3%). Lalittérature mentionne notamment
deux especes zoonotiques identifiées chez les hérissons: Streptococcus pyogenes, et
Sreptococcus dysgal actiae (Ruszkowski et al. 2021), potentiellement transmissibles a ’homme
lors de la manipulation des individus.

Les genres Escherichia-Shigella (19,7%), Clostridium (11,5%) et Klebsiella (10%) sont les
principaux contributeurs des écouvillons rectaux. Les bactéries du genre Klebsiella sont
largement ubiquistes danslanature, tant dansle sol que dans|'eau et participent alaflore gastro-
intestinale normal e des animaux homéothermes. Les Klebsiella ne sont pas considérées comme
principaux agents pathogenes entériques ou alimentaires, mais leur réle dans les maladies
intestinales ne peut étre exclu. En effet, elles ont été identifiées dans de nombreuses denrées
aimentaires (Cooney et al. 2014), avec notamment I’isolement de Klebsiella spp.
multirésistantes dans des produits carnés (Gundogan 2014) (Theocharidi et a. 2022).
Cependant contrairement aux autres coliformes, les especes de Klebsiella existant aussi dans
I’environnement, leur présence dans les aliments ou l'eau avec d'autres Enterobacteriaceae
n'indique pas nécessairement une contamination fécale. Quoiqu’il en soit, I’ensemble de ces
informations soulignent une nouvelle fois I’importance des pratiques d’hygiéne contrdl ées dans
la préparation des carcasses afin d’éviter la contamination des tissus avec des bactéries
d’origine fécale ou environnementale.

Macroscelidea

I existe un seul échantillon tissulaire appartenant a 1’ordre des Macroscelidea dans nos données,
l[imitant son interprétation. 83% des espéeces bactériennes identifiées dans cet échantillon
appartiennent au genre Clostridium. De la méme maniére que pour les échantillons tissulaires
des carnivores, s’il est probable que cette contamination soit d’origine exogene, la pathogénicité
associ ée a certaines especes de clostridie suggere un réel risgue sanitaire lié alaconsommation
de ces produits carnés.

Pholidota

Quatre types d’échantillons ont éé réalisés afin d’investiguer la diversité microbienne
vectorisée par les pangolins : écouvillons oraux et rectaux, feces, tiques.

La flore buccale des pangolins présente la particularité, dans cette étude, d’étre riche en
bactéries habituellement commensales de la flore intestinale avec notamment Enterococcus
(12,1%), Escherichia-Shigella (4,6%), et Bacillus (1,04%). Cette caractéristique peut ére
directement consécutive au régime aimentaire myrmécophage et termitophage de ces
mammiféres ingérant une grande quantité de terre lors de leur prise alimentaire, terre qui peut
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notamment avoir été souillée par des feces. Par ailleurs, ce régime alimentaire particulier peut
auss avoir conditionné le développement microbien de la cavité buccale des pangolins en
influant sur différents paramétrestels que le pH, et en fournissant des ressources nutritionnelles
exercant une pression sélective sur les microorganismes (Corngjo Ulloa et al. 2019)
(Santonocito et a. 2022).

Une grande proportion de clostridies a été identifiée au sein des feces (34,9%). Or comme
précédemment cité, les bactéries du genre Clostridium sont largement répandues dans les sols
et I’eau ou elles survivent grace a leurs spores, ainsi une contamination environnementale des
échantillons pouvait étre avancée. Cependant, les écouvillons rectaux permettent de confirmer
laforte prévalence de ce genre bactérien au sein de laflore intestinale de ces mammiféres. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Maet a. (2018) qui ont identifié 57 especes de clostridies
au sein du microbiome intestinal du pangolin javanais dont notamment Clostridium botulinum.
Or les neuro-exotoxines botuliniques sont parmi les substances biologiques les plus toxiques
pour I’homme, 1g de toxine de type A pouvant théoriquement tuer 100 millions de personnes
(Fosse 2004). Clostridium botulinum, par I’extréme gravité des signes cliniques qu’il induit
chez I’homme, est un danger majeur pour le consommateur.

L’investigation microbiologique des tiques Amblyomma compressum, hautement spécifiques
des pangolins (Uilenberg, et a 2012), a permis de révéler I’abondance des genres bactériens
suivants : Rickettsia (20,6%), Francisella (12,9%), et Klebsiella (8,6%). Les rickettsies sont
des bactéries strictement intracellulaires, et possedent comme caractéristique commune d’étre
associ ées a des arthropodes piqueurs (acariens ou insectes) qui sont vecteurs et
éventuellement tout ou partie réservoir des bactéries. Ainsi les rickettsies sont inoculées a
I’homme lors d’un repas sanguin, Rickettsia africae est par exemple responsable de lafievre a
tique africaine chez I’homme et a précédemment été isolé chez Amblyomma compressum
(Mediannikov et al. 2012). Dans nos échantillons de tiques, I’espéce Rickettsia raoultii a éé
identifiée avec une similarité de 100% dans |a base de données SilvaNGS (T ableau 15). Des
cas d’infections humaines avec cette bactérie sont décrites dans la littérature (Jia et al. 2014),
responsable notamment d’asthénie, anorexie, nausées, et d’éruptions cutanées érythémateuses.
De fagon surprenante, cette rickettsie n’est décrite que dans des espéces de tiques asiatiques
ou européennes (Mediannikov et al. 2008) et n’est pas mentionnée en Afrique, obtenir la
sequence génétique de la bactérie permettrait donc de confirmer son identification et sa
premiére mention en Afrique ou de révéler une nouvelle séquence proche de celle de
Rickettsia raoultii. Ehrlichia chaffeensis, agent de 1’ehrlichiose monocytaire humaine, a aussi
€té extrait de nos échantillons (Tableau 15). Si les cerfs de Virginie aux Etats-Unis
constituent le principal réservoir de lamaladie, cette bactérie reste sous-diagnostiquée dans
les pays d’ Afrique sub-saharienne (Esemu, Ndip, et Ndip 2011) (Ndip et a. 2009) (Brouqui et
al. 1994). Ces informations soulignent 1I’implication potentielle des pangolins en tant qu’hote
réservoir de bactéries zoonotiques. Le genre Francisella inclut notamment Francisella
tularensis responsable de la tularémie, zoonose infectieuse a déclaration obligatoire en France
dont la transmission s’effectue en partie par de nombreuses especes de tiques. Cependant si la
tularémie est suspectée présente en Afrique, un seul cas humain a pour I’instant été identifié
(Njeru et a. 2017). La forte prévalence d’Enterobacteriaceae telles que Klebsiella au sein
d’espéces de tiques dures (Khalaf et al. 2018) soutient 1’hypothése de leur implication
potentielle dans la transmission de ces bactéries, que ce soit a I’animal ou a ’homme.
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Ainsi, la manipulation, le commerce illégal et la consommation de pangolins, expose donc
I’homme a des bactéries pathogenes notables, responsable de maladies humaines, que ce soit
directement par contact avec 1’animal (fluides, féces) ou par 1’exposition a de potentiels
vecteurs (tiques notamment).

Primates

Les échantillons tissulaires des primates sont caractérises par les genres Enterococcus (12,7%),
Bacillus (6,6%), Acinetobacter (5,1%), Listeria (4,4%), Proteus (4,3%), et Clostridium (4,9%),
avec des variations importantes de ces proportions en fonction des especes.

Dans I’espéce Cercopithecus ascanius, 40 % des lectures identifiées appartiennent au genre
Listeria. Cesrésultats font écho a ceux de Chaber et Cunningham (2016), qui ont dénombré un
nombre important de Listeria spp. dans des prélevements de viandes de primates saisies a
I’aéroport Paris Charles de Gaulle. La contamination de la viande par Listeria peut résulter
d’une contamination fécale lors de 1’abattage, ou étre secondaire a des mauvaises pratiques
d’hygieéne (contamination environnementale, surfaces de travail contaminées, contamination
par le manipulateur, etc...) (Fosse 2004). Listeria monocytogenes possede notamment la
capacité d’adhérer aux surfaces et de facilement former des biofilms par exemple sur les
couteaux utilisés pour découper la viande, ce qui est corrdlé & sa persistance dans
I’environnement (Colagiorgi et a. 2016). Des recherches supplémentaires seraient nécessaires
afin d’éablir I'origine des espéces de Listeria isolées dans cette étude. Aucune donnée n'a été
recueillie sur le mode de mise a mort, les conditions d'éviscération, le stockage de la carcasse
et I’inspection de celle-ci, mais ces informations pourraient étre utiles pour l'interprétation des
résultats.

Parmi les 3 échantillons identifiés comme Cercopithecus mitis/nictitans, une forte proportion
du genre Bacillus a été isolé. Si la majorité des Bacillus ne sont pas pathogéenes, plusieurs
espéces sont impliquées dans |a production de toxines, notamment des toxines émétiques et des
entérotoxines diarrhéiques. De par leur abondance dans le sol et leur capacité a former des
endospores résistantes a des conditions environnementales extrémes, les bacilles notamment
Bacillus cereus peuvent contaminer pratiquement toutes |es matieres premieres. L'intoxication
alimentaire a Bacillus cereus peut étre causée soit par |'ingestion d'un grand nombre de cellules
bactériennes et/ou de spores dans des aiments contaminés (type diarrhéique), soit par
I'ingestion d'aliments contaminés par une toxine préformée (type émétique). La cuisson de la
viande peut ne pas étre suffisante pour détruire les endospores, ou les toxines (toxine émétique
thermorésistante), ainsi la majorité des aliments associés a des toxi-infections a B. cereus ont
subi une étape de cuisson mais non suivie par un refroidissement permettant de limiter la
germination des spores (Authority (EFSA) 2005).

Excepté Enterococcus, 1’ensemble des genres identifiés dans ces échantillons tissulaires
présente la particularité d’étre tout autant ubiquistes dans I’environnement que commensaux du
tube digestif. Ainsi il est difficile de déterminer la source primaire de contamination ; quoiqu’il
en soit la prévaence de ces pathogénes indique un risque sanitaire notable associé a la
consommation de ces produits.
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Rodentia

L’ordre des rongeurs est caractérisé par la plus grande diversité de genres bactériens listés
comme potentiellement pathogéne pour I’homme.

Haemophilus (18,8%), Streptococcus (11,8%), Actinobacillus (4,6%), et Enterococcus (4%)
constituent les principaux contributeurs de laflore orale, cependant unelarge diversité de genres
minoritaires sont aussi identifiéstels que Fusobacterium, Neisseria, Helicobacter, Escherichia-
Shigella, Corynebacterium, Clostridium, Staphylococcus. .. Le genre Neisseria, non mentionné
précédemment, est commensal des muqueuses et a été isolé chez plusieurs especes animales
notamment dans des cas de morsures de chats et de chiens, méme si peu d’études ont été menées
a ce sujet (C. Wang et a. 2016) (Merlino et a. 2021). Deux espéces sont principalement
impliquées dans des infections humaines Neisseria meningitides et N. gonorrhoeae, les autres
especes pouvant étre des pathogénes opportunistes.

La flore rectale des rongeurs se distingue par la forte abondance du genre Campylobacter
(11,3%), déja noté sur la Figure 41. La transmission de Campylobacter spp. a I’homme est
essentiellement d’origine alimentaire. En effet, ce genre regroupe plusieurs espéces de bactéries
avec un pouvoir pathogene variable, et dont |e portage est asymptomatique chez de nombreuses
espéces animales au sein de leur tube digestif. L’homme s’infecte par consommation d’aliments
contaminés (viande et abats) dont la cuisson est insuffisante, par boisson d’eau contaminée, ou
par contact direct avec des animaux excréteurs (Kvasvig et a. 2014). Aingi, les oiseaux par
exemple sont considérés comme le réservoir naturel de C. jgjuni principale cause d’infections
alimentaires aux Etats-Unis et dans le monde (Dromigny 2011) (21 274 déces ont été attribués
aux campylobactéries en 2010 dans le monde (World Health Organization 2015)). Elles
représentent une des principales causes de gastro-entérite chez 1’homme, notamment chez les
jeunes enfants dans les pays en dével oppement. Les maladies gastro-intestinales ne sont pasles
seules préoccupations de santé publique concernant ces bactéries puisque des recherches
récentes ont permis de mettre en évidencele réleimportant joué par I'infection a Campyl obacter
dans I'éiologie du syndrome de Guillain-Barré, maladie neurologique grave (Kvalsvig et a.
2014). Dans la littérature il est fait mention de C. jgjuni, C. coli, C. hyointestinalis dans le
contenu digestif des rongeurs (B. G. Meerburg et a. 2006). Parmi les éudes conduites sur la
prévaence de Campylobacter sp. chez les rongeurs, moitié d’entre elles ont été réalisés sur des
féces impliquant une possible contamination environnementale (Bastiaan G Meerburg et
Kijlstra 2007). Les deux études ayant utilisées des écouvillons rectaux ont permis de mettre en
évidence des prévalences respectives de 77% (campagnol roussétre) et de 0% (non défini)
(Bastiaan G Meerburg et Kijlstra2007). Notre éude a, quant aelle, permisderévéler le portage
intestinal de campylobactéries dans plusieurs espéces de rongeurs africains (Arvicanthis
niloticus, Cricetomys gambianus, Xerus erythropus, Thyonomys swinderianus) avec des
abondances relativement élevées notamment chez le rat de Gambie (> 30%), ce risque
zoonotique n’ayant pas ét¢é mentionné dans les précédentes revues de littérature chez ces
especes (Kurpiers et al. 2015) (Van Vliet et a. 2017). L’identification spécifique des
campylobactéries n’a pas été possible avec la base de données SILVA NGS, I’amplification et
le séquencage du genre Campylobacter dans les échantillons rectaux des rongeurs permettrait
ainsi de proposer une meilleure estimation du risgue zoonotique associé a ces bactéries.

Les échantillons tissulaires sont représentés par le méme type de flore que précédemment
évoqué dans les autres ordres de mammiféres avec des genres caractéristiques d’une
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contamination fécale et/ou environnementale : Escherichia-Shigella (23,4%), Enterococcus
(5,9%), Bacillus (3,9%), Bacteroides (2,6%), Clostridium (2,4%).

Recherche spécifique d’agents pathogenes

Pour certaines OTUSs, la base de données Silva NGS a été capable de proposer une assignation
taxonomique jusqu’a I’espéce bactérienne méme si cela ne concerne qu’une faible proportion
des données. Une recherche manuelle aainsi permis d’identifier au sein de nos échantillons de
nombreuses especes bactériennes (Annexe 31) listées comme responsables de maladies
infectieuses émergentes pour I’homme (Jones et al. 2008). Le Tableau 15, ci-dessous, détaille
I’occurrence de plusieurs de ces espéces d’intérét sanitaire, médical et vétérinaire majeur.

Tableau 15 : Espéces bactériennes pathogénes pour 'homme identifiées dans les échantillons

Espéces bactériennes

Bacillus anthracis

Bordetella pertussis

Campylaobacter fetus

Clostridium botulinum

Clostridium perfringens

Clostridium tetani

Ehrlichia chaffeensis str.

Wakulla

Nombre
d’OTUs

1

Nombres
dereads

1

7332

171

134 550

240

Type d’échantillons
identifies (Nb)
Tissu (1)

Ecouvillon ora (13),
Ecouvillon recta (2),
Feéces (1), Tissu (1)

Ecouvillon ora (4)

Ecouvillon recta (3),
Feces (16), Tissu (1)

Ecouvillon oral (11),
Ecouvillon rectal (12),
Feces (5), Tissu (11)

Ecouvillon oral (2)

Tique (2)

Espéeces de mammiferes

Atherurus africanus (1)
Oryctolagus cuniculus (1)
Rattusrattus (1)

Lepus victoriae (3)
Cricetomys gambianus (1)
Phataginus tricuspis (2)
Thyonomys swinderianus (6)
Phataginus tetradactyla (1)
Arvicanthis niloticus (1)
Cephalophus dorsalis (1)
Dendrohyrax interfluvialis (2),
Herpestes |chneumon (1),
Arvicanthis niloticus (1)
Thyonomys swinderianus,
Philantomba walteri
Tragelaphus scriptus
Smutsia gigantea
Phataginus tetradactyla (12)
Phataginus tricuspis (3)
Pan troglodytes

Herpestes | chneumon (9)
Genetta spp. (5)

Xerus erythropus (2)
Atelerix albiventris

Lepus victoriae
Phataginus tricuspis (5)
Crossarchus obscurus (2)
Cricetomys gambianus
Philantomba walteri
Atherurus africanus (3)
Cephalophus spp.
Tragelaphus spekii

Smutsia gigantea
Phataginus tetradactyla
Cephalophus dorsalis (3)
Pan troglodytes
Philantomba monticola
Thyonomys swinderianus
Heliosciurus gambianus
Phataginus tetradactyla (Amblyomma
compressum)
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Erysipelothrix rhusiopathiae

Escherichi coli O157:H7

Fusobacterium necrophorum

Haemophilus influenzae

Klebsiella pneumoniae

Mannheimia haemolytica
Mycobacterium tuberculosis

Mycoplasma pneumoniae

Pasteurella multocida

Proteus mirabilis

1 2387

1 3

1 3271

1 2781

2 190 141
1 4

1 58

1 2

1 535

2 224 653

Tissu (15)

Ecouvillon rectal (3)

Ecouvillon oral (11),
Ecouvillon rectal (4),
Tissu (1)

Ecouvillon ora (5)

Ecouvillon ord (22),
Ecouvillon rectal (47),
Tique (3), Tissu (19)

Ecouvillon ora (1)
Ecouvillon rectal (2)

Ecouvillon ord (2)

Ecouvillon oral (14)

Ecouvillon ora (4),

Ecouvillon rectal (12),
Féeces (1), Tissu (38)

Okapia johnstoni
Cephalophus dorsalis (6)
Pan troglodytes (5)
Cephalophus dorsalis
Cercopithecus mitig/nictitans (2)
Dendrohyrax interfluvialis
Cricetomys gambianus
Xerus erythropus
Dendrohyrax interfluvialis (9)
Rattus rattus

Thyonomys swinderianus
Lepus victoriae

Herpestes |chneumon
Tragelaphus scriptus
Cricetomys gambianus
Philantomba walteri
Cephalophus dorsalis
Thyonomys swinderianus (5)
Lepus victoriae (11)
Cricetomys gambianus (4)
Rattus rattus

Oryctolagus cuniculus

Her pestes |chneumon (4)
Dendrohyrax interfluvialis (9)
Xerus erythropus (6)
Genetta sp. (13)

Atelerix albiventris (2)
Philantomba walteri (5)
Heliosciurus gambianus
Arvicanthis niloticus (9)
Thyonomys swinderianus (2)
Nandinia binotata
Tragelaphus scriptus
Atherurus africanus (2)
Phataginus tetradactyla (3)
Phataginus tricuspis
Cephalophus dorsalis (12)
Pan troglodytes (4)
Cercopithecus hamlyni
Cercopithecus mitig/nictitans (3)
Herpestes |chneumon
Lepusvictoriae

Thyonomys swinderianus
Thyonomys swinderianus,
Heliosciurus gambianus
Dendrohyrax interfluvialis
Xerus erythropus (2)
Heliosciurus gambianus (2)
Genetta sp. (2)

Thyonomys swinderianus
Tragelaphus scriptus (2)
Philantomba wal sppteri
Cricetomys gambianus
Herpestes | chneumon (2)
Herpestes |chneumon (6)
Dendrohyrax interfluvialis
Atelerix albiventris
Thyonomys swinderianus (3)
Genetta sp. (6)

Okapia johnstoni (2)
Cephalophus dorsalis (18)
Pan troglodytes (11)
Philantomba monticola (2)
Xerus erythropus
Heliosciurus gambianus
Tragelaphus spekii
Phataginus tetradactyla
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Cercopithecus mitig/nictitans (2)
Cephalophus silvicultor

Ecouvillon oral (3), Her pestes | chneumon,

Salmonella enterica 1 7 Ecowvillon rectal (3) ;tl\)//l%r;?]rtlxz ﬁ:\lnorltljfrulsa(r;;s ),
cooalonora ), ST s
Saphylococcus aureus 1 4 Ecouvillon rectal (1), Tragelaphus spekii
Tissu (2) Cercopithecus mitig/nictitans
Rickettsia raoultii 1 62 079 Tique (2) E::Eﬂgﬂ)aradadyl  (Amolyomma
Vibrio cholerae 1 23 EF:;JJVH)O” haal 8%%?3#5532:% ilf

La présence de certains agents pathogénes d’intérét dans nos échantillons suggere fortement
gue la transformation et la consommation de viandes de brousse peuvent contribuer a la
propagation de zoonoses et de maladies d’origine alimentaire al'homme.

Par exemple, une séquence similaire a Bacillus anthracis (1 OTU) a été identifiée dans
I’échantillon tissulaire d’un athérure africain (Atherurus africanus). L’homme peut contracter
la fiévre charbonneuse par contact avec des spores (voie cutanée ou respiratoire), ou apres
consommation de viande contaminée; ainsi la présence de la bactérie dans cette denrée
alimentaire représente un risque sanitaire majeur pour I’homme méme si la dose infectieuse par
voie digestive n’est pas référencée. Lesrongeurs ne constituent pas les principaux réservoirs de
la bactérie, cependant peu d’études ont discuté de leur réceptivité dans la nature. La revue de
Bakhteeva et Timofeev (2022) défend I’hypothése selon laquelle le régime alimentaire des
rongeurs associé aleur digestion rapide leur conféere une certaine résistance. Ainsi, la présence
de cette bactérie dans les tissus d’un athérure peut le plus probablement s’expliquer par une
contamination environnementale post-mortem (persistance des spores dans 1’environnement),
plutot que par I’infection de 1’animal hote.

Parmi les espéces de clostridies isolées dans nos échantillons, les trois espéces d’intérét
Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Clostridium perfringens ont été identifiées.
Clostridium botulinum a majoritairement été échantillonné dans les féces de pangolins mais n’a
pas été isolé dans les écouvillons rectaux de ces mémes especes, il est ains possible que les
especes présentes soit issues du sol, qui constitue I’habitat principal de cette bactérie. Il n’en
demeure pas moins que le genre Clostridium alargement été isolé dans les écouvillons rectaux
de pangolins, d’autres espéces étant potentiellement impliquées. Clostridium perfringens est
répandu dans nos données que ce soit par portage buccal et rectal, ou dans les échantillons
tissulaires, celasouligne alafois une excrétion intestinale de labactérie par les animaux en tant
qu’hotes réservoirs et une souillure résultante des tissus destinés ala consommation. Or comme
précédemment expliqué, la présence de Clostridium perfringens dans la viande est
problématigque, notamment puisque la cuisson ne permet pas d’éiminer totalement les spores
bactériennes mais autorise au contraire leur germination en I’absence de réfrigération
secondaire, réfrigération qui n’est pas disponible pour une majorité de la population d’Afrique
centrale (cf. 0,4% de la population rurale de RCA seulement ayant acces a 1’électricité).

Mycobacterium tuberculosis est un agent de latuberculose dont 1’homme constitue le principal
réservoir. Certains animaux tels que les chiens (Mentula et a. 2020), les cochons (LoBue,
Enarson, et Thoen 2010), ou les cochons d’inde (Gao et a. 2018), vivant a proximité des
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hommes y sont également sensibles et peuvent étre aleur tour vecteurs d’infection. Ce bacille
est un cas intéressant de zooanthroponose, en effet les animaux domestiques s’infectent
majoritairement par 1’inhalation d’aérosols issus d’humains contaminés (Mentula et al. 2020).
Ainsi le portage rectal de cette bactérie chez un lagomorphe et un rongeur dans notre étude
souléve la question des liens épidémiologiques qui peuvent exister entre certains nuisibles et
I’homme dans la propagation de la tuberculose en Afrique équatoriale. Cette question est d’un
intérét majeur puisque latubercul ose constitue une des principal es causes de mortalité humaine
notamment en Afrique, avec plus de 417 000 déces recensés en 2016 (OMS Afrique).
L’épidémie est notamment corrélée a laforte prévalence du VIH sur le continent, puisqu’il est
estimé que les personnes porteuses du virus présentent 20 a 30 fois plus de risque de contracter
une forme active de tuberculose (Larson et a. 2017). Le rble des rongeurs et des lagomorphes
dans la dissémination de la bactérie reste a déterminer, en effet bien qu’ils ne soient pas des
hotes réservoirs de Mycobacterium tuberculosis, ils sont susceptibles d’y étre infectés
puisqu’ils sont utilisés comme modéles de laboratoire pour 1’étude de la bactérie (Manabe et al.
2003) (Cooper 2015). Aingl, il peut étre supposé que les deux individus aient été infectés a la
faveur d’un contact rapproché avec I’homme et puissent servir de vecteurs secondaires
d’infection notamment lors de leur manipulation au cours de la chasse. L hypothése d’une
contamination humaine des 2 échantillons lors des prél évements ne peut étre exclue.

Si Klebsiella pneumoniae est un agent pathogéne opportuniste chez 1’homme, habituellement
commensal du tractus respiratoire et digestif de nombreuses espéces comme en témoignent nos
résultats, I’augmentation de la prévalence de souches virulentes et résistantes aux antibiotiques
constitue une menace croissante pour la santé humaine, notamment en Afrique (Ssekatawa et
al. 2021). D’autant plus que les cas d'infections nosocomiaes a K. pneumoniae sont fréquents
dans les centres de santé africains (Douti et al. 2018). Il serait ainsi intéressant de déterminer si
lafaune sauvage participe ala propagation de ces souches multi-résistantes.

Vibrio cholerae fait partie des trois catégories de souches de Vibrio présentant un niveau
important de risque par voie aimentaire (Dromigny 2011). Cette espéce est intéressante a
détailler ici puisqu’elle usuellement associée a des maladies d’origine hydrique. En effet, le
choléra est une maladie strictement humaine dont la transmission s’effectue principalement
d’homme a homme par contact avec des fluides (vomissements, selles, sueur, ...), ainsi
I’évacuation des eaux usées dans les effluents constitue une voie majeure de contamination. Les
denrées adimentaires initiadlement exemptes de V. cholerae peuvent alors étre contaminées
lorsquiils sont nettoyés avec de I'eau, mélangés a d'autres aiments contaminés, ou par
I'intermédiaire des personnes qui manipulent les aliments. Ces voies de transmission peuvent
expliquer la contamination de 1’échantillon tissulaire du Céphalophe & bande dorsale, tandis
que la positivité¢ de 1’écouvillon rectal peut résulter d’une contamination au cours du
prélévement. Cet exemple souligne I’importance d’intégrer I’ensemble des étapes de production
de la viande de brousse dans I’évaluation des risques sanitaires liés a leur consommation, et non
pas uniquement les risques intrinseques alafaune sauvage, puisgue les aliments se contaminent
tout au long delafiliére. L'améioration del'accés global al'eau, al'assainissement et al'hygiéne
(WASH) constitue ainsi une étape essentielle pour réduire la prévalence des maladies d’origine
alimentaire en Afrique.

Au sein du genre Listeria, Listeria monocytogenes n’a pas été identifié sur la base de données
Silva NGS, un séquengage ciblé permettrait de confirmer ou d’infirmer sa présence notamment
dans les échantillons tissulaires. De la méme maniére, comme précédemment évoqué, le genre
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Campylobacter n’a pas donné lieu a 1’identification d’espéces pathogeénes notables (C. jejuni,
C. coli, C. hyointestinalis) chez les rongeurs, or il serait intéressant de déterminer quelles
especes sont vectorisées par ces mammiferes puisqu’ils représentent un enjeu de santé publique
en Afrique tropicale avec notamment le développement de ’aulacodiculture, et de ferme a
rongeurs (Thryonomys swinderianus).

Contrairement a la discussion préalable sur les maladies d’origine alimentaire les plus
prévalentes en Afrique tropicale (Chapitre | — Partie 1), I’espéce Salmonella enterica
responsabl e detoxi-infections alimentaires et de fiévres typhoides/paratyphoides chez I’homme
n’a pas été identifiée dans un large panel d’échantillons de notre étude. Cependant, il est tout
aussi probable que différentes OTUs associées a cette espéce bactérienne n’aient été assignées
qu’au rang du genre bactérien ne nous permettant pas d’estimer la réelle distribution de la
bactérie dans nos données.

Par souci de concision, il n’est pas envisageable de détailler I’ensemble des espéces
bactériennes pathogenes identifiées (Tableau 15 ; Annexe 31), cependant I’ensemble de ces
résultats soulignent la diversité des risques bactériens auxquels I’homme s’expose lors de la
manipulation et de la consommation de viande de brousse. Il serait intéressant d'envisager un
séquencage plus étendu des échantillons dintérét afin de caractériser plus précisément les
risques associés a ces pathogenes potentiels.
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3. Discussion

Uniformiser les protocoles

Les différences significatives de diversité apha entre les différents types d’échantillons et
modes de préservation interrogent sur la stratégie d'échantillonnage optimale a appliquer pour
les études de métabarcoding fondées sur le gene ARNr 16S. Dans le cadre de notre étude, les
échantillons oraux et rectaux préservés dans une solution tampon spécifique (NORGEN) ont
permis d’obtenir les plus hauts niveaux de diversité bactérienne (diversité alpha), a contrario
des échantillons tissulaires et des feces préservés dans de 1’éthanol, RNA Later ou congelés. Ce
tampon NORGEN empéche la croissance bactérienne et fongique, et permet de conserver les
échantillons a température ambiante pendant une longue période (deux ans) sans affecter la
gualité de I'échantillon (Swab Collection and DNA Preservation System, Norgen, Canada).
Ainsi, notre étude a permis de démontrer que ce protocole de prélévement et d’extraction fournit
de bons résultats d’amplification et que les écouvillons oraux et rectaux constituent des matrices
de choix pour 1’étude par métabarcoding des communautés bactériennes vectorisées par la
viande de brousse. Cependant il est difficile de déterminer si lafaible diversité microbienne des
échantillons tissulaires est corrélée aux modes de préservation, qui n’auraient pas permis de
conserver efficacement 1’information ADN, ou si elle refléte une réelle « stérilité » des tissus.
En effet, comme il le sera détaillé par la suite, les muscles des animaux sains ne contiennent
gue peu ou pas de micro-organismes, la viande se contamine majoritairement au cours des
différents processus de production (abattage, éviscération, transport, stockage) (Bantawa et a.
2018). Il aurait ainsi été pertinent de comparer la contamination superficielle et profonde des
échantillons tissulaires selon les mémes modes de préservation afin de pouvoir conclure a un
effet de « stérilité » des tissus profonds (Chaber et Cunningham 2016) qui expliquerait la plus
faible amplification de ces échantillons dans notre étude. Le choix du type d’échantillons
dépend des objectifs de 1’étude, ainsi si les écouvillons oraux et rectaux permettent une
meilleure amplification des communautés bactériennes, ils ne permettent pas d’investiguer la
contamination résultante de la viande et des risques consécutifs pour le consommateur. |l
n’existe donc pas a ce jour de consensus clair sur les meilleures pratiques a appliquer pour la
collecte et la préservation d’échantillons dans | e cadre d”une étude du microbiome 16S (Pollock
et a. 2018). De la méme maniere, en microbiologie aimentaire, il n'existe pas encore de
procédures normalisées pour les analyses fondées sur le séguencage du géne ARNr 16S,
contrairement aux techniques de mise en culture habituellement utilisées (Maillet et a. 2021).
L'effet des types d'échantillons et des modes de conservation sur les niveaux de diversité
bactérienne devrait ainsi étre évalué plus en détail dans des études ultérieures.

Avantages et limites du metabarcoding dans [’étude des communautés microbiennes

L’utilisation du séquencage haut-débit du gene ARNr 16S nous a permis d’accéder a plus de
1541 genres bactériens et d’identifier dans nos données au moins 65 espéces bactériennes avec
un potentiel pathogene pour I’homme (Annexe 31). Ces résultats sont supérieurs a ceux
précédemment publiés sur la viande de brousse (B. Dell 2020), et témoignent de la sensibilité
de cette technique vis-a-vis de la mise en culture bactérienne (Bachand et a. 2012) (Chaber et
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Cunningham 2016). Le métabarcoding, fournissant des milliers de séquences a partir d'un
échantillon, se révéle étre une technique de choix pour le criblage de la diversité des
communautés bactériennes. Cependant, plusieurs parametres ont pu impacter lareprésentativité
des communautés identifiées dans notre étude. Par exemple les différents taxons bactériens ne
partagent pas tous la méme force d’adhésion aux tissusmugueuses ni la méme sensibilité ala
lyse. Latechnique de prélevement (écouvillon) et le protocole d’extraction utilisé ont ainsi pu
influencer lesrésultats (Maillet et al. 2021). De plus, bien que nous ayons pu identifier plusieurs
especes bactériennes dans la base de données Silva NGS, |e séguengage d’un fragment du gene
del’ARNTr 16s ne fournit pas une résolution suffisante pour identifier laplupart des bactéries au
niveau de |'espéce.

Aujourd’hui en hygiéne des aliments, le métabarcoding est surtout utilisé pour I’identification
des especes animal es dans des produits transformeés (Xing et al. 2019) (Dobrovolny et al. 2019),
et I’évolution de la flore microbienne au cours des processus de stockage (Maceé et a. 2013).
Nos résultats laissent envisager 1’utilisation d’une telle méthode pour la surveillance sanitaire
des aliments. Cependant il faut souligner certaines limites, en effet cette méthode moléculaire
ne permet pas de distinguer des bactéries mortes de celles viables, ni d’apprécier les capacités
de croissance et de dével oppement de ces organismes sur des matrices alimentaires. || convient
ains de rappeler que la présence de matériel génétique bactérien ne confirme pas
nécessairement sa capacité infectieuse. Par ailleurs, elle ne permet pas non plus de réaliser une
évaluation quantitative de la contamination microbienne, or ce parametre est déterminant
puisgue les normes | égidlatives relatives ala sécurité microbiol ogique des denrées alimentaires
s’appuient sur des « limites microbiologiques », qui définissent les valeurs au-dela desquelles
une denrée alimentaire est contaminée de maniere inacceptable par les micro-organismes et
représente donc un risque pour la santé humaine (Dromigny 2011).

Dans I’industrie agro-alimentaire, le séquencage de génomes complets (Whole Genome
Sequencing) basé sur les séquenceurs NGS de derniére génération se développe (Brown et al.
2019). En effet, cette méthode permet notamment la détection et la tracabilité des foyers de
maladies d’origine alimentaire, I’identification et la caractérisation plus précise (résistance
antimicrobienne, virulence, etc.) des micro-organismes, ainsi que lacomparai son des séquences
génétiques. Couplé a I’analyse des SNPs (Single Nucleotid Polymorphism), ou au typage multi-
loci cgMLST (core genome MultiLocus Sequence Typing), cette technologie autorise par
exemple e sérotypage et | e sous-typage en routine des souches Salmonella et Listeria (Jackson
et a. 2016) (Moura et a. 2017). Que ce soit dans une démarche proactive, avec 1’analyse
systématique des autocontréles non-conformes sur les chaines de production aimentaire ou
bien ponctuellement en cas de crise lors d’une épidémie, ces nouvelles approches semblent
dessiner le futur de la surveillance sanitaire des aliments dans les pays industrialises.
Cependant, ces méthodes restent ancrées dans la pratique traditionnelle de laboratoire qui
consiste a sélectionner et a cultiver un seul isolat (Billington, Kingsbury, et Rivas 2022). Les
approches métagenomiques, y compris métabarcoding, offrent quant a elles la possibilité
didentifier directement 1’ensemble des communautés microbiennes présentes dans un
échantillon et pourraient faire partie de la prochaine révolution dans le diagnostic de la sécurité
des aliments.
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Consommer et manipuler de la viande brousse expose [’homme a des dangers bactériens

Cette étude visait a répondre au vide scientifique concernant |a flore bactérienne associée a la
viande de brousse, afin de déterminer le risque d’exposition de I’homme a des maadies
zoonotiques et maladies d’origine alimentaire lors de la manipulation et dela consommation de
cette denrée alimentaire. Nosdonnées ont permisderévéer laprésence de 31 genres bactériens
préoccupantsincluant notamment Bacillus, Campylobacter, Clostridium, Escherichia-Shigella,
Klebsiella, Mycobacterium, Mycoplasma, Saphylococcus, Vibrio... Comme précédemment
évoqué, les genres mentionnés ci-dessus sont trés diversifiés et comprennent a la fois des
especes qui sont pathogenes pour I'homme ainsi que des especes qui ne sont pas responsables
d’affections humaines. Cependant, I’identification de plusieurs especes bactériennes
responsables de maladies graves telles que Bacillus anthracis, Haemophilus influenzae,
Clostridium botulinum, Mycobacterium tuberculosis, Vibrio cholerae..., a confirmé les
inquiétudes relatives a la securité de la viande de brousse et justifie donc de consacrer plus
d’efforts de recherche a cette problématique. Dans la littérature trés peu d’espéeces bactériennes
ont précédemment été isolées (Tableau 11 ; Chapitre 1 — Partie 11) dans cette denrée, notre
étude est la premiere a témoigner d’une telle diversité de bactéries zoonotiques, avec
notamment la premiére mention de plusieurs especes telles que : Fusobacterium necrophorum,
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Mannheimia haemolytica, Mycobacterium
tuberculosis... Cette diversité observée contraste fortement avec le peu de données disponibles
sur les pathogénes bactériens identifiés dans |a viande de brousse contrairement a ceux viraux,
et souligne le biais d’échantillonnage important qui existe a cet égard.

Les flores bactériennes identifiées sont fonction du type d’échantillon investigué. En effet s’il
existe des variabilités spécifiques entre les différents ordres de mammiferes il est cependant
possible de souligner la prédominance global e de certains genres selon le prél evement effectué.
Le graphique d'ordination NMDS de diversité beta (Figure 37) souligne par ailleurs bien cet
aspect avec I’identification de patterns de regroupement. Ainsi, la flore rectale regroupe
majoritairement les genres Bacteroides, Escherichia-Shigella, Fusobacterium, Campylobacter,
Enterococcus, et Clostridium tandis que les écouvillons oraux font surtout état des genres
Haemophilus, Actinobacillus, Sreptococcus, Mannheimia, Moraxella. Les échantillons
tissulaires sont quant a eux caractérisés par Enteroccocus, Clostridium, Proteus, Bacillus,
Escherichia-Shigella et Listeria. Ces informations permettent de mettre en évidence que les
dangers bactériens auxquels I’homme s’expose sont fonction du type d’activité exercée par les
différents acteursdelafiliere viande de brousse (Figur e 45). En effet, |es chasseurs par exemple
sont les plus sujets a des plaies de morsures (Filippone et a. 2015), les exposant ains a des
pathogénes de la cavité buccale tels que Capnocytophaga canimorsus, Pasteurella multocida,
ou encore Fusobacterium necrophorum... Les pathogenes présents dans la salive des animaux
peuvent aussi infecter I’homme a la faveur de la consommation de fruits préalablement léchés
par ces derniers, ou par le biais d’aérosols. A I’inverse 1’éviscération des carcasses et le
dépecage exposent I’homme a des pathogénes majoritairement cutanés, et digestifs avec par
exemple Saphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter spp., Clostridium
perfringens, etc... Enfin la consommation de la viande de brousse peut étre responsable de
maladies entériques ou de toxi-infections alimentaires impliquant notamment Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, ou Campylobacter spp. La notion de risque prend pour
variable le niveau d’exposition au danger. Ains qualifier de maniére plus précise les différents
acteurs de lafiliere, leur fréguence d’exposition aux pathogénes ainsi que le type d’exposition

131



(morsure, blessure, absence de port de gants, etc...) permettrait d’évaluer plus précisément la
probabilité d’occurrence de maladies zoonotiques et d’origine alimentaire issues de la viande
de brousse. Dans cette méme démarche, travailler avec un plus grand nombre d’échantillons
permettrait d’obtenir une idée globale de la prévalence de ces pathogénes au sein du gibier en
Afrique tropicale.

Ehrlichia chaffeensis

Francisella spp.
Klebsiella pneumoniae
Rickettsia raoultii Capnocytophaga canimorsus
Corynebacterium spp.
Fusobacterium necrophorum
Vecteurs Mycoplasma pneumoniae

(puces, tiques, Neisseria spp.
mouches, ...) Pasteurella multocida
Morsure

Staphylococcus spp.
Bordetella pertussis
Haemophilus spp.
Aé:timls/' Klebsiella pneumoniae
Mycobacterium tuberculosis
Fécal-oral Arcobacter butzleri
" " \’ Escherichia coli
Alimentaire :
(consommation Enterococcus faecalis
viande) Clostridium perfringens
Campylobacter spp.
Citrobacter spp.
Helicobacter spp.
Bacillus anthracis Proteus mirabilis
Clostridium botulinium Salmonella enterica
Clostridium perfringens
Campylobacter spp.
Escherichia coli
Listeria spp.

Salmonella enterica
Proteus mirabilis
Vibrio cholerae

Figure 45 : Exemple de dangers bactériens identifiés dans notre étude en fonction du type d’échantillon et description de
leurs modes de transmission possibles a I’homme. © Marine Montblanc (Created with BioRender.com)

La contamination bactérienne des échantillons tissulaires dans cette éude souléve la question
déterminante de I’origine de leur infection. En effet, il est difficile de statuer, avec certitude, i
la flore bactérienne observée dans ces échantillons est représentative du microbiote endogene
de I’h6te ou consécutive a une contamination environnementale et une altération des aliments.
Afin de limiter les effets de la contamination environnementale il est d’usage de réaliser des
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prélévements internes aux tissus, or dans cette étude le prélévement tissulaire n’a pas été
standardisé entres | es diff érentes équi pes de recherche et plusieurs variabl es ne sont pas connues
notamment le mode de préléevement des échantillons en provenance de la RDC. Les tissus
internes des animaux sains sont généralement considérés comme stériles au moment de
I'abattage (Bacon 2005). Etant donné le statut sanitaire inconnu de la faune sauvage précédant
son abattage il est délicat de pouvoir I’affirmer dans notre cas. Cependant la contamination
systématique des carcasses est |e plus souvent secondaire aux processus de transformation de
I’animal en aliment (Bacon 2005), par l’introduction de pathogénes extérieurs (sol, air,
instruments de découpe, mains du manipulateur, etc...) ou de bactéries commensales de 1’h6te
(tube digestif, nceuds lymphatiques, feces, etc...) (Bhunia 2007). Ainsi, au regard de ces
considérations et du type de flore identifié au sein de nos échantillons tissulaires, il est plus
probable que les bactéries identifiées soient majoritairement témoins des conditions non
hygiéniques de préparation du gibier en Afrique tropicale, avec une chaine du froid souvent
inexistante. Obtenir plus de détails sur I’anamnése des échantillons (mode d’abattage de
I’animal, transport et stockage, condition d’éviscération, temps écoulé entre I’abattage et le
prélévement, profondeur de préévement) permettrait d’identifier de potentielles étapes clés
ayant pu influencer la diversité microbienne des préevements. Par ailleurs I’isolement de
plusieurs pathogénes spécifiques a 1’homme (Mycobacterium tuberculosis, Bordetella
pertussis, Haemophilus influenzae) au sein de nos échantillons questionne sur leur possible
contamination par différents intermédiaires humains préal ables (chasseurs, manipulateurs).

L’investigation microbiologique d’Amblyomma compressum, tique fortement associée aux
pangolins d’Afrique, a permis d’identifier deux espéces bactériennes pathogénes : Ehrlichia
chaffensis et Rickettsia raoultii, la seconde étant jusque-lanon mentionnée sur le continent. Ces
résultats soulignent le rble déterminant que peuvent jouer les vecteurs dans la transmission de
pathogénes au sein de lafiliere viande de brousse, puisque 0,4 42,7 millions de pangolins sont
chassés chaque année dans les foréts d’Afrique centrale (Ingram et al. 2018). L homme peut
alors accidentellement s’infecter par le biais de ces arthropodes piqueurs associés aux hotes
sauvages lors de la manipulation des carcasses et des différentes étapes de préparation. Divers
insectes tels que les mouches, cafards ou fourmis peuvent aussi étre responsables de
contaminations croisées des aliments en transportant les agents pathogénes a la surface de leur
corps d'un endroit a l'autre, et constituent ainsi des vecteurs mécaniques de dissémination
(Khamesipour et a. 2018). Si ces voies de contamination sont évoquées dans la littérature
traitant de laviande de brousse (Kurpiers et a. 2015 ; Hilderink et de Winter 2021), elles n’ont
pas spécifiquement été étudiées sur les marchés, ne nous permettant pas d’évaluer le fardeau
qu’elles représentent pour la santé humaine. Or, il est estimé que les maladies a transmission
vectorielle représentent prés de 17 % de la charge mondial e des maladies infectieuses (Chala et
Hamde 2021) et seraient responsables de 28,8 % des émergences infectieuses de la derniére
décennie (Jones et a. 2008). Ces résultats sont d’autant plus vérifiés en région tropicale ou le
risque de zoonoses issues de la faune sauvage et de MIE a transmission vectorielle serait
d’autant plus important que 1’effort d’échantillonnage est faible et les modifications
anthropiques des écosystémes rapides (Jones et al. 2008). Dansleur éudeinvestiguant lesvoies
de transmission des mal adies infectieuses émergentes, Loh et a. (2015) ont demontré que les
zoonoses étaient plus le susceptibles d'étre transmises par des vecteurs et par contact indirect.
L’ensemble de ces données pointe la nécessité d’intégrer cette variable dans 1I’évaluation des
risques associés a la viande de brousse, et de sensibiliser la communauté scientifique a la
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surveillance de ces réservoirs pathogénes en Afrigque tropicale afin de prévenir I’émergence de
nouvelles maladies infectieuses.

Des ordres de mammiferes d’intérét pour la surveillance épidémiologique

Existe-t-il un ordre de mammiféres présentant un risque plus élevé de transmission de
pathogenes zoonotiques ?

Parmi nos échantillons, I’ordre des artiodactyles et celui des lagomorphes présentent la plus
grande diversité bactérienne (Figur e 35). Cesrésultats sont concordants avec lalittérature, dans
laquelle il est décrit que les herbivores (ruminants et périssodactyles) arborent une diversité
microbienne apha supérieure a celle des carnivores (Zoelzer et a. 2021). Comme
précédemment évoqué, ces différences de flore bactérienne sont le plus probablement le reflet
des différences physiol ogiques de systeme digestif qui existent entre ces ordres de mammiferes.
Les ruminants et les lagomorphes regroupent tout deux des espéces fortement dépendantes
d’une digestion microbienne, que ce soit ruminale ou caecale (fermenteurs pré- et post-
gastriques). De concert avec le régime alimentaire, la phylogénie (Figure 40 ; Figure 41) et la
physiologie de I'néte semblent ainsi étre des facteurs cruciaux affectant la communauté
microbienne intestinale des mammiféres (Rojas et a. 2021) (Youngblut et a. 2019).
Concernant le microbiote oral, ces assertions semblent aussi se vérifier puisgue les sources
alimentaires influencent les especes bactériennes présentes (Sawaswong et a. 2021). Quoiqu’il
en soit, si I’explication des facteurs de variabilité des compositions microbiennes entre
mammiféres pourrait faire 1’objet d’un second sujet de thése, la forte diversité observée chez
certains ordres laisse craindre a un potentiel zoonotique plus important au sein de ces especes.
Si cette assertion se vérifie pour les artiodactyles puisqu’ils présentent aussi dans nos données
une part importante de genres bactériens pathogenes, ladiversité observée chez leslagomorphes
ne semble pas étre corrél ée a une plus forte pression zoonotique (en comparaison des rongeurs
par exemple).

L’implication des artiodactyles dans 1’émergence de futures zoonoses est une préoccupation
grandissante. En effet, leur proximité avec ’homme (Han et a. 2016) en tant qu’animal
d’¢élevage et gibier, notamment en Afrique centrale (Fa et al. 2005), facilitent 1’adaptation de
certains pathogénes a 1’homme au cours de contacts répétés. L’étude de Morand et a. (2014)
appuie cette idée puisqu’elle a permis de démontrer que les espéces d’ongulés ayant la plus
longue histoire de domestication sont non seulement porteuses d'un plus grand nombre d'agents
pathogénes zoonotiques mais peuvent également les transmettre a une plus grande diversité
d'espéces hétes aternatives. Les ongulés présenteraient ains le plus grand nombre d’espéces
pathogénes zoonotiques dont notamment la plus forte proportion d’agents bactériens
zoonotiques émergents (Woolhouse et Gowtage-Sequeria 2005). Etant donné la diversité
microbienne identifiée dans notre étude, ainsi que la large éendue spatiale que les ongulés
occupent en Afrique centrale (Kingdon 2019), ils représentent un groupe d’intérét majeur pour
I’épidémiosurveillance des maladies zoonotiques et émergentes. Ces résultats sont importants
puisque les efforts de recherche aujourd’hui en Afrique tropicale se concentrent
majoritairement sur les pathogenes viraux et en particulier chez les primates, notre étude permet
de souligner I’implication potentielle des artiodactyles dans 1’émergence de futures zoonoses.
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Les hyracoides sont des taxons peu étudiés en termes de communautés bactériennes, pourtant
ils présentent une diversité microbienne apha importante et arborent différentes espéces
zoonotiques notables telles que Campylobacter fetus, Pasteurella multocida, Escherichia Coli
0157 :H7, Klebsiella pneumoniae. Nos résultats suggérent que cet ordre de mammiféere
mériterait une exploration plus approfondie de sa flore bactérienne. Les hyracoides
appartiennent au superordre des afrothériens qui regroupent a la fois les éléphants, les
lamantins, les oryctéropes ou encore les macroscélides. L histoire évolutive particuliére de cet
ordre demammifére dont le nombre d’espéces a considérablement chuté au coursdelapremiére
radiation évolutive des bovidés au Miocéne, leur aurait permis de conserver des caracteres
primitifs tels que leur mode d’alimentation (« crochetage » par les molaires au lieu des
incisives) associé a un tube digestif complexe (caecum développé, deux appendices du colon)
(Moyano, Cassini, et Giannini 2019). Ces particularités anatomiques pourraient expliquer la
diversité microbienne observée.

Dansnotre étude, lesrongeurs présentent la plusgrandediversité et proportion degenres
bactériens identifiés comme potentiellement pathogenes pour I’homme, suivi des
artiodactyles, des carnivores puis des hyracoides et lagomorphes. La littérature fait auss état
de ce nombre important d’espéces zoonotiques transmissibles par les rongeurs: 10.7 % des
rongeurs (244/2220 espéces) seraient porteurs de 85 zoonoses uniques (B. A. Han et a. 2016).
Parmi les genres représentés Campylobacter revét une importance sanitaire notable pour la
securité des aliments. Les rongeurs constituent un enjeu majeur de santé publique en Afrique
centrale, en effet malgré le fait qu’ils constituent des réservoirs connus de maladies
transmissibles a I’homme, ils pourraient représenter « une solution pour diminuer lafaim et la
malnutrition dans le monde » (Gruber 2016). Plusieurs publications suggérent 1’¢levage de
rongeurs, notamment des aulacodes en Afrique de 1’Ouest, pour diminuer la dépendance des
populations alaviande de brousse alafois dans une optique de conservation de la biodiversité
mais surtout comme solution ala « Bushmeat crisis » qui se dessine (Gruber 2016) (Wicander
et Coad 2014). Larelation entre maladies infectieuses et la sécurité aimentaire est complexe,
en effet s les rongeurs sont des hétes importants de maladies zoonotiquesils conférent
cependant un statut de sécurité alimentaire plus éevé aux populations les consommant tandis
gue l'insécurité alimentaire est finalement associée a l'exploitation d'une plus grande diversité
d'espéces de viande de brousse, augmentant |'exposition des populations a une plus grande
diversité d’agents pathogenes (Friant et al. 2020). De plus, I'insécurité alimentaire et la
malnutrition sont des facteurs aggravants des infections opportunistes. Le principal enjeu de
ces nouvelles filieres d’élevage consiste donc a diminuer les risques d’exposition de I’homme
aux pathogenes vectorisés par ces especes, notamment au cours des processus de production :
manipulation de I’animal, abattage, éviscération, contact avec des fluides et feces. Au regard
de nos résultats, il convient cependant de rester prudent quant a ce développement puisque la
domestication de telles espéces et ’augmentation des contacts avec I’homme qu’elle suppose
augmentent le risgue de transmission et d’émergence de nouveaux pathogénes zoonotiques
(Besselsen et al. 2008) (Krigel et al. 2022). Ceci est d’autant plus vrai que 1’élevage de rongeurs
implique une grande concentration d'animaux vivants exposés a des conditions de stress, tout
en éant en contact éroit avec des rongeurs sauvages ou d'autres animaux sauvages porteurs
d'agents infectieux. Hormis ces perspectives d’élevage, il faut souligner que les rongeurs font
dgalargement parti du régime alimentaire de nombreuses populations d’ Afrique centrale et de
1’Ouest (Jori 2001). La viande d’aulacode est considérée comme un met prisé, ou son prix est
trois a quatre fois supérieur a celui du beeuf (Amori et Spartaco 2002). L’établissement de
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communautés originaire d’Afrique tropicale dans I’hémisphére Nord a aussi conduit a
I’augmentation des importations illégales de viande de brousse, notamment en grande partie
des rongeurs, dans ces territoires constituant un enjeu sanitaire puisqu’elles participent a
I’introduction et a la propagation d’agents pathogénes. En effet, aux Etats-Unis entre 2005 et
2010, ¢’est 543 saisies de viande de brousse qui ont été réali sees aux frontieres, 51% des denrées
confisqués étaient des rongeurs (Bair-Brake et al. 2014). Les problématiques liées a la
consommation de rongeurs sont donc multiples, notre étude souligne la nécessité d’encadrer
ces pratiques par un suivi vétérinaire afin de limiter I’exposition et la propagation de pathogenes
a ’homme.

Les pangolins présentent des particularités de flore microbienne qu’il serait intéressant
d’investiguer davantage. Leur régime alimentaire spécifique ainsi que leur mode de vie
fouisseur pourraient étre responsables de leur gpécialisation microbienne. S
phylogénétiquement ils sont le plus proches des carnivores, leur microbiome intestina se
rapproche le plus de celui des myrmécophages (F. Zhang et al. 2021). Au cceur de la polémique
sur ’origine de I’émergence du nouveau SARS-CoV-2, les pangolins furent désignés comme
potentiels hétes intermédiaires (G.-Z. Han 2020). Notre étude a permis de souligner que ces
mammiféeres pourraient effectivement étre impliqués dans la transmission de maladies
zoonotiques a I’homme par 1’identification de plusieurs especes bactériennes pathogenes.

La diversité bactérienne de 1’ordre des primates est sous-représentée dans nos données en
I’absence d’écouvillons oral et rectal, seuls des échantillons tissulaires ont été prélevés biaisant
largement les communautés bactériennes obtenues.

Quellesimplications ? Des solutions ? One Health

L’ensemble de cette étude a clairement permis de mettre en évidence la diversité des risques
zoonotiques bactériens auxquels 1’homme s’expose lors de la production et consommation de
viande de brousse en Afriquetropicale. Ces résultats s’inscrivent dans un contexte d’émergence
rapide de nouvelles mal adiesinfectieuses, danslequel lesforétstropical es constituent des « hot-
spots » de diversité (Van Vliet et a. 2017 ; Jones et al. 2008). Or, comme exposé dans le
Chapitre-1 laviande de brousse est une problématique complexe mélant alafois des enjeux de
securité alimentaire, de santé publique et de protection de la biodiversité. Chague année, dans
le Bassin du Congo, ce sont 5 millions de tonnes de viande de brousse qui sont prélevées dans
les foréts (A. Kamins et al. 2014). Il n’existe pas de « solution facile » a ce probleme. Essayer
de remplacer cette quantité de viande par du bétail, entrainerait un nouveau type de catastrophe
environnementale avec une déforestation importante des écosystemes et une production de
déchets significative, d’autant plus que 1’élevage bovins dans ces régions est souvent difficile.
En plus d’étre la principale source de protéines de nombreuses populations d’Afrique tropicale,
la viande de brousse constitue aussi I’une des principales sources de revenus de nombreux
meénages. Aing, interdire la consommation de viande de brousse en raison des risgues
pathogénes n’est pas envisageable, par contre diminuer sa consommation viale développement
a la fois d’alternatives économiques et protéiques constitue I'une des principales stratégies
optées par |les organismes de conservation de la biodiversité (Secretariat of the Convention on
Biological Diversity 2011). Encadrer les activités de chasse, prévenir et sensibiliser les
populations aux problématiques de santé liées a la viande de brousse sont nécessaires afin de
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réduire le risque de transmission et d’émergence d’agents pathogenes. En effet, les résultats de
notre étude ont mis en évidence que la contamination de la viande de brousse peut résulter ala
fois de contaminations endogénes, environnementales ou issues des processus de production.
Ainsi, plusieurs points « clés» dans la transformation de la viande sont particuliérement &
risque notamment 1’abattage, I’habillage et la dissection, ainsi que les étapes ultérieures de
stockage et de conservation. Diverses recommandations de securité peuvent alors étre adressées
aux populations, alafois pour prévenir leur exposition personnelle ainsi que I’infection de la
viande, telles que : désinfecter les plaies de morsure, limiter les plaies abdominales lors de
I’abattage de I’animal (tir), précautions lors du transport de I’animal notamment vis-aVvis des
vecteurs et du contact avec des fluides, désinfection du matériel de découpe, éviscération dans
un «milieu contrélé » (surface facile a désinfecter, pas & méme le sol), précautions lors de
I’éviscération aux souillures intestinales et rectales, inspection de la carcasse, limiter les
contaminations croisées en n’entreposant pas de la viande fraiche au méme endroit que de la
viande cuite, port de gants, nettoyage fréquent des mains du manipulateur,... En pratique ces
recommandations sont largement limitées par |apauvreté et |le mangque de ressources matérielles
(gants, produits désinfectants...). Ainsi, la cuisson a cceur de la viande constitue souvent 1’étape
déterminante de prévention des maladies d’origine alimentaire. Cependant elle n’est pas
toujours suffisante pour lutter contre les spores bactériennes et n’empéche aucunement
I’exposition préalable des manipulateurs aux nombreux dangers zoonotiques lors de la
préparation de laviande. Malgré les résultats de 1’étude, il est difficile de stigmatiser aupres des
populations locales la consommation de rongeurs comme la plus « dangereuse » en termes de
pathogenes, étant donné¢ que les rongeurs constituent aussi aujourd’hui un des exemples
d’alternatives nutritionnelles. Notre étude permet seulement d’alerter sur les risques liés a cette
pratique et la nécessité de 1’encadrer par des suivis vétérinaires stricts avec une surveillance
accrue de ce réservoir dans 1’émergence de pathogenes.

Ce travail s’inscrit dans une démarche One Health, la question de la viande de brousse étant a
I’interface de problématiques a la fois animales, humaines et environnementales, et souligne la
nécessité de collaborations interdisciplinaires pour I’intégration et la gestion des risques
sanitaires associés. Aingi, différentes initiatives se développent a 1’échelle internationale afin
de mettre en ccuvre des stratégies de surveillance ciblées ne considérant pas uniquement le
réservoir humain. Le projet PREDICT (Pandemic Preparedness For Global Health Security)
initié par I'Agence des Etats-Unis pour le Développement International (USAID) a été mis en
place en 2009 dans le but de renforcer les capacités locales des pays en développement a
prévenir, détecter et controler les maladies infectieuses. Le projet cherche a établir des
collaborations transdisciplinaires afin didentifier les menaces virales zoonotigques potentielles
danslesrégions a haut risque de MIE telles que I'Afrique centrale, I'Asie du Sud et du Sud-Est,
et certaines partiesdel’Amériquelatine (Kelly et a. 2020). Ce projet, initialement mis en ceuvre
dans plus de 20 pays s’appuie sur 5 stratégies pour améliorer la détection précoce des
pathogenes viraux : 1) la création ou le renforcement des capacités de détection des virus
zoonotiques ; 2) le développement des capacités des laboratoires de diagnostic et de réponse
aux épidemies ; 3) la caractérisation des interfaces animal-homme a haut risque ; 4)
I'optimisation des modéles prédictifs d'émergence et de propagation des maladies ; et 5) le
déploiement d'outils de gestion et de communication pour permettre le partage de données
issues de la surveillance des virus zoonotiques a I’échelle mondiale. En République
Démocratique du Congo par exemple, ce projet repose sur la collaboration avec plusieurs
institutions locales telles que: le laboratoire central vétérinaire de Kinshasa, 1’Institution
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Congolais pour la Conservation de la Nature, les CDC (Centers for Disease Control), I’Institut
Nationa de la Recherche Biomédicale, e ministére de ’environnement, 1’association LolaYa
Bonobo Sanctuary, etc... En pratique, le programme PREDICT a permis d’identifier en RDC
3 nouvelles especes d’adénovirus chez des rongeurs, 1’amplification de 20 herpesvirus
différents chez plus de 100 primates et rongeurs, la détection de bocavirus proches de ceux
humains chez 6 primates sauvages, etc.... La viande de brousse constituant une interface
privilégi¢ée pour I’émergence de pathogenes zoonotiques, 179 entretiens et 12 groupes de
discussion avec différents acteurs de la filiere ont été réalisés afin d’identifier des
comportements et des zones a risque, 1’objectif étant de mettre en oeuvre une surveillance
continue et ciblée, et d’établir des recommandations pour améliorer la sécurité sanitaire (Lucas
et a. 2022). Une surveillance syndromique des patients présentés dans les hépitaux locaux est
auss effectuée dans le but de déceler de potentiels virus zoonotiques au sein des populations
exposées a des contacts rapprochés avec la faune sauvage (Lucas et a. 2020). La
communication des risques et la sensibilisation des populations a ces problématiques
représentent aussi une part importante du projet (K. Saylors et al. 2021).
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Conclusion

Partant du constat qu’il n’existe que trés peu de données sur la contribution de la viande de
brousse au développement de maladies zoonotiques et d’origine alimentaire chez 1’homme,
notre étude avait pour but d’établir des résultats préliminaires en criblant la diversité des
pathogénes bactériens présents dans divers échantillons de gibiers d’ Afrique tropicale.

Nos résultats ont ainsi permis de mettre en évidence un indice de diversité apha élevé au sein
de I’ordre des artiodactyles et des lagomorphes. La phylogénie ainsi que le régime alimentaire
semblent étre des facteurs déterminants des flores bactériennes, suggérant un niveau
d’exposition variable de I’homme a des pathogénes en fonction des espéces consommées.
L’utilisation de plusieurs matrices d’échantillons a révélé une certaine homogénéité des
communautés bactériennes au sein de chaque type d’échantillons, permettant de corréler le
risque d’exposition aux activités de chasse pratiquées (abattage, éviscération, transport,
consommation). Au total, 31 genres bactériens potentiellement pathogenes pour I’homme ont
été identifiés dans I'ensembl e de nos données avec une abondance relative > 1%. Les rongeurs
constituent 1’ordre de mammifeéres ayant recens¢ la plus forte proportion de ces
« genres pathogenes ». Ces données mettent en évidence I’importante diversité des bactéries
présentes dans les carcasses de viande de brousse destinées a la consommation. Les bactéries
identifiées au sein des prélévements tissulaires reflétent les conditions non hygiéniques de
préparation du gibier en Afrique tropicale autorisant des sources multiples de contamination.
Une meilleure compréhension des microbiomes de la viande de brousse et des facteurs qui les
influencent est essentielle afin d’établir des recommandations visant a réduire les risques de
transmission de maladies zoonotiques et alimentaires.

La gestion des risques sanitaires mis en évidence dans notre étude suppose une collaboration
interdisciplinaire entre les acteurs de la santé animae, humaine et environnementae.
L’intégration delaviande de brousse aux réseaux d’épidémiosurveillance est indispensable afin
de prévenir le risque d'événements épidémiques. La combinaison d’un réseau de surveillance
de la faune avec celle d’une surveillance de santé humaine, basée sur |a détection de symptémes
généraux par exemple, permettrait d’établir rapidement la source de foyers infectieux et
I’identification des pathogeénes mis en jeu. Ces dispositifs de surveillance doivent ensuite
permettre aux dirigeants des pays de réviser le cadre institutionnel et réglementaire de lafiliere
viande de brousse.
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Table 43: Agricultural expenditures in national budgets by country in the Congo Basin
compared to CAADP target (Maputo engagement) of 10%

% year reported
Cameroon 3.8 2005
CAR 3.0 2005
DRC 1.7 2005
Eq. Guinea -(1) -
Gabon 0.8 2004
Rep. of Congo -(1) -

(1) no data reported to NEPAD secretariat
Source: NEPAD secretariat.

Annexe 1 : Budget alloué a I'agriculture par différents pays du bassin du Congo (Source : Tollens 2010)

IDPs millions
8 & 4 2 0
Syrian Arab Republic ! |
Democratic Republic of the Congo [ |
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Nigeria I
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Cameroon mm
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Ukraine [ [ ]
Central African Republic | ]
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Myanmar |
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Per cent (%)

Source:  IDMC, 2021.

Motes:  IDP populations refer to the accumulated number of people displaced ower time. The
population size used to calculate the percentage of conflict IDPs is based on the total
resident population of the country per UM DESA population estimates (2021a).

Annexe 2 : 20 pays enregistrant le plus de déplacements internes de leur population a cause des conflits
(Source : OIM)
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Main categories of drivers associated with emergence and reemergence of human pathogens

Rank* Driver

1 Changes in land use or agricultural practices

2 Changes in human demographics and society
3 Poor population health (e.g., HIV, malnutrition)
4 Hospitals and medical procedures

5 Pathogen evolution (e.g., antimicrobial drug resistance, increased virulence)
G Contamination of food sources or water supplies
7 International travel

a Failure of public health programs

9 International trade

10 Climate change

Annexe 3 : Principaux facteurs associés a I’émergence des maladies infectieuses classés par le nombre total d’agents
pathogénes émergents correspondants (Source : Woolhouse et Gowtage-Sequeria 2005)

163



Dangers
parasitaires

‘Danger Lésions macroscopigues éventuelles
Alaria alata Lésions nodulaires multiples
Ankylostoma duodenale Kystes dans le tissu musculaire strié
Cysticercus bovis Vésicules translucides 4 blanchitres

Cysticercus cellulose

évoluant éventuellement vers la calcifi-
cation ou I’'abecédation et concernant
certains sites d'élection

Echinococeus granslosus

Volumineux kyste globuleux translu-
cide

Fasciola hepatica

Cholangitc,-dégénérescence bépatique

Linguatula servata

Lésions pranulomateuses hémorragi-
ques du foie

Samacyszfs bovihominis

Discrétes 1ésions kystiques blanchatres
éventuellement calcifiées

Tissu adipeux sous-cutané éventuelle-
ment cedématenx et pétéchial
Epanchements séreux

Hépatomégalie

Dangers
bactériens

Bacillus anthracis

Coloration sombre et congestion de
I'ensemble de la carcasse

Splénomégalie, hépatomégalie, hyper-

trophie rénale

Burkholderia mallei

Lésions nlcérées et purulentes des sinus
frontaux

Burkholderia pseudomallei

Lésions granulomateuses suppurées
multiples

Brucella suis

Mammites, orchites, lymphadénite

Clostridium perfriﬁgens

Entérite, péritonite, atteinte hépatique

associée :

Mycobacterium spp

- Lésions spécifiques des crganes d’entrée

du germe et des nceuds lymphatiques
associés

Staphylococcus aurens

Lésions abcédées

Yersinia pseudotuberculosis

Adénomégalie mésentérique

Annexe 4 : Dangers pouvant engendrer éventuellement des lésions macroscopiques sur les carcasses (Source :

Fosse 2004)
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Disease

Source: WHO-FERG unpublished statistics and WHO Global Health Observatory data (https:/apps who.int/gho/data/view.main).

Note: ESE = East and Southeast Asia; FBD = foodborne disease; S5A = Africa south of the Sahara. ESE1, ESE2, S5A1, 55A2, S$5A3, and 55A4 signify individual countries whose
burden of disease patterns are representative of those in these regions.

ESE1 ESE2 S5A1 S55A2 S5A3 55A4
Tuberculosis (2016) 148 114 1326 2,769 1,694 1,150
HIV/AIDS (2016) 67 440 3138 5131 11,928 1,171
Malaria (2016) 1 1 3496 4,964 12 357
FBD (2010) 272 390 1,235 1,322 797 967
FBD lliness Rate 6,873 9,270 9370 11,047 8,061 10,767
FBD Death Rate 28 39 159 17.8 10.8 126

Annexe 5 : DALYs pour 100 000 habitants, fardeau estimé de plusieurs maladies en Afrique subsaharienne et Asie du Sud-
Est. DALY : Disability-Adjusted Life Year. Les DALYs expriment I'impact d’une maladie en années de vie perdues (mortalité
prématurée ou par vie avec une incapacité (morbidité)). ESE : East and Southeast Asia / SSA : African south of the Sahara

Stressor

P
~

Increased permeability
of the gut wall

Decreased immune
response

Translocation of
micro-organismsin
vivo

8

Survival and spread of
bacteria via blood
stream

. !

Survival
of bacteria

in meat

Annexe 6 : Impact des facteurs de stress sur la contamination endogéne bactérienne de la viande
(Source : Seidler et al. 2001)
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The JEE grading and scoring

Capacity grading, Attribute description

colour code and

score

Attributes of a capacity are not in place

Limited capacity— = Attributes of a capacity are in the development stage (some
score 2 (vellow) are achieved, and some are undergoing; however, the

implementation has started)

Developed capacity  Attributes of a capacity are in place; however, there 1s the

—score 3 (yellow) 1ssue of sustainability and measured by lack of inclusion in
the operational plan in National Health Sector Planning
(NHSP) and/or secure funding

Attributes are in place, sustainable for a few more years and
can be measured by the inclusion of attributes or ITHR
{2005) core capacities in the national health sector plan-

green

Attributes are functional, sustainable and the country is
supporting other countries in its implementation. This 1s the
highest level of the achievement of implementation of IHR

(2005) core capacities

Annexe 7 : Echelle d’évaluation de la capacité des pays pour un domaine technique selon la RSI (Source : Talisuna
et al. 2019)

OAFRD OEMRB @ SEARB
mAFRE ®EMRD mmSEARD
OAMRA DOEURA QOWPRA
ODAMRB OEURB OWPRB
B AMRD ®BEURC O Not applicable © WHO 2015, All rights reserved

o 1000 2000 2000 km

Annexe 8 : Liste des sous-régions utilisées pour la Iégende des figures 10 et 11 (Source: WHO, 2015)
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Annexe 9: Liste des publications sélectionnées

Database Ty Publication™ Subject Kind of stud Pathogen  Mame pathogens Group speci Species (bu: ldentificatioo Number of s Country Study site

Web Of Scier J Disease trans Literature rev Virus Ebola virus West Africa

Web OF Scier J Discase trans Experimental Mix Babesia - Candidatus Midicl Mammals Grasscutters PCR 18 rDN/ 81 ticks Ghana Urban marke! Single Central bushr
Web Of Scier J Disease trans Experimental \irus Shs Mammals Mon-human r ELISA confir 2586 (1856 d Cameroon  Hunters. anfi- Multiple 5 remote fore
Web Of Scier J Dissase trans| Experimental Virus Sivs Mammals  Mustached m ELISA confir 46 samples (+ Cameroon keys

Google Schol J Disease trans Experimental Virus Retroviruses (SIVs, STLVs) Mammals ~ Mon-human ¢ Immunoassa 331 samples Democratic R Hunters / rur: Multiple Remoted fore
Google Schol J Disease trans Experimental Virus STLVs Mammais  Non-human ¢ PCR and seq 330 samples Democratic R Rural market Multiple Three rural ci
Google Schol J Dissase trans Human and s Virus Ebola virus Surveys conducted in marks Migeria Market Multiple Nine markets
Google Schol J Disease trans Human and s Virus Ebola virus Mammals Bats Ethnographic 30 Cameroon Nine of the n
Google Schol J Disease trans Literature rev Virus Ebola virus West Africa

Web OF Scier J Disease trans Human and s Virus Ebola virus ‘Questionnaire 396 bushmes Nigeria Urban marke! Multiple 3 bushmeat n
Web OFf Scier J Disease trans| Experimental "irus C i M is  |Human = PCR £57 {human ¢ lvory Coast

Google Schol J Disease trans Human and s Virus Ebola virus Interviews 25 bushmeat Nigeria 8 hunters, 8¢
Google Schol J Disease trans Prot; P im. Hepatocystis M i Greater spot- PCR for Plasi 292 wild C. ni Cameroon  Hunters, anti- Multiple 11 samples s
Web Of Scier J Disease trans Experimental Bacteria C: jobacter. Salmonella, M i Guenaons (Ce Culture 128 muscle ti Gabon Urban marke! Multiple 2 markets in |
Web OF Scier J Disease trans Human and s Undefined  Zoonofic infections Bird, Bat, Rodents, NHP, Other 543 confiscat United States Borders enira
Web OF Scier J Disease trans Human and s Virus Ebola virus Mammals Bats Semi-sfructur 135 responde Camercon  Rural villages Multiple 11 villages of
Web Of Scier J Disease trans Human and s Virus Ebola virus Mammals Undefined  Semi-structur 47 interviews Sierra Leone Rural villages Multiple 9 villages
Google Schol J Dissase trans Human and 5 Undsfined  Zoonofic infections Mammals Undefined Semi-sfructur 47 inteniews Siera Leone Rural villagss Multiple 9 villages
Web Of Scier J Dﬁeasetram Human and s Virus Lassa Fever Mammds Rcden‘t (Mast Sern\ s!ructur 21 interviews Sierra Leone Rural villages Multiple 14 villages
Web Of Scier J ‘Jlrus SI‘JS i Gabon Remote prim: Multiple

Web Of Scier J M is. Bil 13 species of PCR amplific: 492 bushmes Gabon Seizures of illegd hunting, bushmeat sale!
Web Of Scier J Dﬁeaseham Literature rev Undeﬂned Emerunu \nfechuus diseases

Web OF Scier J Dissase trans Experimental Bacteria Er Listeria mor Asrobic Viabl 18 bushmeat France Aigrport {Charles de Gaulle)

Web Of Sciet S Disease trans Literature rev Virus Viral zoonoses

Web Of Scier J Disease trans Literature rev Virus HNISIVS Mammals MNon-Human primates

Google Schol J Disease trans Experimental \irus Slve Mammas  Non-human [ Antibodies de/25 blood sam Cameroon  Urban marke! Single Bushmeat m:
Web Of Scier J Disease trans Literature rev Virus HIVISIVs Mammals Mon-Human primates Cameroon

Google Schol J Disease trans Experimental Bacteria 165 rRNA Mammals 25 species 165 rRNA an 137 bushmes Uganda Hunters, Urix Multiple Bushmeat tis:
Google Schol J Disease trans Human and s Undefined  Zoonofic infections (Marburg virus, Ebola, Undefined  Inteniews 292 women v Uganda Hunters, Coo Multiple 10 villages for
Google Schol J Disease trans Literature rev Mix Foonotic infections Mammals MNon-Human primates

Web Of Scier J Disease trans Virus Shvs Mammals Cameroon

Google Schal J Disease trans, Virus Monkeypox virus (MPXV) Mammals Rodentia, Sor ELISA fests, | Democratic R Rural areas  Multiple 12 localiies
Web Of Scier J Dissase trans Human and s Virus Ebola virus Semi-sfructur 332 responds Ghana Urbxan and ru Multiple 2 urban cente
Google Schol J Disease trans Bacteria Bacillus mthraus Mammals Human Immunoassan Ivory Coast  Town. village: Multilple: One town, 17
Web Of Sciet S Disease trans Literature rev Bacteria Mveob: bovis M i Cattle

Web OF Scier J Disease trans| Experimental Virus Filoviruses (Ebola virus (EB Mammals ~ Human PCR and We[3315amples| Ucanda

Google Schol J Dissase trans Literature rev Virus Ebola virus Marmmals Tropical rain forests

Web OF Scier J Disease trans Human and s Virus Ebola virus Mammals Focus discus 113 Bambuti, Demaocratic Republic of Congo

Google Schol J Disease trans Human and s Undefined  Zoonofic infections 327 individua Nigeria Rural villages Multiple Five rural hur
Web OF Scier J Digease trans Human and s Virus Ebola virus 570 interview Migeria Multiple Main wild me
Google Schol J Disease trans Literature rev Virus Ebola virus Mammals

Web Of Scier J Dissase trans Human and s Virus Ebola virus Mammals  Fruit bat (Eide Semistructure 252 responde Ghana Urban city Peopie living
Web Of Scier J Diisease trans Literature rev Virus Retroviruses (HTLY and SF Mammals Mon-Human Primates

Google Schol J Disease trans Literature rev Virus Retroviruses (SIVs, STLVs) Mammals MNon-Human Primates Ivory Coast  Tai national park area

Web Of Scier J Disease trans Virus Orth us (Monkeypox) M: d: Human ELISA + ques 125 participas Cameroon  Rural villages Multiple Mfou district,
Web Of Scier J Disease trans| Virus HTLV-1 Mammals Human Immunoassy Democratic R Rural villages Multiple randomly sele
Web OF Scier J Disease trans Experimental Hedminih Armillifer armiliatus, Armillif Reptiles Vipers (Bitis = Morphologica 53 snakes ex Democratic R Rural market Mulitple Kole markets
Web Of Scier J Disease trans Experimental Virus Ebola virus Mammals  Fruit bat (Eid Indirect fluore[ 282 Seim il Ghana Multiple (n=173) from
Google Schol J Disease trans Model Virus Zoonofic bat bome viruses  Mammals Bats

Web OF Scier J Disease trans Modsl Virus Ebola virus Mammals Bais

Web Of Scier J Disease trang Bacteria Lentnsuimsa Mammals  Banded monc PCR 41 banded mi: Botswana |l animal samples< collected opportunisti
Web OF Scier J Disease trans Virus RNA, M Bats (Eidolon L-uene PCR [310/pooled i Ghana Captive colon
Google Schal J Disease trans Human and 5 Undefined Zmnotc infer Human behavior as risk factor for zoonotic Structured qu 327 pariicipar Kenya Rural villages Multiple Five commun
Web Of Scier B Disease trans Human and social study Zoonotic infer Identified nat Mammals Bats (Eidolon helwum) = 700 Ghana Ghana

Web Of Scier J Disease trans Human and s Undefined  Zoonofic infer How frull hat: Mammds Bats(Eidolon Interviews usi 551 intenview Ghana Urban and ru Multiple 2 cities Accra
Web OF Scier J Disease trans Human and 5 Undefined  Zoonofic infei P hehvum) 577 Ghanaian Ghana Urban and ru Multiple 2 cities Accra
Web OFf Scier J Disease trans Literature rev Undefined  Zoonofic infer EIDs

Web Of Scier J Disease trans Experimental Bacteria Bacillus anthracis, Brucella Mammals ~ Zebra, Buffal RT-PCR + mi 3784 bushme Tanzania Rural market Multiple Around the th
Web Of Scier J Disease trans Experimental Bacteria Microbial diversity Mammais  Large herbive 163 rRNA et 56 bushmeat Tanzania Rural market Multiple Bunda, Serer
Web Of Scier J Dissase trans Literature rev Virus Ebola virus Marmmais

Google Schol J Disease trans Literature rev Undefined Zmnotc infection

Web Of Scier J Dissase tran<|Experimental Virus Coror M 1 zRT-PCR 634 samples Guinea Multiple Captured at 1
Web Of Scier J Disease trans Experimental Virus Adenovi M i Nm—Hum;rlI Nested and = 24 freshly kill Republic of C Hunters Single Small village
Google Schal J Disease trans Human and s Undefined  Zoonofic infer Risks and per Mammals Bats Participatory landscape, ma Ghana

Web Of Scier J Disease trans Human and s Undefined  Zoonofic infer Pattems of bushmeat hunting and disease Questionnaire 3971 questio Cameroon  Rural villages Multiple 17 rural centr
Web OF Scier J Disease trans Modsl Virus Ebola virus

Web Of Sciet B Disease tran|Expenimental Bacteria Bacillus anthracis Mammals  Pan troglodytes verus |Eight Sudden lvory Coast Tai National F
Web Of Scier J Disease trans Literature rev Virus Ebola virus Mammals Bats

Web OF Scier J Disease trans Literature rev Virus Ebola virus Mammals Great apes (Pan troglodytes, Gorilla gorilla)

Google Schal J Disease trans Human and s Virus Ebola virus  Epidemiclogic Mammals Fruit bats Interviews and direct cbsen Democratid F Rural villages Multiple 10 villages an

Single/multi Details stud Year of publi Authors

2020
2009
2007

Article Title Keywords Source Title Document T' Abstract

Drivers for occasional spillover event of Ebola virus EFSA JOURD Article In order to identify the drivers for spillover of Ebola
Adenyo, C; O Bacterial and protozoan pathogens/symbionts in tick ACTA TROPI Article Ticks and tick-bome pathogens constitute a great t
Aghokenq. Al Ex urvey on the I and genetic dive INFECTION ( Article: Proce To evaluate the risk of cross-species fransmissions
Aghokeng, Al FulHlength sequence analvsis of SIVmus in wild pof VIROLOGY  Article Mustached monkeys (Cercopithecus cephus), whic

2017 Ahuka-Mund: High Prevalences and a Wide Genefic Diversity of £ ECOHEALTF Correction

2012 Ahuka-Munds Identification and Molecular Characterization of Nev AIDS RESEA Article

2015
2020
2015
2018
2015
2016
2012
2012
2013
2019
2018
2018
2016
2015
2016
2012
2015
2021
2000
2001
2012
2020
2020
2019
2012
2017
2020
2020
2006
2018
2019
2022
2015
2021
2015
2017
2013
2014
2020
20
2017
2010
2017
2019
2012
2021
2021
2013
201
2014
2009
2021
2019
2019
2015
2020
2019
2017
2006
2021
2004
2015
2016
2009

Four types of human T cell lymphotropic viruses (H

Akani, GC; D Ebola virus effects on the bushmeat trads in West £ AFRICAN JO Articls

Akem, ES; Pt The bat meat chain and perceptions of the risk of cc BMC PUBLIC Article
Alexander, K/ What Factors Might Have Led to the Emergence of PLOS NEGLI Review
Alhaji, NB; Yz Knowledge, risk perception and mitigation measures ZOONOSES Article
Anch. AE; Ak Genetic identification of cytomegaloviruses in a rurs VIROLOGY J Article
Ayeqbusi; Jet Perception and prevention practices against Ebola \ AFRICAN JO Article
Ayouba, A: M Ubiguitous Hepatocystis infections, but no evidence INTERMNATIO Article
Bachand, N: | Public Heslth Significance of Zoonotic Bactesial Pat JOURMAL Of Article
Bair-Brake, H Is That a Rodent in Your Luggage? A Mixed Methoc ZOONOSES Article
Bauded, H; D¢ Understanding Ebola virus and other zoonofic frans ZOONOSES Article
Bormwitt, J; D¢ Unintended consequences of the “bushmeat ban’ in SOCIAL SCIE Article
Bonwitt, J; Kz Participation of women and children in hunting activ PLOS NEGLI Article
Bonwitt. J: Ke Rat-atouille: A Mixed Method Study to Characterize ECOHEALTH Article
Boue, V; Loc: High Rate of Simian Immunodeficiency Virus (SIV) VIRUSES-BA Article
Boundenga, L Haemosporidian Parasites of Antelopes and Other '\ PLOS ONE  Article
Infectious disease emergence and global change: t INFECTIOUS Article
Chaber, AL;  Public Health Risks from lllegally Imported African E ECOHEALTF Article

Butler. CD

Cheetham, S Bats as Reservoirs of \iral Zocnoses

Chitnis, A; Rz Origin of HIV type 1 in colonial French Equatorial Al AIDS RESEA Article
Courgnaud, * Characterization of a novel simian immunodeficienc JOURMAL Ol Article
de Sousa. JO Enhanced Heterosexua Transmission Hypothesis fi VIRUSES-BA Article
Emerging Zoonotic Pathogens at the Human-Wildlif Doctoral Diss Articie
Drell, BM: Sou Atiitudes. practices, and zoonoses awareness of co PLOS ONE  Article
Devaux; Medi Infectious Disease Risk Across the Growing Humar FRONTIERS Article
Djoko, CF; W Failure to Defect Simian Immunodeficiency Virus In ECOHEALTF Article
Doty JB; Mal Assessing Monkeypox Virus Prevalence in Small M; VIRUSES-BA Article
pions and reported wild and dome: PEERJ Article

Dell, BM

D L Consumer p
Dupke, 5; 5¢ i !

for human

to Bacillu: PLOS NEGLI Article

Background Local pecple’s interaction with bats ren
An Ebola outbreak of unprecedented scope emerge
The bushmeat industry has been a topic of increasi
Background: Cvtomegaloviruses (CM\s) are heme:
The expanding bushmeat market in Africa contribut
Western gorillas (Gorilla qorilla) have been identifie
Wild animal meat represents an important source o
Bushmeat, defined as meat derived from wild anim:
The ecology of Ebola virus (EBV) remains largely ul
Following the 2013-2016 outbreak of Ebola virus di
The emergence of infectious diseases of zoonolic o
Lassa fever is a zoonotic hemorrhaaic illness predo
The emergence of HIV-1 groups M, N, O, and P is |
Re-examination, using molecular tools, of the divers
Backaround: Concern intensifying that emerging ini
Large-scale importation of bushmeat from West an
S0 YEARS O Articls; Book ' In the last few decades, a special interest in viruses
Sociocultural factors during the posteolonia period

Exploration of the diversity among primate lentivirus
HIV-1 M originated from SI\epz endemic in chimpa

The harvest of bushmeat is widespread in the tropic
Maost of the human pandemics reported to date can
Hunting and butchering of wildiife in Cenfral Africa
During 2012, 2013 and 2015, we collected small m
The handling, capturing, butchering, and transporta
Bacillus cereus biovar anthracis (Bebva) is an untyr

Etter, E: Dom: Risk anal\ms and bovine Iuberculusls a re-emergin IMPACT OF | Article; Proce The widespread of immunodeficiency with AIDS, th

Evans. TS: T Exposure to Fi

Amona People C JOURNAL Of Article
Fa; Nasi; \Viie Bushmeat, anthropogenic change, and human healt SANTE PUBL Article

Backaround Human and filovirus host interactions r
&#192; 1888217 heure 0&#249; plus de 5 millions ¢

Forgie, EME; Perceptions of ebola virus disease among the bamb PATHOGENS Article; Early . The second largest Ebola virus disease (EVD) epic

Friant; Paige; Drivers of E

Hunting and P

ion of & qu

of Zc PLOS Neglec Article
Funk, SM; Fz Pre- and post-Ebola outbreak trends in wild meat trz BIOLOGICAL Article
Gale, P; Simec The challenge of using experimental infectivity data JOURNAL Of Review
Ghogbo. F; K Knowledae, perceptions and atiitude of a communit ZOONOSES Article
Gessain, A F HTLY-3/4 and simian foamy retroviruses in humans VIROLOGY Review
Gmamen A.k The ecology of Dnm:ne retroviruses — An assessme VIROLOGY  Article
i irus Circulation in Humans AMERICAN J Article
Halbrook, M Human T-cell Iyrrphnlrmc virus type 1 transmission PLOS NMEGLI Article
Hardi, R; Bab Ammillifer-Infected Snakes Sold at Congolese Bushn ECOHEALTE Article

it mode MICROBIAL | Articie

Haymm, DT Long-Term Survival of an Urban Fruit Bat Seroposit PLOS ONE  Article
-

Horigan, V. G

Hranac, CR; | Predicting Ebola virus disease risk and the role of A EFIDEMICS  Article
Jobbing, SE:  Leptospirainterrogans at the Human-Wildlife Interf: ZOONOSES Article
Joima. ER: G Lonaitudinal Secretion of Paramyxovirus RMNA in the VIRUSES-BA Article
Kamau, J; As The intersection of land use and human behavior as PLOS NEGLI Article

Bushmeat hunting threatens biodiversity and increa
Ebela virus disease, EVD, has been linked with wilc
Analysis of publizhed data shows that experimental
A large population of straw-coloured fruit bats (Eida
Mon-human primates are considered to be likely so
The ecoloqy of primate retroviruses — An assessme
Monkeypox virus is a zoonotic Orthopomvirus (OPX
The Democratic Republic of the Congo (DRC) has
African pythons (Pythonidae) and large vipers (Bitis
Ebclaviruses (EBOV) (family Fllwmhe) cause vira
This paper a quanti it oo
Ebola virus disease (EVD) presents a threat to publ
Leptospirosis is the most widespread zoonosis in th
The straw-coloured fruit bat (Eidalon hehvum) is wid
Author summary Many infectious diseases, such a:

Kamins, A; B: Emerging risks from bat bushmeat in West Africa  TRENDS IN { Article; Book ' Despite major advances in medicine, infectious dise

Kamins, A0, | the fruit bat

chain BIOLOGICAL Article

Kamins, AQ; Characteristics and Risk Perceptions of Chanaians ECOHEALTF Article

Karesh. WB: The Bushme: |

Kurpiers; Sch and

Leendertz. 54

of bushmeat cor
Katani. R; 5S¢ Identification of Bacillus anthracis, Brucella spp., an SCIENTIFIC | Article
Katani. R; 5S¢ Microbial Diversity in Bushmeat Samples Recoveret SCIENTIFIC | Article
Kock, RA: Be Searching fnrmesu.lrce of EL»Ia the elusive factol REVUE SCIE Article
Diseases: Lesss PROBLEMAT Book Chapter
Lacroix, A; Vi Wide Diversity of Coronaviruses in Frugivorous and VIRUSES-BA Article
Lange, CE; M First evidence of a new simian adencvirus clustering VIROLOGY J Article
Lawson, ET; ' Understanding framings and perceplions of spillove: DISASTER P Article
LeBreton, M; Patterns of bushmeat hunting and perceplions of di: ANIMAL COb Article
Lee-Cruz, L; | Mapping of Ebola virus spillover. Suitability and sea: PLOS NEGLI Article
Leedertz: Elle Anthrax kills wild chimpanzees in a tropical rainfores MATURE Article
Evidence Supporting Fruit Bats as th ECOHEALTF Editorial Mate
Leenderiz, 5¢ Ebola in great apes - current knowledoe, possibilitie MAMMAL RE Review
Leroy, EM; E| Human Ebola Outbreak Resulting from Direct Expes VECTOR-BO Article

Harvesting, consumption and trade of bushmeat ar
Emerging zoonotic pathogens from wildiife pose inc
Bushmeat is a term that refers to the use of wild an
Meat from wildife species (bushmeat) represents a
Bushmeat, the meat and organs derived from wildlil
The natural ecoloqy of Ebola virus infection remaing

MOUNT SIN: Article

Zoonoses can constitute a threat for public health t
Background Adenoviruses play an important role as
Purpose - Bats provide many ecosystem senvices a
There is a great need o determine the factors that i
Author summary Ebola virus disease is a highly pat
Infectious disease has joined habitat loss and huntil

Ebocla virus disease (EVD) is a threat to human hea
Twelve years after the Kikwit Ebola outbreak in 199

167



Web OF Scier J
Web Of Scier J
Web OF Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Google Schol J
Web Of Scier J
Google Schol J
Google Schal J
Web Of Scier J
‘Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Google Schol J
Google Schol J
Web Of Scier J
Google Schaol J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Google Schol J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J
Web Of Scier J

Web OFf Scier J
‘Web Of Scier J
Google Schal J
Web Of Scier J
Goodgle Schal J
Web Of Scier J
Google Schal J
Web Of Scier J
Google Schal J
Google Schal J
Web Of Scier J
Google Schal J
‘Web Of Scier J
Web Of Scier J
Google Schal J
Google Schal J
Web Of Scier J
Google Schal J
Google Schal J
Goodale Schdl J
Web OFf Scier J
Goodale Schdl J
Google Schal J
Web Of Scier J
Google Schal J

Diseass trans Experimental irus
Disease trans Experimental \irus
Disease trans Experimental Virus
Disease trans Literature rev \irus
Diseass tran: Wirus
Disease tran: Bacteria
Disease trans Experimental irus
Disease trans Literature rev Virus
Dﬁeasetram Human and s Undeﬂned

Disease trans Human and s Undefined
Disease trans Experimental Virus
Disease trans Human and s Undefined
Digease trans Literature rev Helminth
Disease trans Human and s Unoefined
Digease trans Human and s Undefined
Disease trans Expenimental| irus
Disease trans Human and s Virus
Disease tran: Bacteria
Disease trans, Wirus
Disease trans Human and s Unosfined
Diseass trans Experimental Helminth

Disease trans Model Vinus
Digease trans Model Wirus
Disease trans Model Vinus

Digease trans Human and s Virus
Disease trans Human and s Virus
Digease trans Human and s Undefined
Disease trans Human and s Undefined
Disease trans Experimental irus
Disease trans Experimental irus
Disease trans Literature rev Undefined
Disease trans Literature rev \irus
Disease trans Experimental Helminth
Disease trans Modsl Virus
Disease trans Human and s Virus
Disease trans Literature rev Vius
Disease trans Human and s Undefined

Disease trans Model Winus
Disease tran: Experimental Virus
Disease trans Model Virus
Disease trans Model Virus

Disease trans Human and s Undefined
Disease trans Experimental Heiminth
Disease tran: Experimental Virus
Disease tran: Experimental \/irus
Disease trans Literature rev Mix
Disease trans Human and s Undefined
Disease tran:| Experimental \irus
Disease trans Literature rev Virus
Disease trans Literature rev Virus
Di&easeh‘ans- Wirus
Diszase trang Virus

Disease trans Experimental Virus

Retroviruses (Svs, STLVs) Mammals MNon-Human | Serclogical te 48 whole bloc Gabon Multiple 8 provinces o
Shvs Mammals MNon-Human | PCR amplific: 2 wild red coh vory Coast Tai National F
Slvs Mammas  Non-Human | ELISA, PCR i 25 whole bloc Gabon Muitiple Different loca
Retroviruses (SVs, STLYs) Mammas  Non-Human Primates

Sh's Mammals Mon-Human | HIV cross-rez 127 feca san lvory Coast Tai National F
Treponema pallidum Mammas  Human Immunoassal 186 children, Tanzania Muitiple 2 areas in the
Ebola virus Mammals NHP Serclogy, PCI Liver, lung, s Democratic Republic of Cor Multiple 2 markets in |
Ebola virus  Role of food in transmission of Ebola, litterature review

Zoonotic infer Consumption Mammals Bats Questionnair: 525 responde Cameroon Multiple Five sampling
Trichinella Mammas  Rodent (Cricetomvees gaml Tissue sampl Nigeria Hunters

Rickettsia Mammas  Pangolin, Dui gPCR 21 ficks coller Liberia Rural villages Multiple Mile 48 Junct
Zoonatic infections Mammas { N Rodent. Primi Community discussions. focus oroup. pert Rural vilages Multiple 34 villages an
STLVsHTLVs Mammals MNon-Human | Multiplexed ni 52 anesthetiz Ivory Coast/  Rural vilages Mutiple Rainforest of
Zoonotic infer Contact Hum Mammals Mon-Human | Standardized 504 volunteer vory Coast  Rural vilages Multiple Dacbly, Pona
Trichinella

Zoonotic infer Bushmeat hunting and risk awamess of 20 Semi-sfructur 370 responds Uganda Rural villages Multiple 8 villages nei
Zoonotic infer Contact Hum Mammals Mon-Human | Participatory + 449 participar Cameroon  Rural villages Multiple 1 target villag
Slva Mammas  Non-Human | HIV antibodig Cameroon  Rural and urk Muitiple Southem Car
Ebola virus Participant ok 50 participant Cameroon  Urban city  Sinale Limbe
Escherichia Coli Mammas  Fruit bats (5 ¢ Cultivation of Republic of Conao Muitiple 1 site = logair
Slvs Mammals  Mon-Human | PCR, high-re: Kenya Urban and pe Multiple Mombasa, Ki:
Zoonotic infer Contact Hum Mammals Fruit bats Focus discus 136 person fc Ghana Rural villages Single Tanoboase in
Gastro-intestinal parasites Mammals, Bil 17 Francolint Faecal sedier 143 fecal san Migeria Hunters Single Msukka cultul
Ebola virus Do human ac Mammas Fruit bats

Ebola virug  Mammalian b Mammals Fruit bate

Ebola virus  Deforestation Mammals Fruit bats

Ebola virug  Consumplion Mammals Two sete of g 100 responds Nigeria Multiple Neukka and |
Ebola virus  Link between wealthier households and de 2 different da 275 househol Liberia Rural villages Multiple 70 locations {

Zoonotic infer Knowledge and hunting attitudes toward 2 Cross-sectior 76 repondent Migeria

Hunters and bushmeat trad Nsukka Sena

Zoonotic infer Human-animal interaction and risk factors Household int 1240 individu Uganda Mulitple 35 communiti
Shvs Mammals MNon-Human | Immunoassan Blood and tiss Cameroon Urban maket: Multiple Younde, surr:
HWVs (Henipavirus - Nipsh Mammals Fruit bats (Eit Cross-newtraliz Blood sample Cameroon Hunters Single ‘Yaoundé
Zoonotic infections Mammals, Bil 58 species investigated
Ebola virus Lrterature cnhmsm abot.rt health communication during Ebola Outhbreak
Gastro-i al i Mon-Human | Direct smears 125 fecal san Cameroon Urzan marke! Multiple “faoundé (Elig
Ebola virus  Food productivity increase so Ebola outoresk decrease
Orthopoxvirus Risk factors for MKP Questionnaire 939 parficipar Republic Den Rural villages Multiple Tshuapa Proy
Ebola virus ~ Transmission Mammals
Zoonofic infer Wild animal exposures : rigk Cross-sectior 3140 subject Republic Den Rural villages Multiple 14 locations r
Impact of Ebola and hunting on WL Gorilla, assessing risk of transmission to humans 7
SV Mammals MNon-Human | Nested PCR - 107 Mustach Gabon Hunters Multiple 3 locaficns sil
Ebola virus  Understandin Mammals
Bz Risk of Bat-B Mammals Bats
Retroviruses (SFV. HIV), Ht Mammals NHP, rodent PCR, sequen Samples fron USA Aimort (JFK) Single
HIVISIVs Causes of ep Mammals ~ NHP
Zoonotic infer Hunting tices and of zoone Q 123 bushme: Sierra Leone  Hunters, trad Multiple 37 sites in Sie
Arrnllllfer Raillietislia Reoma 2 Gaboon vip Mor 4 larg snakes D  tTown market

NHP (Cercop Quantificatior 4 NHP France Ajirport (Toulouse)
Lymphocytic cnonomenlngll Mammas  Rodent, Carn Reverse trans 45 samples o Gabon Muitiple Between Kan
Virus, Bacteri Zoonotic pood in bushmet in fropical forests
Bat-bom zoonofic Mammals Bats Interviews of 54 persons  Nigeria
Henipavirus Mammas  Bats (Eidolon PCR /339 samples| Republic of C Hunters
Ebolavirus  History. epidemiciogy. outbreaks
Zoonotic viral Bushmest hunting, deforestation and zoonofic disease
HTLVs Mammas  Human Seroloqy, PCI Cameroon  Rural villages Mulitple Southem Car
Retroviruses Mammals Human Serology, PCI Cameroon  Rural vilages Mulitple Southem Car
SVe Mammals NHP Serology, PCI Tissue sampl Equatorial Gu Urban markel Single Malabo bushr

2012 Liegeois, F; E New STLY-3 sfrains and a divergent SI'Vmus strain RETROVIRO Article
2009 Liegeois, F; L Full-Length Genome Characterization of a Novel Sit JOURNAL O Article
2014 Liegeois. F; £ Full-Length Genome Analyses of Two New Simian | VIRUSES-BA Article
2012 Locatelli. 5: F Cross-species fransmission of simian retroviruses: | AIDS Review

Background: Humian retroviral infections such as
Simian immunodeficiency viruses (SIVs) are foun
The Simian Immunodeficiency Virus (SIV) musim
The HIV-1 group M epidemic illustrates the extrac

2011 Locatelli, S: F Lack of Evidence of Simian Immunodeficiency Virus INTERNATIO Article; Proce It is now well established that the human immuno

2020 Lubinza, CKC Serosurvey of Treponema pallidum infection among BMC INFECT Article
2020 Lucas, A; Kur Serclogy and Behavioral Perspectives on Ebola Viru OPEN FORU Article
2015 Mann, E; Stre A Review of the Role of Food and the Food Mem PLOS NEGL[ Review
2017 Maurice; Fua An B> ion of Bats C ion Beh: and Ir j Article
2010 Mbava, AW , Trichinilosis in African diant rats (Cricetomvs aambi JOURNALOI Article
2012 Mediannikov, Tick-bome ri iae in Guinea and Liberia TICKS AND 1 Article
2015 Monroe. BP: | Callection and Utilization of Animal Carcasses Assc JOURNAL Ol Article
2017 Mossoun, A: Bushmeat Hunting and Zoonotic Transmission of Si JOURNAL Ol Article
2015 Mossoun, A; Contact to Mon-human Primates and Risk Factors f ECOHEALTE Article
2013 N irwa, Trichinellai im animals and humans in sul ACTA TROPI Review
2021 Mamusisi, 5; A descriptive study of zoonotic disease risk at the hi PLOS NEGLE Article
Marat, \; Kan Using physical contact heterogeneity and frequency PLOS MEGLE Article
; K Expesure to SIVmnd-2 in Southern Cameroon: Pub AIDS REVIEY Review
. I; Sint Implications of Changing Aftitudes towards Game N HUMAN ORC Article
2017 Mowak, K: Fa Highly diverse and antimicrobial susceptible Eschen PLOS ONE  Article
2020 Nyvamota, R; ' Broad diversity of simian immunodeficiency virus inl JOURNAL Ol Article
2017 Ohemeng, F; Socio-cultural Determinants of Human-Bat Interacti ANTHROZOC Article
2015 Okoye, IC; C: Intestinal parasitic fauna and zoonotic potentials of | HELMINTHO Article
2019 Qlivero, J; Fa Human activities link fruit bat presence to Ebola vine MAMMAL RE Review
2016 Olivero, J; Fa Mammalian bicgeography and the Ebola virus in Afr MAMMAL RE Review
2017 Clivero, J; Fa Recent loss of closed forests is associated with Ebc SCIENTIFIC | Article
2020 Onvyekuru, N¢ Effects of Ebola Virus Dissase Outbreak on Bush N JOURNAL Ol Article
2017 Ordaz-Nemet The socio-economic drivers of bushmeat consumpti PLOS NEGLE Article
2018 Czioko, KLU ¢ Knowledge, affitudes, and behavioural risk factors e ERIDEMIOLC Article
2014 Paige, 5B, Fr Beyond Bushmesat: Animal Contact, Injury, and Zoo ECOHEALTE Article
2002 Pesters, M; C Risk to human health from a plethora of Simian imn EMERGING | Article
2014 Pemet, O; Sc Evidence for henipavirus spillover info human popul NATURE CO Article

2021 Peros, CS; D Bushmeat, wet markets, and the risks of pandemics ENVIRONME Review
2018 Post, K SENDING THE RIGHT MESSAGE: WILD GAME A HEALTH SEC Article
2011 Pourrut, ¥; D Prevalence of gastrointestingl parasites in primate b VETERIMAR" Article
2019 Price. GN Does Productivity in the Formal Food Sector Orive F AFRICAN DE Article
2017 Quiner, CA; b Presumptive risk factors for monkeypox in rural con PLOS OME - Article
2014 Rewar, 5; Mi Transmission of Ebola Virus Disease: An Oveniew ANNALS OF Review
2017 Rimoin, AW; Human ure to Wild Animals in the Sankuru P ECOHEALTE Article
2007 Rizhalla, C; mpact of Ebala and bushmest hunting ECOHEALTE Article
2017 Schmidk, F: L Phyloepidemiological Analysis Reveals that Viral Din JOURMAL O Article
2019 Schmidt, JP; Ecological indicators of mammal exposure to Ebalan PHILOSOPH Article
2016 Simens, RRL A Generic Quantitative Risk Assessment Framewor PLoS One  Article
2012 Smith; Switze Zoonotic \iruses Associated with lllegally Imported' PLOS ONE  Article

Background The first yaws eradication campaign |
After the 2018 Ebola cutbreak in Equateur Provin
The current outbreak of Ebola virus disease (EVD
The recent increase in zoonotic viral disease outh

While the high seroprevalence for the rickettsiae {
The collection and consumption of animal carcass
Simian T-lymphetropic virus 1 (STLV-1) enters hu
Elevated exposure levels to non-human primates |
The aim of this review is to provide information on
Zoonofic diseases pose a significant health challe
Emerging infectious diseases of zoonotic origin o
Compeiling evidence appeared in 2002 of human
In this article, we examine social responses to the
Bats are suspected to be a reservoir of several ba
Backaround Simian immunodaficiency virus (SIV)
Bats are known to be a natural reservoir for a lot ¢
A study was carried out in Meukka cuttural zone,
A significant link between forest loss and fragmer
1. Ebola virus is responsible for the fatal Ebola vir
Ebela virus disease (EVD) is a contagious, severe
The 2014 disease outbreak in West Africaof the |
Bushmest represents an impertant source of anin
OBJECTIVES: In light of the dramatic spread of E
Zoonotic pathogens cause an estimated 70% of e
To assess human exposure to Simian immunodef
Zoonotic transmission of lethal henipaviruses (HM
The novel coronavirus (SARS-Col-2) is the third ¢
The unprecedented scale of the Ebcla epidemic in
To decument the prevalence of gastrointestinal pa
As the hunting. butchering. processing. and consu
Monkeypax virus (MPXV), a close relative of Varia
Ebola is a viral iliness of which the initial sympton:
Due to the high level of bidcgical diversityin the C
The 2003 outbreak of Ebola in the Republic of Cor
Human immunodeficiency virus type 1 (HV-1) is t
Much of the basic ecology of Ebolavirus remains u
Bat-bome viruses have been linked to a number of
The dlobal trade in wildlife has historically contribu

2019 Sousa. JO: M The epidemic emeraence of HI'V: what novel enablir FUTURE VIR Editorial Mate Humans acquired refroviruses from simians. main

2012 Subramanian Zoonotic Disease Risk and the Bushmeat Trade: A: ECOHEALTL Article
2016 Tappe, D; Su Co-i inVisceral P Democrat EMERGING | Article
2017 Temmam, S; Screening for Viral Pathogens in African Simian Bu: TRAMSBOUP Article
2021 Ushijima, ; ¢ Identification of potential novel hosts and the risk of INTERNATIO Article
2017 Van Viiet, N; | Bushmeat and human health: Assessing the Eviden ETHMOBIOL! Review
2014 “ora, NM; Os Assessment of Potential Zoonotic Disease Exposun MMWR-MOR Article
2012 Weiss, 5: No Henipavirus-related Sequences in Fruit Bat Bushme EMERGING | Letter
2015 Wevyer, J. Grc Ebola \irus Disease: History, ED!dHTIolOQ\' and Oul CURRENT Ih Article
2005 Wolfe, ND: D E hunting of z EMERGING | Article
2005 Wolfe, ND: H Emergence of unique primate T-h'rnmot'ootc viruse PROCEEDIN Article
2004 Wolfe, ND; 5 Naturally acquired simian retrovirus infections in cel LANCET Article
2010 Worobey, M; lsland Bicgeography Reveals the Deep History of 51 SCIEMCE  Article

The bushmeat industry has been a topic of increas

Armnillifer is an emerai
IIIegaJ bushmesat traffic is an impartant threat to bic
Objectives: Lymphocylic choriomeningitis virus (L
The importance of bushmeat as source of food an

Over the past 40 vears, sporadic Ebola virus disea
Understanding the emergence of new zoonatic agt
The human T-lymphotropic viruses (HTLVs) types
Background Hunting and butchering of wild non-fn

168



Annexe 10 : Liste des publications expérimentales répondant aux critéres de I'étude et collection de méta-données
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Annexe 11 : Données extraites des 26 études expérimentales sélectionnées
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Annexe 12 : Liste des échantillons et méta-données associées
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Cricetomys  Cricetomys ga Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Genetta Genettasp. Tegon

country
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin

date origin condition
28/12/2021 domestique frais
28/12/2021 domestique frais
09/01/2022 sauvage frais
09/01/2022 sauvage frais
09/01/2022 sauvage frais
09/01/2022 sauvage frais
09/01/2022 sauvage frais
09/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
10/01/2022 sauvage frais
11/01/2022 sauvage frais
11/01/2022 sauvage frais
11/01/2022 sauvage frais
11/01/2022 sauvage frais
11/01/2022 sauvage frais
11/01/2022 sauvage frais
11/01/2022 sauvage frais
12/01/2022 sauvage frais
12/01/2022 sauvage frais
12/01/2022 sauvage frais
12/01/2022 sauvage frais
12/01/2022 sauvage frais
12/01/2022 sauvage frais
12/01/2022 sauvage frais

Lagomorpha
Galliforme
Chiroptera
Tubulidentata
Pholidota
Bucerotiforme
/Columbiformes

Simple
Multiple

additional inf sample_type preservation number_pho

mort < 1h
mort < 1h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort > 8h
mort >12h
mort > 12h
mort >8h
mort > 8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort < 8h
mort<8h
mort >12h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
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manipulator date_extracti remark

oralswab NORGEN DJAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN DJAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 095112_593j DJAGOUN Joe 21/03/2022
oralswab NORGEN 144417_042j ALES Nazif DJ 21/03/2022
oralswab NORGEN 162556_805j DJAGOUN Joe 21/03/2022
oralswab NORGEN 163342_182j DJAGOUN Joe 21/03/2022
oralswab NORGEN 163931_124j DJAGOUN Joe 21/03/2022
oralswab NORGEN 163954_906j DJAGOUN Joe 24/03/2022
oralswab NORGEN 084703_942j ALES Nazif DJ 21/03/2022
oralswab NORGEN 084703_943] ALES Nazif DJ 22/03/2022
oralswab NORGEN 090229_965j ALES Nazif DI 22/03/2022
oralswab NORGEN 091029_321j ALES Nazif DJ 22/03/2022
oralswab NORGEN 092130_407j ALES Nazif DJ 22/03/2022
oralswab NORGEN 094248_912j ALES Nazif DJ 22/03/2022
oralswab NORGEN 120321_327j DJAGOUN Joe 22/03/2022
oralswab NORGEN 143848_764j DIAGOUN Joe 22/03/2022
oralswab NORGEN 143902_062j DJIAGOUN Joe 22/03/2022
oralswab NORGEN 143914_392j DIAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 14392_655jp DJIAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 165956_950j DJAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 170002_392j DJAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 092524-721jp DJIAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 092530-701jp DJIAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 093111-397jp DJIAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 093123-074jp DJIAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 110733-785jp DJAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 110740-940jp DJAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 132208-322jp DJAGOUN Joe 23/03/2022
oralswab NORGEN 113356-839jp ALES Nazif DJ 23/03/2022
oralswab NORGEN 142502-607jp ALES Nazif DJ 23/03/2022
oralswab NORGEN 142519-896jp ALES Nazif DJ 23/03/2022
oralswab NORGEN 152048-823jp ALES Nazif DJ 23/03/2022
oralswab NORGEN 152116-670jp ALES Nazif DJ 23/03/2022
oralswab NORGEN 152217-186jp ALES Nazif DJ 24/03/2022
oralswab NORGEN 152230-681jp ALES Nazif DJ 23/03/2022

170



100b
101b
10b
11b
12b
13b
14b
15b
16b
17b
18b
19b
1b
20b
21b
22b
23b
24b
25b
26b
27b
28b
29b
2b
30b
31b
32b
33b
34b
35b
36b
37b
38b
39b
3b
40b
41b

36 Rodentia
37 Hyracoidea
38 Rodentia
39 Lipotyphla
40 Lipotyphla
41 Rodentia
42 Rodentia
43 Pholidota

Xerus Xerus erythro Tegon
Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon

Thryonomys Thyonomyss Tegon

Atelerix Atelerix albiv Tegon
Atelerix Atelerix albiv Tegon
Cricetomys  Cricetomys ga Tegon
Cricetomys  Cricetomys ga Tegon
Phataginus ~ Phataginus tr Tegon

44 Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon

45 Rodentia
46 Rodentia
47 Rodentia
48 Carnivora
49 Rodentia
50 Rodentia
51 Rodentia
52 Rodentia
53 Rodentia
54 Rodentia
55 Rodentia
56 Carnivora
57 Rodentia
58 Rodentia
59 Carnivora
60 Rodentia
61 Carnivora
62 Rodentia
63 Rodentia
64 Rodentia
65 Rodentia
66 Rodentia

Xerus Xerus erythro Tegon
Xerus Xerus erythro Tegon
Xerus Xerus erythro Tegon
Crossarchus ~ Crossarchus o Tegon

Thryonomys Thyonomyss Tegon

Xerus Xerus erythro Tegon
Xerus Xerus erythro Tegon
Cricetomys  Cricetomys ga Tegon
Heliosciurus  Heliosciurus g Tegon

Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon

Thryonomys Thyonomyss Tegon
Genetta Genettasp. Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon

Herpestes Herpestes Ich Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon
Genetta Genettasp. Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon

Thryonomys Thyonomyss Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon

67 Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon

68 Rodentia

Heliosciurus  Heliosciurus g Tegon

69 Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon
70 Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon

71 Rodentia
72 Rodentia
73 Rodentia

Thryonomys Thyonomyss Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon

74 Artiodactyla Tragelaphus Tragelaphuss Tegon
75 Artiodactyla Tragelaphus Tragelaphuss Tegon

76 Carnivora
77 Hyracoidea
78 Hyracoidea

Genetta Genettasp. Tegon
Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon

Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon

79 Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon

80 Carnivora
81 Carnivora

Herpestes
Genetta

Herpestes Ich Tegon
Genettasp. Tegon

82 Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon

83 Carnivora
84 Carnivora

86 Carnivora
87 Carnivora
88 Carnivora
89 Carnivora
90 Carnivora
91 Rodentia
92 Pholidota
93 Rodentia
94 Rodentia
95 Rodentia
96 Rodentia
97 Rodentia

Herpestes Herpestes Ich Tegon
Nandinia Nandinia bino Tegon
85 Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon

Genetta Genettasp. Tegon
Genetta Genettasp. Tegon
Genetta Genetta sp. Tegon
Genetta Genettasp. Tegon
Crossarchus  Crossarchus o Tegon

Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon
Phataginus  Phataginus tr Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon
Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon

98 Rodentia
99 Artiodactyl

100 Carnivora
101 Carnivora

Carnivora
Carnivora
Artiodactyl,
Hyracoidea
Hyracoidea
Hyracoidea
Hyracoidea
Rodentia
Lagomorpha
Lagomorpha
Lagomorpha
Lagomorpha
Lagomorpha
Rodentia
Lagomorpha
Lagomorpha
Hyracoidea
Hyracoidea
Hyracoidea
Rodentia
Rodentia
Carnivora
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Rodentia
Lagomorpha
Lagomorpha
Lagomorpha
Carnivora
Rodentia
Hyracoidea
Rodentia
Lipotyphla
Lagomorpha
Lipotyphla
Rodentia

a Tragelaphus Tragelaphus s Tegon

Herpestes Herpestes Ich Tegon
Herpestes Herpestes Ich Tegon
Herpestes Herpestes Ich Tegon
Herpestes Herpestes Ich Tegon

a Philantomba Philantomba Tegon
Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon
Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon

Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon

Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon

Cricetomys ~ Cricetomys ga Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Oryctolagus  Oryctolagus ¢ UAC

Xerus Xerus erythro Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon

Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon
Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon
Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon

Xerus Xerus erythro Tegon
Xerus Xerus erythro Tegon
Genetta Genettasp. Tegon
Cricetomys  Cricetomys ga Tegon
Rattus Rattus rattus UAC

Cricetomys  Cricetomys ga Tegon
Cricetomys  Cricetomys ga Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Genetta Genettasp. Tegon
Xerus Xerus erythro Tegon

Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon
Thryonomys Thyonomyss Tegon

Atelerix Atelerix albiv Tegon
Lepus Lepus victoria Tegon
Atelerix Atelerix albiv Tegon
Cricetomys  Cricetomys ga Tegon

Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin
Benin

12/01/2022
13/01/2022
13/01/2022
13/01/2022
13/01/2022
14/01/2022
14/01/2022
14/01/2022
15/01/2022
16/01/2022
16/01/2022
16/01/2022
17/01/2022
17/01/2022
17/01/2022
17/01/2022
18/01/2022
18/01/2022
18/01/2022
18/01/2022
29/01/2022
29/01/2022
29/01/2022
29/01/2022
30/01/2022
30/01/2022
30/01/2022
30/01/2022
01/02/2022
02/02/2022
02/02/2022
02/02/2022
02/02/2022
03/02/2022
03/02/2022
03/02/2022
03/02/2022
04/02/2022
04/02/2022
05/02/2022
05/02/2022
07/02/2022
07/02/2022
07/02/2022
08/02/2022
08/02/2022
09/02/2022
09/02/2022
10/02/2022
03/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
23/02/2022
23/02/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
03/03/2022
03/03/2022
06/03/2022
03/03/2022
06/03/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
10/01/2022
28/12/2021
10/01/2022
10/01/2022
11/01/2022
11/01/2022
11/01/2022
11/01/2022
11/01/2022
11/01/2022
11/01/2022
12/01/2022
28/12/2021
12/01/2022
12/01/2022
12/01/2022
12/01/2022
12/01/2022
12/01/2022
12/01/2022
13/01/2022
13/01/2022
13/01/2022
09/01/2022
13/01/2022
14/01/2022

sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
captif

sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage

sauvage

sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
domestique
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
domestique
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage

frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais

frais

frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais

mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort<8h
mort<8h
mort<8h
mort<8h
mort<8h
mort<8h
mort<8h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort > 12h
mort >12h
mort >12h
mort > 12h
mort >12h
mort >8h
mort > 12h
mort >12h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort >12h
mort >12h
mort < 8h
mort >8h
mort >8h
mort > 12h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort < 8h
mort >12h
mort >8h
mort >8h
mort >8h
mort > 12h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort <8h
mort > 8h
mort > 8h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h

mort >8h

mort >12h

mort >8h

mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort < 1h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort < 8h
mort < 8h
mort>12h
mort > 8h
mort < 1h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort >8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort < 8h

oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab

NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN

164854-754jp ALES Nazif DJ 23/03/2022
090251-272jp DIAGOUN Joe  23/03/2022
104713-358jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
104928-281jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
104932-142jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
145101-915jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
145108-923jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
152525-087jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
130333-356jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
121500-026jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
121509-01jpg DIAGOUN Joe 23/03/2022
121519-328jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
113412-882jp DJIAGOUN Joe  23/03/2022
120407-118jp DJIAGOUN Joe  24/03/2022
120413-151jp DJIAGOUN Joe  24/03/2022
120418-570jp DJIAGOUN Joe  24/03/2022
172929_741.j ALES Nazif DJ 24/03/2022
172944_147.j ALES Nazif + D 24/03/2022
173003_989.j ALES Nazif + D 24/03/2022
180640-6.jpg ALES Nazif + D 24/03/2022
082611-119jp DIAGOUN Joe  24/03/2022
102714-113jp DJAGOUN Joe  24/03/2022
132333-082jp DJAGOUN Joe  24/03/2022
1161024 DJAGOUN Joe 24/03/2022
102810_211j DJAGOUN Joe 24/03/2022
102823_131j DJAGOUN Joe 24/03/2022
102828_101j DJAGOUN Joe 24/03/2022
102838_733j DJAGOUN Joe 24/03/2022
130941_819j DJAGOUN Joe 24/03/2022
094207_151j ALES Nazif DJ 24/03/2022
110338_313j ALES Nazif DJ 24/03/2022
121006_361j ALES Nazif DJ 24/03/2022
161903_796j ALES Nazif DJ 24/03/2022
084352_313j ALES Nazif DJ 24/03/2022
090327_968j ALES Nazif DJ 24/03/2022
130015_963j ALES Nazif DJ 24/03/2022
130023_491j ALES Nazif DJ 24/03/2022
113804_821j DJAGOUN Joe 24/03/2022
132227_421j DJAGOUN Joe 24/03/2022
084307_432j ALES Nazif DJ 24/03/2022
131134_872j ALES Nazif DJ 24/03/2022
085543_644j DIAGOUN Joe 24/03/2022
085556_550j DIAGOUN Joe 24/03/2022
085610_848j DIAGOUN Joe 24/03/2022
101805_714j ALES Nazif DJ 24/03/2022
135259_639j ALES Nazif DJ 24/03/2022
085634_634j ALES Nazif DJ 24/03/2022
165928_083j DJIAGOUN Joe 24/03/2022
084843_617j DIAGOUN Joe 24/03/2022
24/03/2022
082101_960j DIAGOUN Joe 24/03/2022
093914_077j DIAGOUN Joe 28/03/2022
093932_570j DJIAGOUN Joe 28/03/2022
093932_571j DIAGOUN Joe 28/03/2022
130152_034j DJAGOUN Joe 28/03/2022
101051_758] DJAGOUN Joe 28/03/2022
WA0014 DJAGOUN Joe 28/03/2022
101054_758] DJAGOUN Joe 28/03/2022
101100_409j DJAGOUN Joe 28/03/2022
101108_787j DJAGOUN Joe 28/03/2022
101117_741j DIAGOUN Joe 28/03/2022
101134_428j DJAGOUN Joe 28/03/2022
101140_748] DJAGOUN Joe 28/03/2022
084940_743j DIAGOUN Joe 28/03/2022
151851_030j DJAGOUN Joe 28/03/2022
28/03/2022
151851_030j DJAGOUN Joe 30/03/2022
30/03/2022
084703_943] ALES Nazif DJ 28/03/2022
090229_965] ALES Nazif DJ 28/03/2022
091029_321j ALES Nazif DJ 28/03/2022
092130_407j ALES Nazif DJ 28/03/2022
094248_912j ALES Nazif DJ 30/03/2022
120321_327j DJIAGOUN Joe 28/03/2022
143848_764j DJIAGOUN Joe 28/03/2022
143902_062j DJIAGOUN Joe 29/03/2022
143914_392j DJIAGOUN Joe 29/03/2022
14392_655jp DJIAGOUN Joe 29/03/2022
DJAGOUN Joe 28/03/2022
165956_950j DJIAGOUN Joe 29/03/2022
170002_392j DJIAGOUN Joe 29/03/2022
092524-721jp DIAGOUN Joe  29/03/2022
092530-701jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
093111-397jp DJIAGOUN Joe  29/03/2022
093123-074jp DIAGOUN Joe  29/03/2022
110733-785jp DIAGOUN Joe 29/03/2022
110740-940jp DIAGOUN Joe  29/03/2022
132208-322jp DJIAGOUN Joe  29/03/2022
113356-839jp ALES Nazif DJ 29/03/2022
DJAGOUN Joe 28/03/2022
142502-607jp ALES Nazif D) 29/03/2022
142519-896jp ALES Nazif DJ 29/03/2022
152048-823jp ALES Nazif DJ 29/03/2022
152116-670jp ALES Nazif D) 29/03/2022
152217-186jp ALES Nazif DJ 29/03/2022
152230-681jp ALES Nazif DJ 29/03/2022
164854-754jp ALES Nazif D) 29/03/2022
090251-272jp DJIAGOUN Joe  29/03/2022
104713-358jp DJIAGOUN Joe  29/03/2022
104928-281jp DIAGOUN Joe  29/03/2022
095112_593j DJAGOUN Joe 28/03/2022
104932-142jp DIAGOUN Joe  29/03/2022
145101-915jp DIAGOUN Joe 29/03/2022
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42b
43b
44b
45b
46b
47b
48b
49b
4b
50b
51b
52b
53b
54b
55b
56b
57b
58b
59b
5b
60b
61b
62b
63b
64b
65b
66b
67b
68b
69b
6b
70b
71b
72b
73b
74b
75b
76b
77b
78b
79
7b
80b
81b
82b
83b
84b
85b
86b
87b
88b
89b
8b
90b
91b
92b
93b
94b
95b
96b
97b
98b
99b
9b
Bx1001
BXI002
Bx1003
BxI004
Bx1005
BxI006
Bx1007
Bx1008
Bx1009
BxI010
BxI011
BxI012
COB1739
CRT266
CRT282
CRT283
CRT285
CRT294
CRT295
CRT296
CRT370
CRT371
CRT372
CRT373
CRT464
CRT466
CRT467
CRT644
CRT649
CRT658
CRT659
CRT664
CRT666
CRT669
CRT670
CRT671
CRT672
CRT673
CRT674

Rodentia Cricetomys  Cricetomys ga Tegon Benin
Pholidota Phataginus  Phataginus tr Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Rodentia Xerus Xerus erythro Tegon Benin
Rodentia Xerus Xerus erythro Tegon Benin
Rodentia Xerus Xerus erythro Tegon Benin
Carnivora Crossarchus  Crossarchus o Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Lagomorpha Lepus Lepus victoria Tegon Benin
Rodentia Xerus Xerus erythro Tegon Benin
Rodentia Xerus Xerus erythro Tegon Benin
Rodentia Cricetomys  Cricetomys ga Tegon Benin
Rodentia Heliosciurus  Heliosciurus g Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Carnivora Herpestes Herpestes Ich Tegon Benin
Rodentia Xerus Xerus erythro Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Rodentia Heliosciurus Heliosciurus g Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Rodentia Cricetomys  Cricetomys ga Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Rodentia Thryonomys Thyonomyss Tegon Benin
Artiodactyla Tragelaphus Tragelaphus s Tegon Benin
Artiodactyla Tragelaphus Tragelaphus s Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Hyracoidea  Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon Benin
Hyracoidea  Dendrohyrax Dendrohyrax Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Rodentia Cricetomys  Cricetomys ga Tegon Benin
Carnivora Herpestes Herpestes Ich Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Carnivora Herpestes Herpestes Ich Tegon Benin
Carnivora Nandinia Nandinia bino Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Carnivora Genetta Genettasp. Tegon Benin
Rodentia Cricetomys  Cricetomys ga Tegon Benin
Carnivora Crossarchus ~ Crossarchus o Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Pholidota Phataginus  Phataginus tr Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Rodentia Arvicanthis  Arvicanthis ni Tegon Benin
Artiodactyla Tragelaphus Tragelaphus s Tegon Benin
Artiodactyla Philantomba Philantomba Tegon Benin
Artiodactyla Potamochoer Potamochoer Brussels Belgium
Artiodactyla Bos Bos taurus/in Brussels Belgium
Rodentia Atherurus Atherurus afr Brussels Belgium
Artiodactyla Cephalophus Cephalophus Brussels Belgium
Artiodactyla Potamochoer Potamochoer Brussels Belgium
Artiodactyla Bos Bos taurus/in Brussels Belgium
Artiodactyla Potamochoer Potamochoer Brussels Belgium
Artiodactyla Cephalophus Cephalophus Brussels Belgium
Rodentia Thryonomys Thryonomys s Brussels Belgium
Artiodactyla Tragelaphus Tragelaphus s Brussels Belgium
Primates Cercopithecu Cercopithecu Brussels Belgium
Rodentia Thryonomys Thryonomys s Brussels Belgium
Rodentia Heliosciurus Heliosciurus r Yangambi Ma DRC
Rodentia Rhynchocyon Rhynchocyon Along Congo DRC
Rodentia Funisciurus  Funisciurus s Along Congo DRC
Rodentia Funisciurus  Funisciurus s Along Congo DRC
Rodentia Cricetomys  Cricetomys e Along Congo DRC

Hyracoidea Dendrohyrax Dendrohyrax Along Congo DRC
Afrosoricida Potamogale Potamogale v Along Congo DRC
Rodentia Rhynchocyon Rhynchocyon Along Congo DRC

Rodentia Funisciurus  Funisciurus p Along Congo DRC
Primates Galagoides  Galagoides th Along Congo DRC
Rodentia Lemniscomys Lemniscomys Along Congo DRC
Rodentia Lemniscomys Lemniscomys Along Congo DRC
Rodentia Funisciurus  Funisciurus s Bomane Fore DRC
Carnivora Nandinia Nandinia bino Along Congo DRC
Pholidota Phataginus  Phataginus tr Along Congo DRC
Rodentia Funisciurus  Funisciurus s Along Congo DRC
Carnivora Nandinia Nandinia bino Along Congo DRC
Macroscelide Petrodromus Petrodromus Along Congo DRC
Primates Perodicticina Perodicticina Along Congo DRC
Macroscelide Petrodromus Petrodromus Along Congo DRC
Rodentia Malacomys  Malacomys lo Along Congo DRC
Rodentia Lemniscomys Lemniscomys Along Congo DRC

Macroscelide Petrodromus Petrodromus Along Congo DRC
Macroscelide Petrodromus Petrodromus Along Congo DRC
Macroscelide Petrodromus Petrodromus Along Congo DRC
Macroscelide Petrodromus Petrodromus Along Congo DRC
Macroscelide Petrodromus Petrodromus Along Congo DRC

14/01/2022
14/01/2022
15/01/2022
16/01/2022
16/01/2022
16/01/2022
17/01/2022
17/01/2022
09/01/2022
17/01/2022
17/01/2022
18/01/2022
18/01/2022
18/01/2022
18/01/2022
29/01/2022
29/01/2022
29/01/2022
29/01/2022
09/01/2022
30/01/2022
30/01/2022
30/01/2022
30/01/2022
01/02/2022
02/02/2022
02/02/2022
02/02/2022
02/02/2022
03/02/2022
09/01/2022
03/02/2022
03/02/2022
03/02/2022
04/02/2022
04/02/2022
05/02/2022
05/02/2022
07/02/2022
07/02/2022
07/02/2022
09/01/2022
08/02/2022
08/02/2022
09/02/2022
09/02/2022
10/02/2022
03/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
22/02/2022
09/01/2022
22/02/2022
23/02/2022
23/02/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
02/03/2022
03/03/2022
10/01/2022

sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
captif

sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage
sauvage

frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais
frais

mort < 8h
mort < 8h
mort < 8h
mort < 8h
mort < 8h
mort < 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 12h
mort > 12h
mort>12h
mort > 12h
mort>12h
mort > 8h
mort > 12h
mort > 12h
mort > 8h
mort > 8h
mort >8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort>12h
mort > 12h
mort < 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 12h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort < 8h
mort>12h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 12h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort <8h
mort >8h
mort > 8h
mort >8h
mort >8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 8h
mort > 12h

rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
rectalswab
tissue

tissue

tissue

tissue

tissue

tissue

tissue

tissue

tissue

tissue

tissue

NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
frozen

frozen

frozen

frozen

frozen

frozen

frozen

frozen

frozen

frozen

frozen

tissue frozen

tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater
tissue RNAlater

145108-923jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
152525-087jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
130333-356jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
121500-026jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
121509-01jpg DIAGOUN Joe 29/03/2022
121519-328jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
113412-882jp DIAGOUN Joe  29/03/2022
120407-118jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
144417_042j ALES Nazif D) 28/03/2022
120413-151jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
120418-570jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
172929_741.j ALES Nazif DJ 29/03/2022
172944_147.j ALES Nazif + D 29/03/2022
173003_989.j ALES Nazif + D 29/03/2022
180640-6.jpg ALES Nazif + D 29/03/2022
082611-119jp DIAGOUN Joe  29/03/2022
102714-113jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
132333-082jp DJAGOUN Joe  29/03/2022
1161024 DIAGOUN Joe 29/03/2022
162556_805) DJAGOUN Joe 28/03/2022
102810_211j DJAGOUN Joe 29/03/2022
102823_131j DJAGOUN Joe 29/03/2022
102828_101j DJAGOUN Joe 29/03/2022
102838_733) DJAGOUN Joe 29/03/2022
130941_819) DJAGOUN Joe 29/03/2022
094207_151j ALES Nazif DJ 29/03/2022
110338_313j ALES Nazif DJ 29/03/2022
121006_361j ALES Nazif D) 29/03/2022
161903_796j ALES Nazif D) 29/03/2022
084352_313j ALES Nazif DJ 29/03/2022
163342_182) DJAGOUN Joe 28/03/2022
090327_968j ALES Nazif DJ 29/03/2022
130015_963j ALES Nazif DJ 29/03/2022
130023_491j ALES Nazif DJ 29/03/2022
113804_821j DJAGOUN Joe 29/03/2022
132227_421j DIAGOUN Joe 29/03/2022
084307_432j ALES Nazif DJ 29/03/2022
131134_872j ALES Nazif D) 29/03/2022
085543_644j DIAGOUN Joe 30/03/2022
085556_550j DJIAGOUN Joe 30/03/2022
085610_848j DJIAGOUN Joe 30/03/2022
163931_124] DJAGOUN Joe 28/03/2022
101805_714j ALES Nazif DJ 30/03/2022
135259_639j ALES Nazif DJ 30/03/2022
085634_634j ALES Nazif DJ 30/03/2022
165928_083) DJAGOUN Joe 30/03/2022
084843_617j DJIAGOUN Joe 30/03/2022
30/03/2022

082101_960j DJAGOUN Joe 30/03/2022
093914_077j DJIAGOUN Joe 30/03/2022
093932_570j DJAGOUN Joe 30/03/2022
093932_571j DJAGOUN Joe 30/03/2022
163954_906j DJAGOUN Joe 28/03/2022
130152_034] DJAGOUN Joe 30/03/2022
101051_758] DJAGOUN Joe 30/03/2022
WA0014 DJAGOUN Joe 30/03/2022
101054_758] DJAGOUN Joe 30/03/2022
101100_409j DJAGOUN Joe 30/03/2022
101108_787j DJAGOUN Joe 30/03/2022
101117_741j DJIAGOUN Joe 30/03/2022
101134_428) DJAGOUN Joe 30/03/2022
101140_748] DJAGOUN Joe 30/03/2022
084940_743j DJAGOUN Joe 30/03/2022
084703_942j ALES Nazif DJ 28/03/2022
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CRT771
CRT772
KOLE-002 Artiodactyla
KPONYO-001 Artiodactyla
KPONYO-002 Artiodactyla
KPONYO-003 Primates

KPONYO-004 Primates

KPONYO-005 Artiodactyla
KPONYO-006 Artiodactyla
KPONYO-007 Carnivora

KPONYO-008 Carnivora
LIKATI-006  Rodentia
LIKATI-007  Primates
LIKATI-011  Primates
LIKATI-012  Rodentia
R1 Pholidota
R2 Pholidota
RTBF001 Primates

s1 Pholidota
S10 Pholidota
S10b Pholidota
S11 Pholidota
Sib Pholidota
S2 Pholidota
S2b Pholidota
S3 Pholidota
sS4 Pholidota
S5 Pholidota
S5b Pholidota
S6 Pholidota
s7 Pholidota
S8 Pholidota
S9 Pholidota
S9b Pholidota
T1 Pholidota
T2 Pholidota
T3 Pholidota
T4 Pholidota
5 Pholidota
T6 Pholidota
Temoin_Ext

TRYO-001 Rodentia
UAC-022 Artiodactyla
UAC-031 Artiodactyla
UAC-041 Artiodactyla
UAC-043 Artiodactyla
UAC-044 Primates
UAC-046 Primates
UAC-065 Artiodactyla
UAC-067 Artiodactyla
UAC-077 Artiodactyla
UAC-082 Primates
UAC-088 Artiodactyla
UAC-094 Primates
UAC-112 Primates
UAC-152 Artiodactyla
UAC-168 Primates
UAC-180 Artiodactyla
UAC-188 Afrosoricida
UAC-196 Primates
UAC-317 Primates
UAC-327 Primates
UAC-329 Artiodactyla
UAC-333 Artiodactyla
UAC-357 Artiodactyla
UAC-363 Primates
UAC-407 Primates
UAC-413 Primates
UAC-415 Primates
UAC-419 Artiodactyla
UAC-424 Artiodactyla
UAC-429 Artiodactyla
UAC-434 Artiodactyla
UAC-435 Artiodactyla
UAC-443 Primates
UAC-445 Artiodactyla
UAC-453 Primates
UAC-457 Artiodactyla
UAC-462 Artiodactyla
UAC-464 Artiodactyla
UAC-470 Artiodactyla
UAC-477 Primates
UAC-484 Artiodactyla
UAC-492 Artiodactyla
UAC-494 Artiodactyla
UAC-505 Primates
UAC-511 Artiodactyla
UMA-002 Primates
UMA-003 Rodentia
UMA-005 Rodentia
UMA-006 Artiodactyla
UMA-019 Primates
UMA-020 Primates
UMA-030 Primates
UMA-035 Primates
VRT001 Primates
VRT002 Artiodactyla
VRTO003 Primates

Macroscelide Petrodromus Petrodromus
Macroscelide Petrodromus Petrodromus

Cephalophus
Philantomba
Cephalophus
Cercocebus
Cercopithecu
Cephalophus
Philantomba
Civettictis
Civettictis
Atherurus
Papio

Papio
Atherurus
Smutsia
Phataginus
Cercopithecu
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus
Phataginus

Thryonomys
Okapia
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Pan

Pan
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Pan
Cephalophus
Pan

Pan
Cephalophus
Pan
Cephalophus
Potamogale
Pan

Pan
Cercopithecu
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Cercopithecu
Cercopithecu
Pan

Pan
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Pan
Cephalophus
Cercopithecu
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Colobus
Cephalophus
Cephalophus
Cephalophus
Pan
Cephalophus

Cephalophus Likati
Philantomba Likati
Cephalophus Likati
Cercocebus c Likati
Cercopithecu Likati
Cephalophus Likati
Philantomba Likati
Civettictis civ Likati
Civettictis civ Likati
Atherurus afr Likati
Papio anubis Likati
Papio anubis Likati
Atherurus afr Likati
Smutsia gigantea
Phataginus te Bayanga
Cercopithecu Brussels
Phataginus tr Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus tr Bayanga
Phataginus tr Bayanga
Phataginus tr Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga
Phataginus te Bayanga

Thryonomys s Epulu
Okapia johnst Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Cephalophus Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Pan troglodyt Lubunga
Cephalophus Lubunga
Pan troglodyt Lubunga
Cephalophus Lubunga
Potamogale velox

Pan troglodyt Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Cercopithecu Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cercopithecu Kisangani
Cercopithecu Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Sukisa
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Buta
Cephalophus Kisangani
Pan troglodyt Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cercopithecu Kisangani
Cephalophus Kisangani
Cephalophus Sukisa
Cephalophus Sukisa
Cephalophus Sukisa
Colobus ango Sukisa
Cephalophus Sukisa
Cephalophus Sukisa
Cephalophus Sukisa
Pan troglodyt Sukisa
Cephalophus Sukisa

Along Congo DRC
Along Congo DRC

DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
DRC
CAR
CAR
Belgium
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
CAR
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CAR
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DRC

DRC

Cercopithecu Cercopithecu Basukwambu DRC
Cricetomys e Basukwambu DRC
Cricetomys e Basukwambu DRC
Potamochoer Potamochoer Basukwambu DRC
Cercopithecu Cercopithecu Basukwambu DRC
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Pan
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vivant
vivant
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vivant
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tissue
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tissue
feces
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feces
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tick
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tick
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tissue
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tissue
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tissue
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tissue
tissue
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RNAlater
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frozen
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ethanol
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ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
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ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
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ethanol
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ethanol
ethanol
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frozen

12/04/2022
12/04/2022

06/04/2022
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12/04/2022
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Flow Chart

Procedure for Purifying Total DMA using Norgen's Microbiome DNA Isolation Kit

Add Lysiz Buffer E and Lysiz Additive A to sample as per Lysate Preparation instructions

1 Cenirifuge. Transfer lysate.

Add Binding Buffer 1.
Incubate for 10 minutes on ice.

SPIN Transfer lysate

i ©

Add Ethanol

Bind to column

S —

SPIN

el

Wash once with Binding Buffer B.
Wash twice with Wash Solution A.

=

SPIN

wlmle

Elute DMA with
Elution Buffer B

ond

Purified Total DNA

Annexe 13 : Protocole d’extraction ADN Microbiome DNA Isolation Kit (NORGEN, Canada) - Purification sur colonnes
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NucleoSpin® DNA Stool

MM Eead Tuba Type A
1 Prepare sample 180—220 mg sample material
. B50 pL ST1, shake horzontally 2-3 5
70 °C, 5 min
2 Lyso sample . Vortee 10 min at AT using MN Bead Tube Holdar
’ an Vortex-Genie® 2 at max. speed
13,000 x g, 2 min
Transfer 00 plL supermatant
3 Precipitate = 100 pL 5T2
contaminants = Vortex 5 s
5 min, 2-8 °C
13,000 x g, 2 min
Tramsfar S50 pL cleared iy sate on
4 Filter lysate £ MNucleoSpin® Inhibitor Remaoval Column
13,000 x g, 1 min
5 Adjust binding 200 pL 573
conditions Vortex 5 =
Load 700 pL sampla on
& Bind DNA 5 ) NucleoSpin® DNA Stool Column
13,000 x g, 1 min
1= 600 L ST3 13.000% g, 1 min
7 Wash sliica F s [ 2ma | 550 ul ST4 13,000 x g, 1 min
membrane ; m 700 pL STEVonax 25 13,000x g, 1 min
E 700 pL 5TS 13,000 x g, 1 min
B Dry silica .
membrane E [t 13,000 x g, 2 min
30100 pL SE
0 Elute DNA ol 13,000 x g, 1 min
|
t Vortex 2 s

Annexe 14 : Protocole d’extraction AND NucleoSpin® DNA Stool (Macherey-Nagel, France) - Purification sur colonnes
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NucleoSpin® Tissue

1 Prepare sample

Cut 25 mg into small pieces

) 180 pL TH
5 Pre-lyse sample T—, 25 uL Proteinase K
U 56°C,
1-3h
= 200 puL B3
3 Lyse sample E 70°C,
10 min
Adjust DNA : .
4 binding conditions E 210 pL 96-100 % ethanol
Load all
5 Bind DNA E‘ (>
&
<
11,000 x g,
1 min
- 1®wash 500 pL BW
6 | Wash silica membrane €5
& o 2™ wash 600 pL B5
=and2v &9 11900
7 | Dry silica membrane €S 11’:][:2: g
100 puL BE

8 Elute highly pure DNA

= RT,
1 min
7

. 11,000 x g,
Qﬁ 1 min

Annexe 15 : Protocole d'extraction ADN NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, France) - Purification sur colonnes
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Plgue 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
BLK1 8 15 22 29 il 43 50 57 65 73 81
B 1 BLK2 16 23 30 37 a4 51 58 66 T4 82
C 2 9 BLK3 24 31 38 45 52 55 67 75 83
D 3 10 17 BLK4 32 39 a6 53 60 68 il a4
E 4 11 18 25 BLKS 40 47 54 61 69 77
F 5 1z 18 26 33 BLKG 43 55 62 70 78
G & 13 20 27 34 41 BLKY 56 63 71 79 Tnegl
H 7 14 21 28 35 42 45 BLK8 G4 72 80 Tneg2
Plgue 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
85 93 101 8hb 16k 23b 30b 37b 44b 51b 58b BLKS
B 86 94 ib Sh 17b 24b 31b 38b 45h 52b BLK10 61b
C a7 95 2k 10b 18b 25b 32b 39b 46b BLK11 59k 62b
D 88 96 3b 11b 1ab 26k 33b 40b BLK12 53b 60b 63b
E 89 a7 ahb 12b 20b 27h 34b BLK13 47k S54b 64k
F 20 938 Sh 13b 21b 28b BLK14 41b 4sb 55b 650
G 91 99 6h 14b 22b BLK15 35b 42b 49k 56k Thnegd 660
H a2 100 7b 15k BLK16 29b 36k 43b 50k 57b Tnegd 67b
Plgue 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
68b 75b 82b 89b 96k 52 59 510 5 UAC-477 UMA-006 UAC-031
B BLK17 76b 83b S0b 97k 53 510 R1 TG UAC-413 UMA-019 UAC-041
C 69k BLK18 84k 91b 98k 54 511 R2 UAC-419 UAC-415 UMA-002 UAC-065
D 70b 77b BLK19 92b 99b 55 51' Témoin Ext | UAC-429 UAC-443 UMA-020 UAC-067
E 71lb 78b 85h BLK20 100b 56 52' Tl UAC-435 UMA-035 UAC-077
F 72b 79b 86k 93b BLK21 57 55' T2 UAC-445 UMA-003 UAC-044
G 73k 80b 87b 94b 101b BLK22 59 T3 UAC-407 Tnegs UMA-005 UAC-022
H 74k 81b 88b 95b 51 58 BLK23 T4 UAC-453 Tnegb TRYO-001 UAC-094
Plgue 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
KPONYC}-OO]IKPONYC}-OO'J UAC-329 | LIKATI-O11 | UAC-464 UAC-188 CRTE73 CRTGEE6 CRT283 CRT282 Bxl002 Bxlo09
B KPONYO-006 UAC-043 UAC-333 LIKATI-006 | UAC-470 CRT771 CRTBG4 CRT&70 CRT254 CRTH44 Bx1003 Bxl010
C KPONYO-007 UAC-180 UAC-327 LIKATI-012 | UAC-484 CRT772 CRTE71 CRT296 CRT285 CRT266 BLK25 Bxl011
D KPONYO-008 UAC-152 UAC-363 UAC-088 UAC-492 CRT370 CRTG7Z CRT467 BLK26 Bxl0D4 Bxl012
E KOLE-002 UAC-168 UAC-196 UAC-046 UAC-462 CRT373 CRTE74 CRT466 CRTE49 Bxl00S VRTOO1
F KPONYO-002 UAC-112 UAC-317 UAC-082 UAC-494 CRT372 CRTE5S BLK28 CRTGE58 Bxl006 VRTOOZ
G KPONYO-005 UAC-457 UMA-030 UAC-424 UAC-511 CRT371 BLK29 CRT464 Tneg? COB1739 Bxl007 VRTOO3
H KPONYO-003 UAC-357 LIKATI-007 | UAC-434 UAC-505 BLK30 CRTEES CRT255 Tnegd Bxl001 Bxl00D8 RTBFOO1

Annexe 16 : Plan de plaque PCR 96 puits (BLK : Puit vide, Tneg

: Témoin PCR négatif, Tpos : Témoin PCR positif)
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laques d'amorces n°1,2,3,4 V5-V6 ADNr 16S)

émes p

Plans de plaques PCR 384 puits (3 réplicats utilisant 4 m

Annexe 17
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Annexe 18 : Electrophorese sur gel d'agarose des produits d'amplification
ARNr 16S obtenus par PCR classique avec les amorces V4-V5 en fonction de la
dilution ou non des échantillons
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Annexe 19 : Résultats de la TapeStation 4200 (Agilent, France) pour les 3 librairies NGS 16S
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Annexe 20 : Evaluation de la réplicabilité des PCRs. Différence de composition moyenne en OTUs entre des échantillons différents
(rouge) et entre mémes échantillons parmi les 3 réplicats (en bleu) — Absence de chevauchement entre les deux courbes.
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Bxl011

CRT266
CRT282
CRT283
CRT285
CRT294
CRT295
CRT236
CRT370
CRT371
CRT372
CRT373
CRT4B4
CRT4&7
CRTE44
CRTE43
CRTB58
CRTE39
CRTEE4
CRTEG6
CRTE70
CRTB72
CRTG73
CRTE74
CRT771
CRT772

Order Genus
23 Hyracoidea Dendrohyrax
37 Hyracoidea Dendrohyrax
38 Rodentia Thryonomys
39 Lipotyphla  Atelerix
&7 Artiodactyla Philantomba

Primates Cercopithecus
Rodentia Rhynchocyon
Rodentia Funisciurus
Rodentia Funisciurus

Rodentia Cricetomys
Hyracoidea Dendrohyrax
Afrosoricida  Potamogale
Rodentia Rhynchocyon

Rodentia Funisciurus
Primates Galagoides
Rodentia Lemniscomys
Rodentia Lemniscomys
Rodentia Funisciurus
Pholidota Phataginus
Rodentia Funisciurus

Carnivora Nandinia
Macroscelide: Petrodromus

Primates Perodicticinae
Macroscelide: Petrodromus
Rodentia Malacomys

Macroscelide: Petrodromus
Macroscelide: Petrodromus
Macroscelide: Petrodromus
Macroscelide: Petrodromus
Macroscelide: Petrodromus
Macroscelide: Petrodromus

KPONYO-001 Artiodactyla Philantomba
KPONYC-003 Primates Cercocebus
KPONYO-005 Artiodactyla Cephalophus
KPONYO-006 Artiodactyla Philantomba
KPONYQ-008 Carnivora Civettictis

510b

T2

T5
TRYO-001
UAC-077
UAC-088
UAC-168
UAC-357
UAC-357
UAC-445
UAC-433
UAC-477
UAC-484
UAC-434
UAC-505
UMA-002
UMA-003
UMA-005
UMA-006
UMA-020
UMA-030

Pholidota Phataginus
Pholidota Phataginus
Pholidota Phataginus
Rodentia Thryonomys
Artiodactyla Cephalophus
Artiodactyla Cephalophus
Primates Pan
Artiodactyla Cephalophus
Artiodactyla Cephalophus
Artiodactyla Cephalophus
Primates Cercopithecus
Primates Colobus
Artiodactyla Cephalophus
Artiodactyla Cephalophus
Primates Pan

Primates Cercopithecus
Rodentia Cricetomys
Rodentia Cricetomys
Artiodactyla Potamochoerus
Primates Cercopithecus
Primates Pan

Species Place Country
Dendrohyrax interfluvi Tegon Benin
Dendrohyrax interfluvi Tegon Benin
Thyonomys swinderiar Tegon Benin
Atelerix albiventris ~ Tegon Benin
Philantomba walteri Tegon Benin
Cercopithecus neglect Brussels Belgium
Rhynchocyon cirnei  Along Congo Rive DRC
Funisciurus sp. Along Congo Rive DRC
Funisciurus sp. Along Congo Rive DRC
Cricetomys emini Along Congo Rive DRC

Dendrohyrax dorsalis/; Along Congo Rive DRC
Potamogale velox Along Congo Rive DRC
Rhynchocyon cirnei Along Congo Rive DRC
Funisciurus pyrropus  Along Congo Rive DRC
Galagoides thomasi  Along Congo Rive DRC
Lemniscomys striatus/ Along Congo Rive DRC
Lemniscomys striatus/ Along Congo Rive DRC

Funisciurus sp. Bomane Foret pr DRC
Phataginus tricuspis ~ Along Congo Rive DRC
Funisciurus sp. Along Congo Rive DRC

Nandinia binotata Along Congo Rive DRC
Petrodromus tetradact Along Congo Rive DRC
Perodicticinae Along Congo Rive DRC
Petrodromus tetradact Along Congo Rive DRC
Malacomys longipes  Along Congo Rive DRC
Petrodromus tetradact Along Congo Rive DRC
Petroedromus tetradac! Along Congo Rive DRC
Petrodromus tetradact Along Congo Rive DRC
Petrodromus tetradact Along Congo Rive DRC
Petroedromus tetradac! Along Congo Rive DRC
Petrodromus tetradact Along Congo Rive DRC

Philantomba monticol: Likati DRC
Cercocebus chrysogasi Likati DRC
Cephalophus dorsalis Likati DRC
Philantomba monticol: Likati DRC
Civettictis civetta Likati DRC
Phataginus tetradactyl Bayanga CAR
Phataginus tetradactyl Bayanga CAR
Phataginus tetradactyl Bayanga CAR
Thryonomys sp. Epulu DRC
Cephalophus silviculto Kisangani DRC
Cephalophus dorsalis  Kisangani DRC
Pan troglodytes Lubunga DRC
Cephalophus dorsalis  Kisangani DRC
Cephalophus dorsalis  Kisangani DRC
Cephalophus dorsalis  Kisangani DRC
Cercopithecus mitis/ni Kisangani DRC
Colobus angolensis ~ Sukisa DRC
Cephalophus dorsalis  Sukisa DRC
Cephalophus dorsalis  Sukisa DRC
Pan troglodytes Sukiza DRC
Cercopithecus lhoasti Basukwambula DRC
Cricetomys emini Basukwambula DRC
Cricetomys emini Basukwambula DRC

Potamochoerus porcw: Basukwambula DRC
Cercopithecus mitis/ni Basukwambula DRC
Pan troglodytes Basukwambula DRC

Annexe 21 : Liste des échantillons supprimés aprés nettoyage sur metabaR

Sample_type Preservation_

oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
oralswab
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
feces
tick
tick
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue
tissue

NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
NORGEN
frozen
RMAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RMAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RNAlater
RMAlater
RNAlater
RNAlater
RMAlater
RNAlater
RMAlater
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanaol
ethanol
ethanaol
ethanaol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanol
ethanal
ethanal
ethanol
ethanal
ethanal
ethanal
ethanal
ethanaol
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Plque 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
BLK1 2 15 22 29 36 43 50 57 | & | 713 a1
B 1 BLK2 16 30 a4 51 58 86 74 82
c 2 3 BLK3 24 31 5 52 59 H 75 83
D 3 10 17 BLK4 32 46 53 60 68 76 24
E 4 11 18 25 BLKS 40 47 54 61 69 77
F 5 12 19 26 3 BLKE 48 55 62 70 72
G 6 13 20 27 34 41 BLKT 56 63 71 79 Tnegl
H 7 14 21 28 35 42 49 BLKS 64 72 80 Tneg2
Plgque 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
85 53 101 gb 16b 23b 30b 37b 44b 51b 58b BLKS
B 86 94 1b sb 17b 24b 31b 38b 45h 52b BLK10 61b
[ &7 ES 2b 10b 18b 25b 32b 33b 46h BLK11 55b 62b
D 88 £ 3b 11b 19b 26b 33b 40b BLK12 53b
E 89 57 4b 12b 20b 27b 34b BLK13 47h 54b
F 50 %8 s5b 13b 21b 28b BLK14 41b 4sh 550
G s1 ES) &b 14b 22b BLK15 3asb 42b 43b 560
H 92 100 7b 15b BLK16 2%b 36b 43b 50b 57b
Plgque 3 1 2 3 4 5 6 7
68b 75b 82b 83b 36b s2 59
B BLK17 76b 23b 90b 97b s3 510 R1
C 69b BLK18 84b 91b 98b s4 511 R2
D 70b 77b BLK13 32b 33b s5 st Témoin Ext
E 71b 78b 8sb BLK20 100b 6 s2' 1
F 72b 79b 86b 93b BLK21 s7 55"
G 73b 80b 87b 34b 101b BLK22 s9'
H 74b g1b agb asb s1 2 BLK23
Plque 4 1 2 3 4 5 6 7 2 9 10 1 12
KPONYO-004
B UAC-043 LIKATI-006
C KPONYD-007| UAC-180 LIKATI-012
D UAC-152
E KOLE-002 UAC-196 | UAC-D46 | UAC-462
F UAC-317 | UAC-082
G UAC-457 COB1739 Bxl007 VRT003
H LIKATI-007 Tnegd Bxl001 |  Exio0s RTBFOOL

Annexe 22 : Répartition par plaque PCR des échantillons supprimés (orange) lors du nettoyage metabaR
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Belgique  Bénin RCA RDC

Belgique <0,0001 0,01

Bénin 00003  <0,0001

RCA 0,0003 1 0,001

RDC <0,0001 0,001

Féces Ecouvillon oral Ecouvillonrectal Tique Tissu

Féces 1 0,173 <0,0001

Ecouvillon oral 0,744 1 0,0001 0,0007 <0,0001

Ecouvillon rectal 0,0009 <0,0001

Tique 0X0/0/0%] 1 0,07

Tissu <0,0001 0,07 1

Ethanol Congelé Norgen RNAIlater

Ethanol 1 0,248 0,941

Congelé 0,248

Norgen <0,0001 <0,0001

RNAlater 0,941 0,622

Afrosoricida Artiodactyla Carnivora Hyracoidea Lagomorpha Lipotyphla Macroscelidea Pholidota Primates Rodentia

Afrosoricida 1 0,293 0,205 0,105 0,08 05 1 0,385 0,9 0,120
Artiodactyla 0,293 1 0,670 0,462 0,329 0,699 0,155 0,480 0,001 0,131
Carnivora 0,205 0,670 1 0,246 0,523 0,096 0,154 <0,0001 ok
Hyracoidea 0,105 0,462 0,246 1 0,850 0,08 0,105 <0,0001 [eX:i
Lagomorpha 0,08 0,329 0,523 0,850 1 0,245 0,08 <0,0001 [oXerZ!
Lipotyphla 05 0,699 0,096 0,08 0,245 1 05 0,673 0,101 0,128
Macroscelidea 1 0,155 0,154 0,105 0,08 05 1 0,104

Pholidota 0,385 0,480 0,011 0,007 0,064 0,673 0,154 0,002 0,004
Primates 0,9 <0,0001  <0,0001  <0,0001 0,101 0,636 <0,0001

Rodentia 0,120 0,131 0,226 0,861 0,924 0,128 0,104 <0,0001

Bénin Mort < 1h Mort < 8h Mort>12h Mort>8h
Mort < 1h 1 0,921 0,938 0,653
Mort < 8h 0,921 1 0,676 0,108
Mort>12h 0,938 0,676 1 0,294
Mort > 8h 0,653 0,108 0,294 1

Annexe 23 : P-value des comparaisons multiples par paires selon le test de Wilcoxon pour les différentes variables de I’étude (pays, type
d’échantillon, mode de préservation, ordre de mammifére, temps de prélévement Bénin)
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Annexe 24 : Représentation des indices de Shannon en fonction du pays du mode de préservation des échantillons. La
dispersion des indices est modélisée par I'aire en couleur, la médiane ainsi que I'écart inter-quartile sont représentés par les
box-plots.
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NMDS Bray-Curtis

0.4

0.2
Mode de préservation

-@- Ethanol
Congelé
NORGEN

=@ RNA Later

NMDS2

0.0

NMDS1

Ordre

* Afrosoricida
Artiodactyla

t‘; +

Carnivora
Hyracoidea
Lagomorpha

Lipotyphla

NMDS2

Macroscelidea

Pholidota

LN N

Primates
Rodentia

-0.2 0.0 0.2 0.4
NMDS1

Annexe 25 : Graphiques d'ordination NMDS basés sur la matrice de dissimilarité de Bray-Curtis évaluant la diversité beta
en fonction du mode de préservation des échantillons et de I'ordre des mammiferes représentés
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Phylum

Firmicutes
Proteobacteria
Bacteroidota
Actinobacteriota
Fusobacteriota
Campylobacterota
Cyanobacteria
Spirochagetota
Verrucomicrobiota
Patescibacteria
Synergistota
Fibrobacterota
Desulfobacterota
Planctomycetota
Acidobacteriota
Chloroflexi
Myxococcota
Gemmatimonadota
Deferribacterota
Elusimicrobiota
Rs-K70 termite group
Bdellovibrionota
Nitrospinota
Cloacimonadota
Armatimonadota
Nitrospirota
Deinococcota
SAR324 clade(Marine group B)
Methylomirabilota
Entotheonellacota
Schekmanbacteria
WPS-2
Abditibacteriota
Sumerlaeota
Hydrogenedentes
Latescibacterota
MBNT15

wWs2

NB1-j
Marinimicrobia (SAR406 clade)
Chrysiogenetota
Margulisbacteria
Dependentiae
Caldatribacteriota
LCP-89

Sva0485

Annexe 26 : Abondance relative de I'ensemble des phyla parmi les échantillons de I'étude

Abondancerelative
0.450494946382134
0.300602736183843
0.134668671326769
0.0319575760432039
0.0277965682534071
0.0263733234016937
0.008351424873263
0.00710864890219542
0.00382132735029127
0.00216486243838497
0.00201979647728986
0.00146374111113606
0.0010703927638508
0.000565103479068558
0.000349012025356308
0.000344146830024417
0.00018255536451438
0.000129407845708286
0.000119949139067624
8.28124325778144e-05
7.66917920923491e-05
5.14908734943354e-05
4.06488079710762e-05
4.00210075775628e-05
3.74214341370574e-05
2.92845675805027e-05
1.7247088403299e-05
6.24681537645763e-06
4.77492706095306e-06
4.49454556101501e-06
4.1623374290327e-06
4.15453636585908e-06
3.18864551861512e-06
3.15472750762795e-06
2.46344410739506e-06
1.51348285422822¢e-06
1.15110134158254e-06
1.03481361351119e-06
9.4615033321097e-07
8.29309806469385e-07
5.39549656804081e-07
5.00139372171712e-07
4.8937552387353e-07
2.4145626484268e-07
1.78146707733046e-07
1.2830056408626e-07
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Genus

Enterococcus
Haemophilus

Clostridium sensu stricto 1
Escherichia-Shigella
Paeniclostridium
Streptococcus
Actinobacillus
Bacteroides
Fusobacterium

Kluyvera

Prevotella
Porphyromonas
Clostridium sensu stricto 7
Campylobacter

Proteus

Savagea

Lachnospiraceae NK4A 136 group
Kurthia

Psychrobacter

Bacillus

Helicobacter

Klebsiella

Mycoplasma

Muribacter

Alysiella

Veillonella

Annexe 27 : Liste des genres bactériens présents a plus de 1% dans I'ensemble des données de I'étude

Abondancerelative
0.0523635304110784
0.0440085266224671
0.0438797728486471
0.0404868804305376
0.0397909482946151
0.0347497326674137
0.0325924971144666
0.0314244129682067
0.026444653473303
0.0223978548054087
0.022190198971347
0.0220865170299546
0.0182975375947252
0.0173211180546059
0.0156917597796721
0.0155980243011223
0.014033249838463
0.01354306228509
0.0119736086374087
0.0117746237157024
0.0116351309842783
0.0115202728416402
0.0114402475032795
0.0104090658202868
0.0102988541957661
0.0102483259129451
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Annexe 28 : Abondance relative des genres bactériens au sein des différents types d'échantillons (seuls les 15 genres les plus
abondants pour chacun des types d’échantillons sont représentés graphiquement)
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Annexe 29 : Clustering hiérarchique des échantillons oraux (Bénin) basé sur 'abondance relative des différentes familles bactériennes (seules
les 10 familles les plus abondantes au sein des écouvillons oraux ont été représentées, I'ordre taxonomique auquel appartient I’échantillon est
renseigné)

190



Annexe 30 : Clustering hiérarchique des échantillons fécaux (Bénin) basé sur I'abondance relative des différentes familles bactériennes (seules
les 10 familles les plus abondantes au sein des écouvillons oraux ont été représentées, I'ordre taxonoique auquel appartient I’échantillon est
renseigné)
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Liste des especes bactériennes émer gentes identifiées

Actinomyces naeslundii
Arcobacter butzeri
Arcobacter cryaerophilus
Bacillus anthracis

Bacillus coagulans

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Bacteroides ovatus
Bordetella pertussis
Campylobacter fetus
Campylobacter gracilis
Campylobacter upsaliensis
Capnocytophaga canimorsus
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freundii
Citrobacter koseri
Clostridium aminobutyricum
Clostridium botulinum
Clostridium novyi
Clostridium perfringens
Clostridium septicum
Clostridium tetani
Corynebacterium jeikeium
Corynebacterium kutscheri
Ehrlichia chaffeensis str. Wakulla
Enterococcus faecalis
Enterococcus hirae
Erysipelothrix rhusiopathiae
Escherichia coli

Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli PA22
Fusobacterium necrophorum
Fusobacterium periodonticum
Fusobacterium varium
Haemophilus haemol yticus
Haemophilus influenzae
Helicobacter cf. pullorum
Helicobacter cinaedi
Helicobacter rodentium
Klebsiella pneumoniae
Kluyvera ascorbata
Kluyvera cryocrescens
Mannheimia granulomatis
Mannheimia haemolytica
Moraxella lacunata
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma pneumoniae

Nocardia hova

Pasteurella caballi
Pasteurella multocida
Proteus mirabilis
Pseudomonas furukawaii
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas ol eovorans/pseudoal caligenes
Pseudomonas putida
Rickettsia raoultii

Salmonella enterica

Serratia marcescens
Saphyloccus aureus
Saphylococcus haemol yticus
Staphylococcus warneri
Streptococcus intermedius
Sreptococcus suis

Vibrio cholerae

Vibrio cincinnatiensis

Annexe 31 : Liste des espéces bactériennes émergentes (Jones et al. 2008) identifiées au sein des échantillons de I'étude

(similarité avec la base de référence SILVA > 99%)
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NOM : Montblanc PRENOM : Marine

Résumeé
TITRE : Risgues sanitaires liés ala consommation de viande de brousse en Afrique tropicae:
investigation microbiol ogique de prélévements en provenance du Bénin, de RDC et RCA

En Afrique tropicale, la viande de brousse assure une part importante des besoins alimentaires de la
population rurale, cependant la manipulation et |a consommation de produits issus de la faune sauvage
constituent aujourd’hui une menace majeure de santé publique au regard de I’émergence de nouvelles
mal adies infecti euses zoonotiques. Aprés avoir évogué dans une premiere partie les enjeux delaviande
de brousse a I’interface de problématiques a la fois animales, humaines et environnementales, il sera
mis en évidence 1’existence de lacunes scientifiques majeures concernant la diversité de pathogenes,
notamment bactériens, transmissibles par cette denrée alimentaire. L’application d’un criblage
génomique, basé sur le métabarcoding du géne ARNr 16S nous a permis dans un second temps
d’investiguer le microbiome de différents types d’échantillons de viande de brousse : écouvillons oraux
et rectaux, tissus, feces, et tiques en provenance du Bénin, de la République Démocratique du Congo,
de la République Centrafricaine et de Belgique (saisies). L’identification de plusieurs espéces
bactériennes responsables de maladies graves au sein de nos données telles que Bacillus anthracis,
Escherichia cali, Clostridium botulinum, Campylobacter spp., Mycobacteriumtuberculosis, Pasteurella
multocida, ou encore Vibrio cholerae, aconfirmé |'existence de risgues sanitaires importants associés a
la filiére viande de brousse et justifie de consacrer plus d’efforts de recherche a cette problématique.
Cette étude apporte des résultats préliminaires a la recherche plus spécifique d’agents pathogenes et
s’inscrit dans une démarche « One Health ».

Mots-clés: Afriquetropicale, Bactérie, Métabarcoding, Santé publique, Viande de brousse, 16S

Abstract

TITLE: Health risks associated with bushmeat consumption in tropical Africa: microbial assessment
of samples from Benin, DRC and CAR

In tropical Africa, the bushmeat is an important source of protein for rural households. However,
bushmeat-related activities, such as handling and consumption of wildlife products, pose amajor public
sanitary risk in light of newly emerging zoonatic infectious diseases. The first part of my thesis will
discuss the growing question of bushmeat consumption in the face of animal, human and environmental
issues. A review of the literature will then highlight the existence of major knowledge gaps regarding
the diversity of pathogens, particul arly bacterias, transmitted by such game meat. The use of a16SrRNA
metabarcoding approach then allowed us to investigate the microbiomes of different types of bushmest
samples: ora and rectal swabs, tissues, feces and ticks from Benin, Democratic Republic of Congo,
Central African Republic and Belgium. The identification of several bacterial species causing serious
human diseases such as Bacillus anthracis, Escherichia coli, Clostridium botulinum, Campylobacter
spp, Mycabacterium tuberculosis, Pasteurella multocida, Vibrio cholerae, confirmed the existence of
significant health risks related to wildlife-based products and justifies further research efforts on this
issue. My study provides preliminary resultsfor more extensive sequencing of samplesof interest, which
will be needed to characterize more accurately the risks associated to those pathogens. Consistent with
the One Health approach, this thesis highlights the need for interdisciplinary collaborations to address
the bushmeat issue.
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