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Avant-propos :

Cette thése a été réalisée au sein de I'Ecole Doctorale Sciences Technologies Santé
de I'Université de La Réunion (ED542) et a été financée par un contrat doctoral. Les
travaux de cette thése ont été menés au sein de I'Unité Mixte de Recherche Processus
Infectieux en Milieu Insulaire Tropical (UMR PIMIT ; Université de La Réunion, Inserm
1187, CNRS 9192, IRD 249) dirigée par le Dr. Patrick MAVINGUI. Les recherches ont
été financées par le programme de Fonds Européens de Développement Régional
FEDER INTERREG V Océan Indien « VIROPTERE » et par les tutelles de 'TUMR
PIMIT.
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Résumeé

Les zoonoses représentent un probleme majeur de santé publique. Elles
correspondent a 60% des maladies infectieuses émergentes, et pres de 70% d’entre elles
proviennent de la faune sauvage. Les chauves-souris sont réservoirs de nombreux agents
infectieux. Plusieurs virus qu’elles hébergent ont été impliqués dans I'émergence de
maladies sévéres chez 'Homme (e.qg. virus Nipah, virus Marburg, SARS-CoV), soulignant
limportance de mieux appréhender I'épidémiologie des agents infectieux au sein des
communautés animales. Le sud-ouest de 'océan Indien est un point chaud de biodiversité,
et abrite une richesse spécifique élevée en chauves-souris. Plusieurs travaux ont mis en
évidence la circulation d’'une grande diversité de virus zoonotiques chez ces mammiféres,
dans plusieurs des territoires de la région. Néanmoins, la majorité des études menées a
I'heure actuelle s’est axée sur la recherche d’'une seule famille virale a la fois. De plus, les
dynamiques de transmission sont restées peu investiguées. Dans cette thése, au travers
d’approches de biologie moléculaire (détection moléculaire) et de modélisation
mathématique, nous avons pu caractériser I'effet de la diversité et de la structure des
communautés de chauves-souris, sur les dynamiques de co-infections des coronavirus
(CoV), paramyxovirus (PMV) et astrovirus (AstV). Dans une premiére partie, sur la base
d’'une méta-analyse regroupant 871 échantillons provenant de 28 especes
échantillonnées a Madagascar, Mayotte, au Mozambique, et a La Réunion, nous avons
mis en évidence l'existence de co-infections et d’interactions entre les familles virales
testées, chez certaines especes de Madagascar et du Mozambique. Dans une seconde
partie, en nous focalisant sur une espece endémique de La Réunion, le Petit Molosse
(Mormopterus francoismoutoui), nous avons pu caractériser les dynamiques de co-
circulation des trois virus dans deux colonies de maternité. Nous avons mené une étude
longitudinale rassemblant 3422 échantillons collectés sur quatre années. Nous avons pu
mettre en évidence une circulation saisonniere marquée et des patrons d’infection
répétables chaque année, pour chacun des virus. Notamment, nous avons observé la
présence de pics d’excrétion virale pour les CoV et les PMV précédant la parturition, et
guelgues semaines apres les naissances, suggérant un fort lien entre les variations de la
structure et de la taille des populations en lien avec la saisonnalité de reproduction, et les
dynamiques infectieuses. Enfin, nous avons confirmé le lien entre la saisonnalité de
reproduction et la saisonnalité d’infection aux CoV chez cette espéce au moyen d'un
modele épidémiologique. Nous avons pu reproduire les dynamiques infectieuses
observées et témoigner de I'implication des femelles gestantes et des juvéniles dans les
pics d’excrétion. L’ensemble de ces travaux souligne la nécessité d’investiguer
spontanément les co-infections dans les communautés de chauves-souris, et 'importance
des études longitudinales pour révéler les variations dans les dynamiques infectieuses.
Par ailleurs, ces travaux soulignent également I'efficacité des approches combinées, entre
recherche observationnelle et modélisation, pour mieux appréhender les mécanismes qui
sous-tendent les dynamiques d’infection dans les communautés d’animaux sauvages.

Mots-clés : chauves-souris, astrovirus, coronavirus, paramyxovirus, co-infection, méta-
analyse, étude longitudinale, saisonnalité d’infection, modélisation épidémiologique
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Abstract

Zoonoses represent a major threat for public health. Sixty percent of emerging infectious
diseases are zoonoses, and nearly 70% originate from wildlife. Bats are major hosts of
infectious agents. During the past decades, many bat-borne viruses have been involved
in the emergence of severe diseases in humans (e.g. Nipah virus, Marburg virus, SARS-
CoV), emphasizing the need for a better assessment of virus epidemiology in animal
communities. The southwestern Indian Ocean region is a biodiversity hotspot, and hosts
a large diversity of bat species. Several studies have highlighted the circulation of viruses
with a zoonotic potential, in these mammals. However, most of the studies have focused
on the exploration of a single viral family. In addition, transmission dynamics remain poorly
investigated. In this work, we combined molecular approach (molecular detection) and
mathematical modeling to characterize the effect of population structure and diversity on
the co-infection dynamics of coronaviruses (CoVs), paramyxoviruses (PMVs) and
astroviruses (AstVs), within several bat species of the region. In a first part, through a
meta-analysis comprising 871 samples from 28 species sampled on Madagascar,
Mayotte, Mozambique and Reunion Island, we described the existence of co-infections
and interactions between the tested viral families, in species from Madagascar and
Mozambique. In a second part, focusing on an endemic species from Reunion Island: the
Reunion free-tailed bat (Mormopterus francoismoutoui), we were able to decipher the co-
circulation dynamics of the three viruses, in two maternity colonies. We conducted a
longitudinal study over four consecutive years, and collected 3422 samples. Infection
dynamics was seasonal, and repeatable infection patterns were observed each year, in
particular for CoVs and PMVs. Finally, we confirmed the link between seasonality of
reproduction and the seasonality of infection using an epidemiological model. We modeled
CoV infection dynamics and demonstrated the involvement of pregnant females and
juveniles in the appearance of excretion peaks. This work supports the need to investigate
co-infections in bat communities, and underlines the importance of longitudinal studies to
capture variations in infection dynamics. Furthermore, we also highlight the effectiveness
of combined approaches, between traditional research and modeling, to better understand
the mechanisms underlying infection dynamics in wildlife communities.

Keywords: bats, astrovirus, coronavirus, paramyxovirus, co-infection, meta-analysis,
longitudinal study, seasonality of infection, epidemiological modeling

17



18



Liste des publications scientifiques

Publications dans des journaux a comité de lecture international

Article 1 : Hoarau A.O.G., Mavingui P., et Lebarbenchon C. 2020. « Coinfections in

Wildlife: Focus on a neglected aspect of infectious disease epidemiology ». PLOS
Pathogens 16 (9): e1008790. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008790.

Article 2 : Hoarau A.O.G., Goodman S.M., Al Halabi D., Ramasindrazana B., Lagadec

E., Le Minter G., Kdster M., et al. 2021. « Investigation of astrovirus, coronavirus and
paramyxovirus co-infections in bats in the Western Indian Ocean ». Virology Journal
18 (1): 205. https://doi.org/10.1186/s12985-021-01673-2.

Article 3 : Hoarau A.0.G., Koster M., Dietrich M., Le Minter G., Joffrin L.,

Ramanantsalama R.V., Mavingui P., and Lebarbenchon C. En préparation. « Bat virus

on a tropical island: Shedding dynamics and co-infections in maternity colonies ».

Article 4: Hoarau A.O0.G., Mavingui P., Roche B., and Lebarbenchon C. En

préparation. « Highly predictable coronavirus shedding pulses in a tropical bat

maternity colony ».

19



20



Table des matieres

REMEICIEBMENTS ... 5
RESUMEE ...ttt 15
ADSIIACT ... e 17
Liste des publications SCIentifiqUeS..........coviiiiiiiiiiiii e 19
Table S MALIEIES ..ot e e e e e e e e e 21
LiSte deS fIQUIES ....oeeeiiiiiiiiiiiieieeeeee ettt 25
LISTE UBS BNNEXES....ciiiiiiiiieiieee ettt ettt ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e eeeeees 29
Liste des abréviationS ............oovviiiiiiiiiiiiiiii e 31
[, INtrodUCtiON gENEIAIE........cco e e 33
I.1. Les maladies infectieuses Emergentes .........cceeeveeeeeiiiieiiiiii e 35
1.1.7. GENEIalIteS ... 35
1.1.2. Incidence et nature des agents infectieux émergents.............cccccccceeueee... 36
1.1.3. Facteurs impliqués dans I'’émergence des ZOONOSES ..............cccceeeeevunnnnn. 38
1.1.4. Etapes de '6mergence des ZOONOSES.............c.cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenannn, 39

I.2. Les chauves-souris, réservoirs de maladies infectieuses émergentes............ 41
1.2.1. Caractéristiques biologiques et 6éCOlOQIQUES ................cvvveeiiieeeeeeeeiiinnnnnn. 41
1.2.2. Les chauves-souris, réservoirs d’agents infectieux .................cccccccuuvnnnn.. 42
1.2.3. Virus zoonotiques assocCi€s aux ChauvesS-SOUIIS .............cccceeveeeeuriieeeeennnn 44

1.2.4. Modes de transmission des agents infectieux des chauves-souris a ’Homme

.......................................................................................................................... 51
|.3. Les chauves-souris et leurs virus dans le sud-ouest de 'océan Indien........... 54
1.3.1. Diversité des chauves-souris dans la région ...............ccccccccccceeivennnnnnnnn. 54

1.3.2. Virus associés aux chauves-souris des iles du sud-ouest de I'océan Indien



R O o = o 1= 69

Co-infections dans la faune sauvage : cas des chauves-souris du sud-ouest de I'océan
o 1= o PSRRI 69

Il.1. Importance des co-infections dans I'épidémiologie des maladies infectieuses

.............................................................................................................................. 71
11.1.1 Définition et iNCIAENCE ................cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 71
11.1.2. Interactions entre agents iNfECEUX .............cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 71
11.1.3. Effets des co-infections sur les conditions physiologiques ...................... 72
11.1.4. Importance de l'investigation des co-infections en épidémiologie ........... 74
11.1.5. Approches pour étudier les Co-iNfeCtions...............cccuuuuuiieiiieeeiieeeiinnn. 75
11.1.6. Résumé de I'étude (Article 1) ......c..coooiiiiiiiiiiiiie e 75

11.1.7. Article 1 : “Coinfection in wildlife: Focus on a neglected aspect of infectious

diSEASEe ePIAEMIOIOGY”........coouuii i 76
[1.2. Co-infections chez les chauves-souris du sud-ouest de I'océan Indien ......... 82
11.2.1. Résumeé de I'étude (Article 2) ...........ccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 82

11.2.2. Article 2 : “Investigation of astrovirus, coronavirus and paramyxovirus co-

infections in bats in the western Indian OCeaAN ”...........coeeeee e, 84
R O 1 = ' 1 = | SRS 93

Dynamique temporelle de co-infections aux coronavirus, paramyxovirus et astrovirus

chez le Petit Molosse de La REUNION .........ccooiiiiiiiiiiiiiiieee e 93
[11.1. Saisonnalité et dynamique d’'infection ... 95

[ll.2. Saisonnalité de la reproduction et dynamiques d’infection chez les chauves-

SOUIIS ettt e e e e 97
11.2.1. Contexte de NOE SLUAG ... 98
111.2.2. Résumé de I'étude (Article 3) ... 102

111.2.3. Article 3: “Bat virus on a tropical island: shedding dynamics and co-

infections in maternity COIONIES” ...............ouuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 103

V. Chapitre T ..o 129

22



Modélisation de la dynamique d’infection aux coronavirus dans une colonie de Petit

MOIOSSE de La REUNION ..ot a e e 129
IV.1. La modélisation en épidémiolOgie. ...........uuuveiiiiieiiiiiiiiiiiieeee e 131
IV.1.1. Rbles de la modelisation ...............ccccccccccociiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 132
IV.1.2. Modéles en compartiments : principe de fonctionnement .................... 133
IV.2. Modélisation des dynamiques infectieuses chez les chauves-souris ......... 135
IV.2.1. GENEIANEES ..ot 135
IV.2.2. Modéles mécanistes chez les chauves-SOUriS..............ccccccccuveeeeeeennnnn. 135
IV.2.3. Modéles associés aux coronavirus de chauves-souris......................... 136

IV.3. Modélisation de la transmission des coronavirus chez le Petit Molosse de La

R B UNI DN . e e e e e e e 137
TV. 3.7, CONLEXEE ..o e e 137
IV.3.2. Résumé de l'étude (ArtiCle 4) .............ooooveeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee, 138

IV.3.3. Article 4 : « Highly predictable coronavirus shedding pulses in a tropical bat

MALEINIEY COIONY B .ottt 138

V. Discussion géneérale et PErSPEeCtIVES .........cccevviviiiiiiiiie e 159
V.1. Co-infections virales chez les chauves-SOUrS .............ccccviiiiiiiiiieeeeeeees 162
V.2. Saisonnalité de I'infection et changements d’hotes .............ccoovvviiiiieennn, 166

V.3. Habitats, contacts avec les populations humaines, et risque d’émergence. 170

V.4. Risques zoonotiques et conservation des chauves-souris ...............c.......... 173
VI REFEIENCES ... 177
AV P 4 012 (ST S PP PP 213

23



24



Liste des figures

Figure 1. Exemples de maladies infectieuses émergentes et ré-émergentes entre 1940
et 2017 (National Institute of Allergies and Infectious Diseases 2017). En bleu :
maladies ré-émergentes, en rouge : maladies strictement émergentes, en noire :

maladies qui pourraient étre utilisées a des fins de bioterrorisme. ............cccccvvvnnnee 36

Figure 2. Exemples de facteurs d’émergences de zoonoses chez I'Homme (1940-
2005) (Keesing et al. 2010). ...coeeiiiiiiiiiieee et e e e e e aeaee 39

Figure 3. Exemple d'impacts des activités humaines (ici l'urbanisation) sur les maladies
infectieuses (Baker et al. 2021). .......ciiiiiiiieieee e 39

Figure 4. lllustration des principales étapes de I'émergence d'un agent infectieux
(Wolfe et al. 2007). Les quatre agents infectieux représentés ont atteint différentes

ELAPES U PrOCESSUS. ..uuieeeeeieiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e es et e e e eeeeeeessennannas 40

Figure 5. Proportion des familles virales les plus fréquemment documentées chez les
chauves-souris. Synthese faite a partir de la base de données « Database of bat-

associated viruses » en décembre 2021 (Chen et al. 2014)..........cceeeiviieeiiiieniinnnnnn. 44

Figure 6. Proportion des familles de chauves-souris pour lesquelles des données
génétiques virales sont disponibles. Synthese faite a partir de la base de données

« Database of bat-associated viruses » en décembre 2021 (Chen et al. 2014). ...... 45

Figure 7. Origine des coronavirus et diversité des hétes documentés (adapté de Chan
BT AL 2003 46

Figure 8. Relations phylogénétiques au sein des coronavirus (Wilkinson et al. 2020)

Figure 9. Diversité des paramyxovirus retrouvés chez les chauves-souris (Drexler et
al. 2012). a) Les genres sont mis en évidence par des couleurs différentes. b) Les
couleurs correspondant aux genres sont associées aux familles de chauves-souris

dans lesquels ils ONt &t& retrOUVES. .......coooeiieeieeeeee 48

25



Figure 10. Relations phylogénétiques au sein des astrovirus (Wohlgemuth et al. 2019).

Figure 11. Distribution géographique des sites d'étude rapportant la détection
d'astrovirus chez les chauves-souris (Fischer et al. 2017). Les familles de chauves-
souris dans lesquelles ont été détectés les astrovirus sont représentées par des

CEICIES B COUIBUIS. ... e 51

Figure 12. Voies de transmission possibles des pathogenes de chauves-souris a
'THomme (JOffrin €t al. 2018).....cceuuiiiiiiiee e eeeeeeees 52

Figure 13. Carte représentant les différentes iles de la région du sud-ouest de I'océan
Indien. Carte créée a partir du logiciel libre QGIS version 3.22.1 et annotée

manuellement via le logiciel libre Inkscape version 1.1.2. ........cccccccvviviiiiiiiniinninnnnnne 54

Figure 14. Familles et especes de chauves-souris décrites a Madagascar, et statuts
de conservation associés (Construit a partir de : Goodman 2011 ; Goodman et al. 2011
; Goodman, et al. 2012a ; Goodman et al. 2012b ; Goodman et al. 2015 ; Goodman et
Ramasindrazana 2015 ; Goodman et al. 2016 ; Demos et al. 2021). Les étoiles simples
indiquent les especes endémiques de Madagascar, les étoiles doubles indiquent les
espéeces endémiques de Madagascar et de I'Archipel des Comores. Les lettres entre
parenthéses indiquent le statut de conservation selon I'Union Internationale pour la
Conservation de la Nature. DD : données insuffisantes ; LC : préoccupation mineure ;
NE : non évalué ; NT : quasi menacé ; VU : vulnérable (International Union for
Conservation of Nature (IUCN) 2021). ......coovriiiiiiie e e e e e e eeanns 55

Figure 15. Familles et espéces de chauves-souris décrites dans I'Archipel des
Comores, statuts de conservation associés (Construit a partir de : O’Brien 2011). Les
étoiles simples indiquent les espéces endémiques de I'Archipel des Comores, les
étoiles doubles indiquent les espéces endémiques de Madagascar et de I’Archipel des
Comores. Les lettres entre parenthéses indiquent le statut de conservation selon
I'Union Internationale pour la Conservation de la Nature. CR: en danger critique ; DD
: données insuffisantes ; LC : préoccupation mineure ; VU : vulnérable (International
Union for Conservation of Nature (IUCN) 2021). .......coooviiiiiiiiiiiiii e, 58

26



Figure 16. Familles et espéces de chauves-souris décrites dans |'Archipel des
Seychelles, et statuts de conservation associés (Construit a partir de : O'Brien 2011).
Les étoiles indiquent les especes endémiques. Les lettres entre parentheses indiquent
le statut de conservation selon I'Union Internationale pour la Conservation de la
Nature. CR : en danger critique ; DD : données insuffisantes ; EN : en danger ; LC :
préoccupation mineure ; VU : vulnérable (International Union for Conservation of
NALUIE (TUCN) 2021)...ceeiiiiieeeeeeeeeeeiiiee e e e ettt s e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeannaneeeeeeeeeennes 59

Figure 17. Familles et espéces de chauves-souris décrites dans I'Archipel des
Mascareignes, et statuts de conservation associés (Construit a partir de : O’Brien
2011). Les étoiles indiquent les espéces endémiques. Les lettres entre parenthéses
indiquent le statut de conservation selon I'Union Internationale pour la Conservation
de la Nature. EN : en danger ; LC : préoccupation mineure (International Union for
Conservation of Nature (IUCN) 2021). ......coovuiiiiiiie e e e e e eeeanns 61

Figure 18. Réseau d'interactions au sein d’'une communauté composée de quatre
agents infectieux chez des campagnols agrestes (Microtus agrestis) (adapté de Telfer
et al. 2010). Les associations positives sont représentées par des fleches rouges et
les négatives par des fleches bleues. L'intensité des interactions est proportionnelle a

PINTENSITE S COUIBUIS. ..o 72

Figure 19. Différentes échelles d’interactions agent infectieux - agent infectieux
(Hellard et al. 2015). a) A I'échelle de I'hote, les agents infectieux peuvent interagir
directement ou indirectement au travers de la compétition pour les ressources ou des
réponses immunitaires de I'hote. b) A I'échelle des populations, la transmission des
agents infectieux est le résultat de plusieurs étapes clés. c) A I'échelle des méta-
populations ou des communautés, la présence de plusieurs agents infectieux peut
affecter la probabilité de transmission d'un agent infectieux donné a d'autres sous-

populations de la méme espece ou d'espéces differentes. .........ccccvvvvvciiiiieeeeeennnnns 74

Figure 20. Distribution géographique des échantillons inclus dans la méta-analyse. Les
espéeces échantillonnées pour chaque territoire sont référencées dans les encadrés.
Le nombre d’échantillons est indiqué entre parenthéses. Carte créée a partir du logiciel
libre QGIS version 3.22.1 et annotée manuellement via le logiciel libre Inkscape
(L= £ (o 1 0 0 83

27



Figure 21. Variation saisonniere de la prévalence d’infection aux virus influenza aux
Etats-Unis parmi les individus testés par 'Organisation Mondiale de la Santé et par le
Systéme national de surveillance des virus respiratoires et entériques (1994-2000)
[0 = | 22 00 1 PSR 95

Figure 22. Le Petit Molosse de La Réunion (Mormopterus francoismoutoui). (A) Image
d’un individu (Photo de Marc LEMENAGER). (B) Son cycle de reproduction au sein de
la grotte de Trois-Bassins (Basé sur Dietrich et al. 2015b et Joffrin et al. 2022) .... 100

Figure 23. Colonies de maternité de Petit Molosse sélectionnées pour |'étude. (A)
Colonie située dans une grotte sur la commune de Trois-Bassins. (B) Colonie située

dans un transformateur électrique sur la commune de Sainte-Marie. .................... 102

Figure 24. Evolution de l'utilisation des modéles mathématiques dans la littérature en

épidémiologie (1991-2004) (Keeling et Rohani 2011). .........ccoovviiiiiiieieeeeeeeein, 131
Figure 25. Diagramme de flux d'un modele SIR. S = sensibles, | = infectieux, R =
L1122 1) 134
Figure 26. Diagramme de flux d'un modéle SIRS. S= sensibles, I= infectieux, R=

rétablis. Les individus rétablis peuvent redevenir sensibles suite a une perte

d'iIMMUNItE SPECITIQUE. ... 134

Figure 27. Distribution géographique des études de modélisation épidémiologique de
virus de chauves-souris (Adapté de Gentles et al. 2020). Les pays ou régions dans
lesquelles les études ont été menées sont mis en valeur. L'échelle de couleurs
employée indique le nombre d’articles publiés. Les diagrammes indiquent le type de
modele employé (théorique, simulé a l'aide de parametres dérivés de données, ou
explicitement ajusté aux données) pour chaque zone géographique. .................... 136

28



Liste des annexes

Annexe 1. Détection des coronavirus, paramyxovirus et astrovirus chez les chauves-

souris a Madagascar, aux Comores, aux Seychelles et dans les Mascareignes.... 215

Annexe 2. Joffrin L., Hoarau A.O.G., Lagadec E., Torrontegi O., Le Minter G., Dietrich

M., Mavingui P. and Lebarbenchon C. Seasonality of coronavirus shedding in tropical
bats. Royal Society Open Science 9 (2): 211600. ........ccuuuuriiiieeiieeiiiiiiiineee e eeeeeeenns 219

Annexe 3. Protocoles d'échantillonnage dans les deux colonies de maternité du Petit
Molosse. En haut : échantillonnage sur feuilles de Benchguard © en dessous de la
colonie de Trois-Bassins dans la grotte. En bas : Echantillonnage de la colonie de
Sainte-Marie. (A) Transformateur électrique. (B) Installation du dispositif de collecte.
(C) Collecte des echantillons. ..........coiiieeeiiiiiiie e e e e e aannns 231

Annexe 4. Hoarau A.O.G., Joffrin L., Dietrich M., Mavingui P., and Lebarbenchon C.

Viral infection dynamics and diversity in two Reunion free-tailed bat colonies. Session

poster a la conférence intertanionale “Island Biology 2019”. ...........ccciiiiiiieeeeennnn, 235

Annexe 5. Hoarau A.O.G., Koster M., Le Minter G., Dietrich M., Mavingui P., and

Lebarbenchon C. Viral coinfection dynamics in Reunion free-tailed bats (Mormopterus
francoismoutoui). Session poster a la conference internationale “18th Ecology and
Evolution of Infectious Diseases” (EEID 2021). .....ccoooeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 239

Annexe 6. Joffrin L., Hoarau A.O.G., Lagadec E., Koster M., Ramanantsalama R.V.,

Mavingui P., and Lebarbenchon C. 2021. Astrovirus in Reunion free-tailed bat

(Mormopterus francoismoutoui). Viruses. 13 (8), 1524.......ccccoeeeeviiieiiiiiiiieeeeeeeeeeens 243

29



30



Liste des abréviations

AstV : Astrovirus

CoV : Coronavirus

COVID-19 : « Coronavirus disease 2019 » : Maladie a coronavirus 2019

DUUV : Virus Duvenhage

EBLVL1 : « European bat lyssavirus 1 » : Lyssavirus Européen de chauves-souris 1
LBV : « Lagos Bat Virus » : Virus Lagos de chauves-souris

MERS : « Meadle East Respiratory Syndrom » : Syndrome respiratoire du Moyen

Orient

MIE : Maladie infectieuse émergente

OMS : Organisation mondiale de la santé

PMV : Paramyxovirus

SIDA : Syndrome d'immunodéficience acquise

SOOI : Sud-ouest de I'océan Indien

SARS : « Severe acute respiratory syndrome » : Syndrome respiratoire aigu sévere
UICN : Union Internationale pour la Conservation de la Nature

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine

VIS : Virus de 'immunodéficience simienne

31



32



Introduction générale

33



34



|.1. Les maladies infectieuses émergentes

[.1.1. Généralités

Les maladies infectieuses émergentes (MIE) sont définies comme des
infections qui sont apparues récemment dans une population ou qui existent déja, mais
dont l'incidence et la portée géographique augmentent rapidement (Morse 1995). Ces
maladies ont, au cours de I'histoire, marqué de nombreuses fois les populations
humaines. Nous pouvons par exemple citer les trois grandes pandémies de peste,
maladie causée par la bactérie Yersinia pestis, dont la plus grande, « la Peste Noire »,
a débutée au XIVeéme siécle et a causé prés de 25 millions de morts en Europe, et 25
millions de morts en Asie et en Afrique (Wray 2005 ; Frith 2012). Nous pouvons
également faire référence a lintroduction du virus responsable de la variole au
Mexique, qui a causeé plus de 10 millions de morts en 1520-1521, et qui a contribué a
la disparition de la civilisation Aztéque (Crosby 2003 ; Morens et al. 2004). Enfin, nous
pouvons aussi mentionner la pandémie de grippe espagnole due au virus Influenza
H1N1, ayant sévi entre 1918 et 1920 en Europe, Amérique du Nord, et en Asie, et

responsable de prés de 50 millions de morts (Johnson et Mueller 2002).

Les progres de la science, 'aveénement de la théorie microbienne, 'amélioration
des conditions d’hygiéne, le développement de la vaccination, et la découverte des
antibiotiques, ont donné un espoir pour lutter contre les maladies infectieuses a partir
des années 1970 (Burnet et White 1972 ; Porter 1999 ; Morens et al. 2004). Cet espoir
a notamment été nourri par I'éradication de la variole en 1980 (responsable de 300
millions de morts a I'échelle mondiale au XX°™¢ siécle), suite a des campagnes de
vaccination massives (Strassburg 1982 ; Henderson 2011). Cependant, I'apparition de
nouvelles affections durant la décennie 1970-1980 a vite remis en question cet
optimisme général. Ainsi, 'émergence du virus de 'immunodéficience humaine (VIH)
responsable du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA), a mené les politiques
et scientifiques a reconsidérer I'importance des MIE (Stephens et al. 1998 ;
Desselberger 2000). Aujourd’hui, a I'échelle globale, les MIE ont un impact
considérable sur la santé, sur la croissance économique, et sur I'environnement
(Binder 1999 ; Daszak 2000 ; Morens et al. 2004 ; Jones et al. 2008).
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[.1.2. Incidence et nature des agents infectieux émergents

Entre 1940 et 2004, plus de 300 événements d’émergences de maladies
infectieuses ont été recensés a travers le monde, principalement dans les régions
intertropicales (Jones et al. 2008 ; Allen et al. 2017). L’incidence de ces infections n’a
fait qu'augmenter au cours de cette période, accentuant I'accroissement de la menace
représentée par ces infections (Jones et al. 2008). Entre 2004 et 2017, prés d’une
trentaine de nouvelles MIE sont apparues (National Institute of Allergies and Infectious
Diseases, 2017) (Figure 1). Récemment, vers la fin de 'année 2019, nous avons
assisté de maniére marquante a I'émergence du coronavirus SARS-CoV-2
responsable de la pandémie de la COVID-19, qui a profondément bouleversé nos

modes de vie (Rasmussen 2021 ; Holmes et al. 2021).
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Figure 1. Exemples de maladies infectieuses émergentes et ré-émergentes entre 1940 et 2017
(National Institute of Allergies and Infectious Diseases 2017). En bleu : maladies ré-émergentes,
en rouge : maladies strictement émergentes, en noire : maladies qui pourraient étre utilisées a
des fins de bioterrorisme.

Parmi les MIE recensées, certaines infections sont liées a des agents ayant fait
leur apparition pour la premiére fois dans les populations humaines (Morse 1995 ;
Jones et al. 2008). Nous pouvons citer le syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS)
caractérisé par des pneumonies atypiques causées par un coronavirus (le SARS-
CoV), apparu fin 2002 dans la province du Guangdong en Chine. D’autres infections
sont liées a des agents infectieux recombinants ou résistants. C’est notamment le cas
de la malaria (ou paludisme). C’est une des maladies humaines les plus répandue
dans les régions tropicales, et compte chaque année plus de 500 millions de cas a
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'échelle mondiale, essentiellement en Afrique (Wellems et Miller 2003). Elle est
causée par les parasites du genre Plasmodium sp. (cinq espéces sont recensées)
(Phillips et al. 2017) transmis a I’'Homme par la piqire des moustiques anophéles
(Anopheles sp.) (Phillips et al. 2017) et est responsable de symptémes semblables a
la grippe, de fiévres intenses, et peut conduire a des complications graves (e.g. ictére,
convulsions, atteinte rénale), voire a la mort, avec plus d’'un million de décés par an.
Au cours de ces derniéres années, de nombreux cas de cette maladie ont été reliés a
'apparition de souches devenues résistantes a la chloroquine ou a la mefloquine,
habituellement utilisées en prophylaxie (Wellems et Miller 2003). Enfin, certaines
infections sont associées a des agents infectieux existant déja dans les populations
humaines mais dont I'incidence a augmenté. C’est le cas de la maladie de Lyme qui
peut entrainer des lésions neurologiques, articulaires ou cardiaques. Elle est causée
par les bactéries du genre Borrelia sp. dont les principaux réservoirs sont les petits
rongeurs et les oiseaux (Radolf et al. 2012). La transmission se fait par la piqQre de
tiques infectées, appartenant au genre Ixodes sp. (Radolf et al. 2012). Cette maladie
a connu une recrudescence ces derniéres années, principalement aux Etats-Unis, ou
'expansion de 'Homme dans les zones suburbaines et la perte de biodiversité ont

contribué a 'augmentation de son incidence (Radolf et al. 2012 ; Keesing et al. 2010).

Enfin, les agents infectieux impliqués dans I'émergence de ces nouvelles
maladies sont variés (e.g. parasites, champignons). Néanmoins, les bactéries et les
virus sont les plus impliqués (Jones et al. 2008). La majorité des maladies infectieuses
émergentes recensées sont des zoonoses (60%), causées par des agents infectieux
qui peuvent se transmettent entre les animaux vertébrés et ’'Homme. De surcroit, 72%
d’entre eux sont associés a la faune sauvage, et ce nombre a augmenté de maniére
significative, jusqu’a constituer pres de 52% des maladies ayant émergées entre 1900
et 2000 (Jones et al. 2008). Les zoonoses représentent ainsi une menace significative
pour la santé humaine mais également pour la santé animale (Binder 1999 ; Daszak
2000 ; Jones et al. 2008). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime a des
millions le nombre de décés dus aux zoonoses (World Health Organisation 2021a).
C’est dans ce contexte qu’est né le concept « One health », signifiant « une seule
santé », mettant en lien la santé humaine, la santé animale, et la santé

environnementale, dans le but de mieux appréhender I'émergence des maladies
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infectieuses afin de proposer des mesures adaptées de contrble des zoonoses
(Zinsstag et al. 2011).

1.1.3. Facteurs impliqués dans I’émergence des zoonoses

Les éveénements d’émergences sont conditionnés par de multiples facteurs
(Morse 1995 ; Desselberger 2000 ; Taylor et al. 2001 ; Morens et al. 2004 ; Wolfe et al.
2007 ; Morse et al. 2012). Dans un premier temps, nous pouvons considérer les
facteurs intrinséques aux agents infectieux. Ces derniers doivent étre capables de
franchir les barriéres d’espéces, de s’adapter et se maintenir au sein d’un ou de
plusieurs nouveaux hétes. Une grande majorité des agents infectieux ayant émergé
au cours de ces derniéres décennies sont des virus, et principalement des virus a ARN
(Jones et al. 2008). lls ont la particularité d’avoir des taux de mutation élevés (de I'ordre
de 10-® mutations/site/an) du fait de I'absence d’une fonction correctrice de I'ARN
polymérase impliquée dans la réplication (Holmes 2010). Ces virus sont également
capables de réarrangements au niveau de leurs génomes, liés a des recombinaisons
et, pour les virus au génome segmente, a des réassortiments (Parrish et al. 2008 ;
Longdon et al. 2014). Ces particularités conférent aux virus a ARN une forte plasticité

et ainsi de grandes capacités d’adaptation (Holmes 2010).

D’autre part, 'émergence des maladies infectieuses et particulierement des
zoonoses, est fortement liée aux activites humaines, aux changements
anthropogéniques, démographiques et environnementaux (Figure 2 et Figure 3)
(Jones et al. 2008 ; Woolhouse et Gowtage-Sequeria 2005 ; Daszak 2000 ; Weiss et
McMichael 2004 ; Keesing et al. 2010 ; Baker et al. 2021). Par exemple,
I'accroissement de I'occupation des territoires naturels par 'Homme, accompagné de
la modification de I'environnement, et de la baisse de la biodiversité (e.g. fragmentation
des habitats, élevages intensifs) a des répercussions importantes sur I’écologie des
hétes et des agents infectieux (Figure 2). En effet, la déforestation facilite les filtres de
rencontre rendant plus fréquents les contacts entre les populations animales et les
populations humaines, facilitant ainsi les échanges d’agents infectieux (Keesing et al.
2010). L’implantation d’élevages de porcs a proximité de vergers fréquentés par des
chauves-souris frugivores, suite a la modification de leur habitat naturel, a par exemple
été a l'origine de 'émergence du virus Nipah en Malaisie en 1998 (Chua et al. 1999).

L’accroissement de la taille des populations humaines dans les zones urbaines et

38



I'amplification des échanges internationaux favorisent également la propagation des

agents infectieux a I'’échelle mondiale (Figure 3) (Morse 1995 ; Morse et al. 2012).

B Land use changes I Agricultural intensification Food industry changes B Bushmeat
B Human susceptibility to infection ! Antimicrobial agent use B War and famine [ Other

Figure 2. Exemples de facteurs d’émergences de zoonoses chez ’THomme (1940-2005) (Keesing
et al. 2010).
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Figure 3. Exemple d'impacts des activités humaines (ici l'urbanisation) sur les maladies
infectieuses (Baker et al. 2021).

1.1.4. Etapes de I’émergence des zoonoses

L’émergence de zoonoses est un phénoméne complexe faisant intervenir de
multiples étapes et obstacles (Wolfe et al. 2007 ; Morens et Fauci 2012 ; Plowright et
al. 2017) (Figure 4). La propagation de I'agent infectieux du réservoir naturel vers
I’'Homme exige qu'il puisse franchir ’'ensemble de ces obstacles (Plowright et al. 2017).
Par conséquent, 'émergence de zoonoses reste un phénoméne relativement rare,

bien que les populations humaines soient constamment exposées a de nombreux
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agents infectieux provenant d’autres espéces (Plowright et al. 2017 ; Parrish et al.
2008).

Transmission

Stage to humans
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exclusive
human agent
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humans
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Figure 4. lllustration des principales étapes de I'émergence d'un agent infectieux (Wolfe et al.
2007). Les quatre agents infectieux représentés ont atteint différentes étapes du processus.

Lors de la premiere étape (ou pré-émergence), l'agent infectieux est
exclusivement retrouvé au sein de I'espéce réservoir (sauvage ou domestique) (Wolfe
et al. 2007). Au cours de cette phase, il peut arriver qu’il y ait une amplification de la
circulation de I'agent infectieux entre individus de I'espéce (Morse et al. 2012). Ces
modifications dans les dynamiques de transmission peuvent étre reliées a des
perturbations dans I'’écologie de I'espéce, par exemple sous l'influence de facteurs
anthropiques (e.g. changements liés a l'utilisation des terres). La seconde étape du
processus, pouvant correspondre a une émergence localisée (Morse et al. 2012), est
un franchissement de la barriére d’espéce par I'agent infectieux depuis I'animal vers
’Homme, on parle d’infection primaire (Wolfe et al. 2007 ; Morse et al. 2012). Elle peut

découler d’un contact direct avec un animal infecté, ou avec des fluides corporels
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contaminés. Cette transmission peut faire intervenir les espéces réservoirs de I'agent
infectieux, mais également des hotes intermédiaires faisant le lien entre les espéces
réservoirs et 'THomme. C’est par exemple le cas du virus Nipah, cité précédemment,
responsable d’'une maladie sévére comprenant des symptomes respiratoires et
neurologiques chez 'Homme, et apparu pour la premiére fois en 1998 en Malaisie,
pour lequel la transmission des chauves-souris a 'Homme se serait effectuée par
l'intermédiaire du porc (Sus domesticus) (Chua et al. 1999 ; Chua 2000). Aprés cette
phase d’infection primaire, suit une phase de transmission interhumaine au cours de
quelques cycles avant de disparaitre (Wolfe et al. 2007). C’est par exemple le cas du
virus Ebola qui cause des épidémies souvent trés localisées et qui peuvent étre
rapidement endiguées (Wolfe et al. 2007). A contrario, une phase de transmissions
interhumaines peut persister en paralléle a de nouvelles transmissions entre animal et
Homme (Wolfe et al. 2007). Enfin, vient la derniére étape du processus (I'’émergence
pandémique) ou la transmission de I'agent infectieux d’Homme a Homme et la diffusion
du pathogeéne se font a une large échelle, souvent appuyées par les échanges
internationaux (Morse et al. 2012). A ce stade, I'agent infectieux d’origine animale a
pu accumuler de nombreuses modifications favorisant son adaptation a ’'Homme
(Wolfe et al. 2007). C’est par exemple le cas du VIH-1, originellement issu du virus de
limmunodéficience simienne (VIS) présent chez les primates, et qui aujourd’hui est

devenu un virus exclusivement humain (Wolfe et al. 2007 ; Etienne et Peeters 2010).

.2. Les chauves-souris, réservoirs de maladies infectieuses
émergentes

I.2.1. Caractéristiques biologiques et écologiques

Les chauves-souris (Ordre : Chiroptera) sont les seuls mammiféres capables
de voler dans le régne animal. Elles ont une origine ancienne, probablement de la
période de I'Eocéne (il y a environ 50 millions d’années). Plus de 1400 espéces ont
été décrites a ce jour (Teeling 2005 ; Simmons 2019), représentant 20% des espéces
de mammiféeres. C’est le second ordre le plus diversifié en terme de richesse spécifique
dans cette classe, aprés celui des rongeurs (Ordre : Rodentia) (Wang 2009 ; Simmons
2005). Elles ont la particularité de pouvoir voler sur de grandes distances, parfois
supérieures a 2000 km, ce qui a pu au cours de I'histoire évolutive leur conférer la

capacité de coloniser de nombreux territoires. Elles sont ainsi présentes sur
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'ensemble des continents a I'exception des régions polaires et de quelques iles
océaniques (Schipper et al. 2008). Leur régime alimentaire est varié. On recense par
exemple des chauves-souris insectivores, frugivores, nectarivores, hématophages, et
parfois piscivores. Les chauves-souris peuvent nicher ou hiberner dans des habitats
naturels (e.g. cavités, crevasses rocheuses, nids d’oiseaux, arbres), mais également
dans des constructions humaines (e.g. ponts, tombes, mines, maisons). Leurs
colonies peuvent étre formées de plusieurs milliers d’individus et parfois dépasser
plusieurs centaines de milliers, voire millions d’individus. Une des plus grandes
colonies de chauves-souris connue a ce jour est une colonie de Tadarides du Brésil
(Tadarida brasiliensis) située dans la grotte Bracken aux Etats-Unis, estimée a prés de
20 millions d’individus (McCracken 1989). Les chauves-souris possedent également
une longévité exceptionnelle par rapport a leur petite taille (Foley et al. 2018). Le Murin
de Brandt (Myotis brandltii), espéce pouvant atteindre a peine plus de six grammes,
détient le record avec une durée de vie pouvant atteindre les 40 ans (Podlutsky et al.
2005). Les chauves-souris ont par ailleurs un réle environnemental important et
fournissent de nombreux services écosystémiques. Elles participent par exemple a la
régulation des populations de ravageurs de cultures. Il a été estimé qu’elles pourraient
permettre des économies de 3,7 a 53 milliards de dollars chaque année au secteur
agricole aux Etats-Unis (Boyles et al. 2011). Enfin, les chauves-souris participent
activement a la dispersion des graines de nombreuses espéces végétales, a la
pollinisation via la dispersion de pollens, mais aussi a la fertilisation des sols (Kasso et
Balakrishnan 2013 ; Boyles et al. 2011).

1.2.2. Les chauves-souris, réservoirs d’agents infectieux

Au sein de la faune sauvage, les chauves-souris sont connues comme étant
des réservoirs naturels d’agents infectieux. Elles sont porteuses de bactéries (e.qg.
bactéries leptospires Leptospira sp., bactéries du genre Bartonella sp.) (Dietrich et al.
2015a ; Veikkolainen et al. 2014), de champignons (e.g. Pseudogymnoascus
destructans) (Hoyt et al. 2021), de nématodes (e.g. les vers plats Lecithodendrium
linstowi et Pycnoporus heteroporus) (Lord et al. 2012), ou encore de virus (e.g. virus
de la rage) (Calisher et al. 2006). Malgré cette diversité, les virus restent les agents
infectieux les plus documentés chez ces mammiféeres, et feront I'objet de notre
attention dans cette thése. Au total, plus de 200 virus ont été identifiés chez les

chauves-souris. Parmi eux, certains ont été impliqués dans des émergences dans les
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populations humaines, provoquant des pathologies sévéres (e.g. virus Marburg, virus
Nipah, virus Ebola) (Smith et Wang 2013 ; Moratelli et Calisher 2015). Au cours de ces
derniéres décennies, les résultats émanant des nombreuses études investiguant la
circulation de virus chez les chauves-souris, ont renforcé I'idée qu’elles représentent
un probléeme majeur de santé publique, parfois au détriment de leur conservation
(L6pez-Baucells et al. 2018). Une étude récente, mettant en évidence une corrélation
positive entre la richesse spécifique au sein des ordres de mammiféres et la richesse
en virus zoonotiques, confirme que les chauves-souris sont potentiellement porteuses
d’'un grand nombre de virus pouvant étre transmis a d’autres espéces vertébrées, dont
'Homme (Johnson et al. 2020).

Les chauves-souris sont dans la majorité des cas porteuses asymptomatiques
de ces nombreux virus, c’est-a-dire que ces virus sont capables de se multiplier au
sein de leurs organismes sans entrainer, a priori, d’effets sur leur physiologie et leur
survie (Calisher et al. 2006). Cette aptitude pourrait étre expliquée par de nhombreux
facteurs. Les chauves-souris appartiennent a un ordre ancien (Teeling 2005). Cette
ancienneté pourrait étre a l'origine d’une longue histoire de coévolution entre ces
mammiféres et les virus hébergés (Cui et al. 2019 ; Chan et al. 2013). Ainsi, sur une
échelle évolutive relativement longue, les chauves-souris auraient développé une
tolérance a certaines infections, et a certaines charges virales conséquentes, alors
que pour d’autres espéces ces infections s’avéreraient Iétales (Calisher et al. 2006 ;
O’Shea et al. 2014). Par ailleurs, la capacité des chauves-souris a voler serait a
'origine d’'une baisse de leur réponse inflammatoire, et leur conférerait un systéme
immunitaire atypique, les rendant insensibles a ces infections (Subudhi et al. 2019).
De plus, le mode de vie des chauves-souris pourrait €également étre un des facteurs
de maintien et de transmission des virus au sein des colonies. En effet, comme décrit
précédemment, ces mammiféres ont la particularité de former des colonies dont les
effectifs et les densités sont trés élevés. La promiscuité des individus favorise
'échange et la transmission d’agents infectieux (Luis et al. 2013). C’est notamment le
cas dans les colonies de maternité, ou plusieurs études ont pu mettre en avant
'amplification de ces échanges (Dietrich et al. 2015b ; Drexler et al. 2011). Enfin, cette
capacité a voler sur de grandes distances pourrait également étre a l'origine de la
dispersion d’agents infectieux. Par exemple, en Europe, une étude a suggéré que les
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migrations de la Pipistrelle de Nathusius (Pipistrellus nathusii) pourraient étre un des

meécanismes de dispersion du virus de la rage (Brosset 1990).

[.2.3. Virus zoonotiques associés aux chauves-souris

Parmi les 200 virus différents identifies chez les chauves-souris (Smith et Wang
2013) certaines familles virales sont plus fréquemment documentées. Les séquences
de génomes partiels ou complets de Coronaviridae (39%), de Rhabdoviridae (24%),
de Paramyxoviridae (9%), et d’Astroviridae (6%), représentent la majorité des données
génétiques disponibles a ce jour (Figure 5), soulignant un biais important dans les
recherches portant sur les communautés virales associées aux chauves-souris. Ce
biais reflete I'effort de détection envers les familles virales a potentiel zoonotique
d’intérét médical. De maniére similaire, certaines familles de chauves-souris sont plus
souvent investiguées que d’autres, car elles sont reconnues comme étant les
réservoirs naturels de certains virus d’intérét médical (e.g. investigation de Filoviridae
au sein des chauves-souris du genre Pteropus, famille des Pteropodidae) (Chen et al.
2014 ; Database of bat-associated viruses 2021). Prés de 90% des séquences de virus
publiées a ce jour sont issues d’échantillons provenant de trois familles de chauves-
souris : Vespertillionidae (44%), Rhinolophidae (21%), et Pteropodidae (21%) (Figure
6) (Chen et al. 2014 ; Database of bat-associated viruses 2021).

[ Coronaviridae

B Rhabdoviridae

M Paramyxoviridae

[ Astroviridae

[ Autres

Figure 5. Proportion des familles virales les plus fréguemment documentées chez les chauves-
souris. Synthese faite a partir de la base de données « Database of bat-associated viruses » en
décembre 2021 (Chen et al. 2014).
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Figure 6. Proportion des familles de chauves-souris pour lesquelles des données génétiques
virales sont disponibles. Synthése faite a partir de la base de données « Database of bat-
associated viruses » en décembre 2021 (Chen et al. 2014).

Dans les sections suivantes, nous nous intéresserons a la description des
Coronaviridae, des Paramyxoviridae et des Astroviridae, spécifiquement étudiés dans

le cadre de cette thése.

1.2.3.1) Les Coronaviridae

La famille des Coronaviridae (coronavirus: CoV) regroupe des virus
enveloppés a ARN simple brin de polarité positive. Cette famille est subdivisée en deux
sous-familles : les Letovirinae et Orthocoronavirinae. Parmi les Orthocoronavirinae
guatre genres sont recensés : a-coronavirus, [B-coronavirus, y-coronavirus et o-
coronavirus (Figure 7 et Figure 8) (Chan et al. 2013 ; Drexler et al. 2014 ; International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 2021). Seuls les genres a et 8 sont
spécifiques aux mammiféres, bien que des 6-coronavirus aient été rapportés chez des

porcs (Figure 7).
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Figure 7. Origine des coronavirus et diversité des hétes documentés (adapté de Chan et al. 2013).
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Figure 8. Relations phylogénétiques au sein des coronavirus (Wilkinson et al. 2020)

Les chauves-souris hébergent une grande diversité d’a-coronavirus et de -
coronavirus (e.g. Smith et al. 2016 ; Rizzo et al. 2017 ; Banerjee et al. 2019 ; Fan et
al. 2019 ; Peel et al. 2019 ; Joffrin et al. 2020 ; Hernandez-Aguilar et al. 2021 ; Bonilla-
Aldana et al. 2021). Les coronavirus se transmettent principalement au travers
d’aérosols contaminés par des particules infectieuses, mais peuvent également se

transmettre par la voie fécale-orale. lls sont responsables d’infections respiratoires ou
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entériques (Saif 2004 ; Chan et al. 2013). Ces virus possedent un taux moyen de
mutations relativement élevé, de I'ordre de 10 substitutions par an et par site, mais
sont également capables de recombinaisons (Lai et al. 1985 ; Keck et al. 1988 ; Zhang
et al. 2005 ; Pyrc et al. 2006 ; Su et al. 2016). Ces particularités leur conferent la
capacité de se transmettre entre espéces différentes, mais également a 'Homme
(Woo et al. 2009 ; Graham et Baric 2010). Au cours des deux dernieres décennies,
plusieurs coronavirus d’origine zoonotique et associés aux chauves-souris ont fait leur
apparition dans les populations humaines. En 2002, le SARS-CoV, responsable de
symptémes respiratoires voire de pneumonies séveres, a émergé en Chine dans la
province du Guangdong, puis s’est propagé dans pres de 30 pays, a infecté plus de
8000 personnes, et causé environ 800 déces. L’épidémie a été déclarée circonscrite
par 'TOMS a partir de juillet 2003 (World Health Organisation 2003). Le SARS-CoV
aurait pour réservoir naturel les chauves-souris du genre Rhinolophus sp. (Li et al.
2005 ; Lau et al. 2005). Plusieurs études phylogénétiques ont mis en évidence la
circulation de coronavirus présentant de fortes similarités avec le SARS-CoV chez ces
chauves-souris. La civette masquée de I'Himalaya (Paguma larvata) aurait joué un role
ponctuel d’héte intermédiaire entre la chauve-souris et 'Homme lors de cette
émergence. En 2012, un second coronavirus responsable du syndrome respiratoire
du Moyen-Orient (« Middle East respiratory syndrome » : MERS) et nommé MERS-
CoV a fait son apparition en Arabie Saoudite, et s’est répandu dans plus de 25 pays.
Aujourd’hui, des cas sporadiques sont encore signalés (European Centre for Disease
Prevention and Control 2021a ; Food and agriculture organization of the United
Nations 2021). Ce virus a infecté plus de 2000 personnes et causé plus de 700 déces,
soit un taux de létalité trés élevé (Food and agriculture organization of the United
Nations 2021). Le MERS-CoV a été transmis a 'Homme par des camélidés,
néanmoins, les chauves-souris pourraient étre les hétes de virus ancestraux proches
du virus émergent (Reusken et al. 2014 ; Zumla et al. 2015). Plus récemment, un
nouveau coronavirus, le SARS-CoV-2, a émergé. Responsable de la maladie a
coronavirus 2019 (« Coronavirus disease 2019 » : COVID-19), ce virus a été déclaré
responsable d’'une pandémie mondiale le 11 mars 2020, et cette derniére est encore
en cours actuellement, en 2022. Cette pandémie sans précédent a provoqué plus de
500 millions d’infections déclarées et causé le déceés de plus de six millions de
personnes. L'origine du SARS-CoV-2 fait encore débat, cependant, de nombreux

arguments soutiennent une origine zoonotique puisque des virus étroitement
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apparentés ont été détectés chez les chauves-souris (Holmes et al. 2021 ;

Wacharapluesadee et al. 2021 ; Temmam et al. 2021).

[.2.3.2) Les Paramyxoviridae

Les Paramyxoviridae (paramyxovirus : PMV) sont une grande famille de virus
enveloppés a ARN simple brin de polarité négative. Cette famille est divisée en quatre
sous-familles : les Avulavirinae, Metaparamyxovirinae, Orthoparamyxovirinae, et
Rubulavirinae. Seuls les Orthoparamyxovirinae et Rubulavirinae peuvent affecter les
mammiféres (International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 2021). Les
paramyxovirus ont de nombreux modes de transmission : voie fécale-orale, aérosols,
ou encore par contact avec des fluides corporels contaminés (e.g. urine). lls sont
responsables de symptomes et maladies diverses, par exemple des syndromes
respiratoires, syndromes neurologiques, ou encore des troubles digestifs. Une grande
diversité de PMV circule chez les chauves-souris a I'échelle mondiale (Figure 9)
(Drexler et al. 2012).

Pteropodidae (Y |

Rhinolophidae
Hipposideridae o [
Megadermatidae
Craseonycteridae
Rhinopomatidae

Avulavirus

a1

Metapneumovirus

Nycteridae

Rubulavirus Emballonuridae @

Phyllostomidae o [l /@
Mormoopidae ° °
Noctilionidae

Furipteridae

Thyropteridae

Mystacinidae
Myzopodidae
Vespertilionidae ° .
Molossidae

Natalidae

ASPV FdIPV 0.3 Rabies virus

Respirovirus

e

Figure 9. Diversité des paramyxovirus retrouvés chez les chauves-souris (Drexler et al. 2012). a)
Les genres sont mis en évidence par des couleurs différentes. b) Les couleurs correspondant
aux genres sont associées aux familles de chauves-souris dans lesquels ils ont été retrouvés.
Parmi les Paramyxoviridae hébergés par ces mammiferes, deux virus sont
connus pour avoir un impact significatif en termes de santé humaine. Ces deux virus
appartiennent au genre des Henipavirus. Le virus Nipah, apparu pour la premiére fois

chez ’THomme en Malaisie en 1998 est 'un d’entre eux. Bien que ce virus n’ait causé
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gue quelques épidémies en Asie et peu de cas, il peut étre responsable de pathologies
séveres. L’épidémie qui s’est déroulée de fin septembre 1998 a la mi-juin 1999 en
Malaisie et a Singapour a affecté a la fois 'lHomme et le porc (Sus domesticus). Prés
de 300 cas d’encéphalites ou de pathologies respiratoires ont été rapportés chez
I'Homme et plus de 100 personnes en sont décédées (Chua et al. 1999). Chez le porc,
les symptdmes étaient essentiellement respiratoires, et plus d’'un million d’animaux ont
été abattus afin d’endiguer I'épidémie (Chua et al. 1999 ; Chua 2000). Des études ont
pu mettre en évidence que les réservoirs naturels du virus Nipah sont les chauves-
souris frugivores du genre Pteropus sp. (Yob et al. 2001). La transmission du virus
entre ces dernieres et les porcs se serait déroulée par contact direct avec des
gouttelettes d’urine contaminées. La proximité des chauves-souris prés des enclos
présenterait un lien fort avec la perte des habitats naturels de ces especes, les forcant
a cohabiter a proximité des Hommes et de leurs infrastructures (Chua 2000). La
transmission interhumaine a également été recensée bien que rare et restreinte au
cadre familial (World Health Organisation 2021b). Depuis 1998, plusieurs épidémies
ont été observées, notamment au Bengladesh et en Inde. En 2004, par exemple, ce
virus a entrainé la mort d’'une dizaine de personnes, suite a la consommation de jus

de palmier dattier contaminé par des chauves-souris (Luby et al. 2006).

Le second virus nommé Hendra a été identifié pour la premiere fois dans une
banlieue de Brisbane en Australie, dans le Queensland, en 1994, aprés le décés d’'une
vingtaine de chevaux et de deux personnes (Selvey et al. 1995 ; Murray et al. 1995).
La méme année, une seconde épidémie de Hendra a été signalée dans la ville de
Mackay également localisée dans le Queensland. Durant cette seconde épidémie,
deux chevaux et une personne sont décédés (Field et al. 2001). Ce virus est
responsable de pathologies respiratoires ou neurologiques séveres chez ces deux
hotes. Comme pour le virus Nipah, bien que le nombre de cas soit faible, le taux de
létalité est élevé (Ong et Wong 2015). La transmission des chevaux a 'lHomme se
serait faite principalement par I'exposition directe a des fluides corporels, tissus ou
excrétions contaminés. La transmission interhumaine n’a pas été décrite (Center for
Disease Control and Prevention 2019). Des études ont révelé que les réservoirs
naturels du virus sont des chauves-souris frugivores du genre Pteropus sp. (Halpin et
al. 2000 ; Daszak et al. 2011 ; Drexler et al. 2012). La transmission du virus des

chauves-souris aux chevaux se serait effectuée au travers de la contamination de la
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nourriture des chevaux par des excrétas de chauves-souris comme la salive, les urines
ou encore des feces (Plowright et al. 2011). Depuis 1994, plusieurs contaminations au
virus Hendra ont été de nouveau observées, cantonnées principalement a I'état du
Queensland en Australie. En juillet 2016, 'OMS faisait état de prés de 50 épisodes
infectieux, impliquant plus de 70 chevaux et prés d’'une dizaine de cas humains (World

Health Organisation 2021c) avec un pic d’'occurrence en 2011 (Plowright et al. 2014).

1.2.3.3) Les Astroviridae

La famille des Astroviridae (astrovirus: AstV) héberge des virus non-
enveloppés a ARN simple brin de polarité positive. Cette famille est divisée en deux
genres, Avastrovirus et Mamastrovirus, infectant respectivement des especes aviaires
et des especes mammiferes (Figure 10) (Mendez et Arias 2007 ; International

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 2021).
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Figure 10. Relations phylogénétiques au sein des astrovirus (Wohlgemuth et al. 2019).

Ces virus sont transmis par la voie oro-fécale et peuvent étre responsables de
maladies entériques, principalement chez les jeunes enfants (De Benedictis et al. 2011

; Bosch et al. 2014). Les astrovirus ont été décrits chez plus de 80 especes de
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vertébrés (Mendenhall et al. 2015). Plusieurs études ont mis en évidence la circulation
de ces virus au sein de chauves-souris a I'échelle mondiale (Fischer et al. 2017)
(Figure 11). A ce jour, aucun astrovirus de chauves-souris n'a été identifi¢ comme
responsable de maladies chez ’'Homme. En revanche, des infections causées par des
astrovirus aviaires et canins ont été détectées chez ’'Homme, de fagon ponctuelle, et
suggérent que des événements de transmission inter-espéces sont potentiellement
sous-estimés a I'’heure actuelle (Meyer et al. 2015). Par ailleurs, de nombreux animaux
domestiques (e.g. chiens, chats), d’élevage (e.g. porcs, moutons, canards), ou
commensaux a ’'Homme (e.g. rats, pigeons, moineaux) ont été identifiés comme hétes
d’astrovirus (Donato et Vijaykrishna 2017). Le risque d’émergence et d’épidémie
causees par des astrovirus d’origine zoonotique nécessite d’acquérir d’avantage de
connaissances sur l'éco-épidémiologie et I'évolution de ces virus au sein des
réservoirs (Bosch et al. 2014 ; Mendenhall et al. 2015).
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Figure 11. Distribution géographique des sites d'étude rapportant la détection d'astrovirus chez
les chauves-souris (Fischer et al. 2017). Les familles de chauves-souris dans lesquelles ont été
détectés les astrovirus sont représentées par des cercles de couleurs.

I.2.4. Modes de transmission des agents infectieux des chauves-souris a

I'Homme

Les modes de transmission des agents infectieux des chauves-souris a
'Homme sont multiples (Figure 12) (Allocati et al. 2016 ; Joffrin et al. 2018). La
transmission peut étre directe, bien qu’anecdotique, elle peut par exemple se faire lors
de morsures ou de griffures. Lors de la manipulation de chauves-souris sans protection

physique adéquate, il peut arriver que celles-ci mordent pour se défendre. Ces
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morsures accidentelles peuvent étre a I'origine de la transmission de certains agents
infectieux tels que les lyssavirus (Dato et al. 2016). Par ailleurs, les chauves-souris
sont consommeées dans plusieurs régions d’Afrique, d’Asie, mais aussi dans certaines
fles du sud-ouest de I'océan Indien, entrainant un risque de transmission directe de
pathogénes (Jenkins et Racey 2009 ; Han et al. 2015). Une enquéte épidémiologique
a mis en évidence que I'épidémie de maladie & virus Ebola ayant sévi en 2007 en
République Démocratique du Congo, et ayant engendré prés de 200 déces, aurait
pour origine la consommation de viande de chauves-souris frugivores (notamment
'Hypsignathe Monstrueux : Hypsignathus monstrosus, et le Chien Volant de
Franquet : Epomops franqueti), chassées massivement pour leurs apports protéiques
(Leroy et al. 2005 ; 2009). De méme, la transmission d’agents infectieux zoonotiques
pourrait aussi se produire lors de la capture ou de la vente de ces animaux (Han et al.
2015).

Intermediate hosts

Direct transmission by bat saliva,
urine, feces, blood, etc.

Transmission by wild animals (e.g.
monkeys, antelopes) and livestock
(e.g. camels, pigs) infected with
bat-borne pathogens.

Blood-feeding arthropods

Indirect transmission through the Ectoparasite-mediated transmission
contamination of habitats used by by mosquitoes, fleas, ticks, etc.
infected hosts.

Figure 12. Voies de transmission possibles des pathogénes de chauves-souris a I'Homme
(Joffrin et al. 2018).

La transmission des agents infectieux de chauves-souris peut également se
produire de maniére indirecte. Par exemple, les contaminations par contacts avec les
déjections telles que I'urine et les féces, ou a d’autres fluides corporels, sont connues
pour étre un mécanisme important de transmission des pathogéenes (Joffrin et al.
2018). Ainsi, plusieurs cas de personnes infectées par le virus Marburg, responsable

de fievres hémorragiques, aprés une exposition a des déjections de chauves-souris
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dans des grottes, suggérent une transmission par des aérosols (Adjemian et al. 2011).
La transmission indirecte peut également se produire lors de la consommation de
denrées alimentaires contaminées par des fluides infectés. Comme évoqué plus tot,
la consommation de jus de palmier dattier contaminé, a été a l'origine de la
transmission du virus Nipah a ’'Homme (Luby et al. 2006 ; Rahman et al. 2012). Par
ailleurs, bien que moins investiguée, la transmission d’agents infectieux entre
chauves-souris et Hommes pourrait également s’effectuer par le biais de vecteurs. Par
exemple, des bactéries Bartonella mayotimonensis identifiées comme agent
étiologique d’endocardites chez ’'Homme ont été détectées en Finlande dans le sang
périphérique de Murins de Daubenton (Myotis daubentonii) ainsi que chez leurs
ectoparasites suggérant que les chauves-souris pourraient étre un réservoir de ces
bactéries zoonotiques (Veikkolainen et al. 2014). Bien que les mécanismes de
transmissions restent a étre préciseés, les ectoparasites pourraient jouer un réle de
vecteurs. Enfin, la transmission indirecte peut également faire intervenir un héte dit
« intermédiaire » entre I'espéce hbte réservoir, et ’lHomme. Le SARS-CoV (hbte
intermédiaire : civette masquée), le virus Nipah (hote intermédiaire : le porc), et le virus
Hendra (héte intermédiaire : les chevaux) évoqués plus tét en sont des illustrations (Li
et al. 2005 ; Lau et al. 2005 ; Reusken et al. 2014 ; Chua et al. 1999 ; Chua 2000 ;
Plowright et al. 2011).
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|.3. Les chauves-souris et leurs virus dans le sud-ouest de I’océan
Indien

1.3.1. Diversité des chauves-souris dans la région

La région du sud-ouest de I'océan Indien (SOOI) est composée d’'un ensemble
d’'iles (Figure 13) qui different par leurs &ages, leurs origines géologiques, leurs
conditions environnementales, l'histoire et le contexte socio-économique des
populations. La région fait également partie des 34 points chauds de biodiversité

(Myers et al. 2000). Au sein de ces iles, on retrouve notamment Madagascar, I'archipel
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Figure 13. Carte représentant les différentes iles de la région du sud-ouest

de I'océan Indien. Carte créée a partir du logiciel libre QGIS version 3.22.1

et annotée manuellement via le logiciel libre Inkscape version 1.1.2.
des Comores, I'archipel des Seychelles, I'archipel des Mascareignes, et enfin les iles
Eparses (Figure 13). Plusieurs de ces territoires ont été colonisés par les chauves-
souris. Le SOOI abrite prés de la moitié des familles de chauves-souris décrites dans
le monde, avec de surcroit un taux d’endémisme important (e.g. O'Brien 2011 ;
Goodman 2011 ; Goodman et al. 2012a ; Goodman et Ramasindrazana 2015 ;
Goodman et al. Sous presse). Cependant, en raison de la diversité de I'histoire
géologique de la région, des différences marquées sont observées en termes de
diversité spécifique entre les iles.
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[.3.1.1) Madagascar

Madagascar est une ile continentale qui s’est séparée de I’Afrique il y a environ
130 millions d’années. C’est la plus grande ile de la région. Elle est divisée en cinq
zones bioclimatiques caractérisées par des régimes météorologiques différents (e.g.
sec, humide, montagnard, subaride, subhumide) (Goodman et al. 2013), et compte
prés de 14 types de veégétations allant des mangroves cbtieres, formations
buissonnantes, jusqu’aux différents types de foréts (Moat et Smith 2007). La diversité
de ces biomes et I'dge ancien de I'lle lui conférent une grande richesse spécifique en
termes de flore et de faune, mais également de forts taux d’endémisme (Cardiff et
Jenkins 2016). Ainsi, Madagascar compte 46 espéces de chauves-souris réparties

dans huit familles différentes, dont prées de 85% sont endémiques

[ Pteropodidae B Molossidae [ 1 Miniopteridae
Eidolon dupreanum™* (VU) Chaerephon feucogaster (LC) Miniopterus ambohitrensis* (LC)
Pteropus rufus* (VU) Chaerephon atsinanana* (LC) Miniopterus aefleni** (LC)
Rousettus madagascariensis® (VU) Chaerephon jobimena* (LC) Miniopterus brachytragos* {LC)
m Hipposideridae mops !eqcostigma" (LC) Ml:nf:opterus eger{: (LC)
ops midas (LC) Miniopterus gteni* (LC)
Macronycteris commersoni™ (NT) Mormopterus jugutaris* (LC) Miniopterus griffithsi* (DD)
Macronycteris cryptovalorona® (NE)  otomops madagascariensis* (LC) Miniopterus griveaudi* (DD)
Tadarida fulminans (LC) Miniopterus mahafaliensis* (LC)

Minioptreus majori* (LC)
Miniopterus manavi* (LC)
Miniopterus petersoni* (DD)

I Rhinonycteridae

Paratriaenops auritus* (VU)

[ Vespertilionidae

Paratriaenops furculus* (LC) Laephotis malagasyensis™ (VU) Miniopterus sororculus* (LC)
Triaenops menamena* (LC) Laephiotis matroka™ (LC)

Laephotis robertsi* (DD)

Myotis goudoti* (LC)

Neoromicia bemainty * (LC)

m Emballonuridae Pipistrelius hesperidus (LC)

Coleura kibomalandy * (DD)

. Pipistrelius raceyi™ (DD)
Parembationura atrata” (LC) Pipistrefius rueppefii (LC)
Parembalionura ‘,’?"am e Scotophilus cf. borbonicus (DD) N familles = 8
Taphozaous mauritianus (LC) Scotophilus marovaza™ (LC) k
Scotophilus robuistus* (LC) N espéces = 46

Scotophilus tandrefana* (DD)

B Myzepodidae
Myzopoda aurita®™ (LC)
Myzopoda schiiemanni™ (LC)

Figure 14. Familles et espéces de chauves-souris décrites a Madagascar, et statuts de
conservation associés (Construit a partir de : Goodman 2011 ; Goodman et al. 2011 ; Goodman,
et al. 2012a ; Goodman et al. 2012b ; Goodman et al. 2015 ; Goodman et Ramasindrazana 2015 ;
Goodman et al. 2016 ; Demos et al. 2021). Les étoiles simples indiquent les especes endémiques de
Madagascar, les étoiles doubles indiquent les especes endémiques de Madagascar et de I'’Archipel des
Comores. Les lettres entre parenthéses indiquent le statut de conservation selon I’'Union Internationale
pour la Conservation de la Nature. DD : données insuffisantes ; LC : préoccupation mineure ; NE : non
évalué ; NT : quasi menacé ; VU : vulnérable (International Union for Conservation of Nature (IUCN)
2021).

(Figure 14) (Goodman 2011 ; Goodman et al. 2011 ; Goodman et al. 2012a ; Goodman
et al. 2012b ; Goodman et al. 2015 ; Goodman et Ramasindrazana 2015 ; Goodman

et al. 2016 ; Demos et al. 2021 ; Goodman et al. Sous presse). Régulierement, de
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nouvelles espéces, ou des especes cryptiques qui n’étaient pas auparavant reconnues
comme des espeéeces distinctes, y sont décrites (Christidis et al. 2014 ; Goodman et al.
2015 ; Cardiff et Jenkins 2016). Au cours de ces dernieres décennies, Madagascar a
di faire face a des changements environnementaux majeurs, liés aux activités
humaines. Entre 1953 et 2004, 44% de la couverture forestiére naturelle a disparu
(Vieilledent et al. 2018) et environ 90% des espéces Malgaches dépendent des
écosystemes naturels et des foréts (Allnutt et al. 2008 ; Goodman et Benstead 2005).
Entre 1953 et 2000, la déforestation a contribué a I'extinction de prés de 10% des
espéces Malgaches (Allnutt et al. 2008), et les foréts restantes sont tres fragmentées,
ce qui accroit la perte de biodiversité (Gibson et al. 2013 ; Murcia 1995). Néanmoins,
parmi les 46 espéces de chauves-souris décrites a ce jour, 65% ont un statut de
conservation correspondant a une préoccupation mineure selon I'Union Internationale
pour la Conservation de la Nature (UICN) (Figure 14) (International Union for
Conservation of Nature (IUCN) 2021). Malgré tout, cinq espéces sont classées
vulnérables (Figure 14) : la Roussette Paillée de Madagascar (Eidolon dupreanum), le
Renard Volant de Madagascar (Pteropus rufus), la Roussette de Madagascar
(Rousettus madagascariensis), le Triénope doré (Paratriaenops auritus), et la Sérotine
de I'lsalo (Laephotis malagasyensis). Une espéce est classée comme quasi menacee :
la Phyllorhine de Commerson (Macronycteris commersoni) ; et une autre a un statut
de conservation non évalué : la Phyllorhine cryptide de Madagascar (Macronycteris
cryptovalorona) (Figure 14). Ces espéces sont principalement menacées par les
pressions anthropiques exercées sur I'environnement (e.g. perturbation des colonies,
chasse) (Goodman 2011 ; International Union for Conservation of Nature (IUCN)
2021). Enfin, huit especes présentent des données insuffisantes pour établir leur statut
de conservation (Figure 14) : 'lEmballonure de Madagascar (Coleura kibomalandy), la
Sérotine de Robert (Laephotis robertsi), la Pipistrelle de Racey (Pipistrellus raceyi), la
Scotophile de La Réunion (Scotophilus cf. borbonicus), la Scotophile de I'ouest de
Madagascar (Scotophilus tandrefana), le Minioptere de Griffiths (Miniopterus griffithsi),
le Minioptére de Griveaud (Miniopterus griveaudi), et le Minioptere de Peterson
(Miniopterus petersoni). Parmi ces espéces, nombreuses ont été nouvellement
décrites, rendant difficile I'évaluation du risque d’extinction (Goodman 2011).
Madagascar est I'lle qui comporte la plus grande richesse spécifique du SOOI, bien
que la diversité spécifique dans la partie est de I'ille soit plus faible que dans la partie

ouest (Goodman et al. 2011 ; Cardiff et Jenkins 2016). Par comparaison, la richesse
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spécifigue en chauves-souris abritée a Madagascar est équivalente a celle de

'ensemble du continent Européen (Cardiff and Jenkins, 2016).

1.3.1.2) Archipel des Comores

L’archipel des Comores, d’origine volcanique, est constitué des iles de Grande
Comore, Anjouan, Mohéli et Mayotte (Figure 13). L’age de ces iles varie entre 0,5 et
10 millions d’années (Nougier et al. 1986). Ces quatre iles présentent des variations
topologiques et climatiques importantes. Par exemple, sur Grande Comore, I’élévation
géologique donne naissance a trois zones climatiques qui sont associées a différents
patrons météorologiques et de végétation (Louette et al. 2004 ; Goodman et al. 2010).
Au total, dix espéces de chauves-souris, appartenant a cinq familles ont été décrites
dans I'archipel avec un taux d’endémisme de 70% (Figure 15): la Roussette de
Livingston (Pteropus livingstonii), la Roussette des Seychelles (Pteropus
seychellensis), la Roussette des Comores (Rousettus obliviosus), le Taphien de
Maurice (Taphozous mauritianus), le Molosse de Grandidier (Chaerephon
leucogaster), le Tadaride (Chaerephon pusillus), le Grand Molosse Malgache (Mops
leucostigma), le Minioptere d’Aellen (Miniopterus aelleni), le Minioptere de Griveaud
(Miniopterus griveaudi), et le Murin d’Anjouan (Myotis anjouanensis) (Goodman et al.
2010). Au sein des quatre iles, des différences sont observées en termes de nombre
de familles et d’espéces de chauves-souris. Anjouan est I'lle qui abrite le plus grand
nombre d’'espéces, probablement di a sa plus grande diversité écologique, son age,
ainsi que la présence de tunnels de lave pouvant abriter les chauves-souris (Figure
15) (Goodman et al. 2010). Parmi 'ensemble des espéces décrites dans l'archipel,
cinqg sont considérées comme préoccupation mineure d’'un point de vue de la
conservation selon 'UICN : la Roussette des Seychelles, le Taphien de Maurice, le
Molosse de Grandidier, le Grand Molosse Malgache, et le Minioptére d’Aellen (Figure
15) (International Union for Conservation of Nature (IUCN), 2021). Néanmoins, deux
especes sont vulnérables : la Roussette des Comores et le Tadaride. Une espéce est
en danger critique d’extinction : la Roussette de Livingston. Ces espéces souffrent
principalement des pressions anthropiques (e.g. perturbation des colonies, chasse),
mais également des changements environnementaux (e.g. déforestation,
changements climatiques engendrant sécheresse et tempétes) (Goodman et al. 2010

; International Union for Conservation of Nature (IUCN) 2021). Enfin, deux espéces
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présentent des données insuffisantes pour établir leur statut de conservation : le

Minioptére de Griveaud, et le Murin d’Anjouan.

Grande Anjouan Mohéli Mayotte
Comore ‘ , ,

[ Pteropodidae i [ Pteropodidae [ Pteropodidae [ Pteropodidae
Pteropus seychellensis* (LC} | Pteropus livingstonii* (CR) 1 Pteropus livingstonii* (CR) i Pteropus seychelfensis™ (LC)
Rousettus obliviosus™ (VU) | Pteropus seycheilensis® (LC) Pteropus seychellensis™ (LC) :

i Rouseitus obliviosus™ (VU) ! Rousetius obliviosus™ (VU) ! D Emball id
i . ! ' miallonuriaae
Molossidae il Molossidae : . ! "
. on ; s (VU ! Chasrephon pusilus (VU) : . Molossidae ; Taphozous mauritianus (LC)
aerephon pusilius (VU) Mops leucostigma** (LC) : Chaerephon leucogaster (LC)
[ Vespertilionidae ! Chaerephon pusillus (VU) i Molossidae

Myotis anjouanensis* (DD)
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Figure 15. Familles et espéces de chauves-souris décrites dans I’Archipel des Comores, statuts
de conservation associés (Construit a partir de : O’Brien 2011). Les étoiles simples indiquent les
especes endémiques de I'Archipel des Comores, les étoiles doubles indiquent les espéces endémiques
de Madagascar et de I'Archipel des Comores. Les lettres entre parentheses indiquent le statut de
conservation selon I'Union Internationale pour la Conservation de la Nature. CR: en danger critique ;
DD : données insuffisantes ; LC : préoccupation mineure ; VU : vulnérable (International Union for
Conservation of Nature (IUCN) 2021).

1.3.1.3) Archipel des Seychelles

L’archipel des Seychelles comptabilise au total 115 iles. Certaines sont d’origine
continentale (granitique), comme Mahé ; et d’autres sont coralliennes, par exemple
I'le aux Oiseaux (« Bird Island »). Les iles d’origine continentale se sont séparées de
I'Inde et de I'Afrique respectivement il y a 64 et 75 millions d’années (Warren et al.
2005). Les iles coralliennes, elles, sont apparues beaucoup plus récemment. Les iles
granitiques, plus vieilles abritent prés de cing types de végétation différents allant des
mangroves cotieres aux différents types de foréts (e.g. végétation du plateau cétier,
forét de plaine, forét intermédiaire) (Biedinger et Fleischmann 2000). Certaines iles de
I'archipel hébergent des chauves-souris (O’'Brien 2011). Au total, prés de six espéces
appartenant a quatre familles ont été décrites au sein de l'archipel avec un taux
d’endémisme supérieur a 50% : la Roussette d’Aldabra (Pteropus aldabrensis), la
Roussette des Seychelles (Pteropus seychellensis), le Triénope (Paratriaenops

pauliani), 'lEmballonure des Seychelles (Coleura seychellensis), le Taphien de Maurice
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(Taphozous mauritianus) et le Tadaride (Chaerephon pusillus) (Figure 16) (O’Brien
2011). Parmi ces especes, la Roussette des Seychelles et le Taphien de Maurice sont
considérés comme préoccupation mineure d’un point de vue de la conservation
(International Union for Conservation of Nature (IUCN) 2021). Le Tadaride est
considéré vulnérable, 'lEmballonure des Seychelles est en danger critique d’extinction,
et la Roussette d’Aldabra est en danger d’extinction (International Union for
Conservation of Nature (IUCN) 2021). Les menaces liées a l'introduction d'espéces
invasives dans [larchipel, aux perturbations humaines, mais également aux
changements climatiques (cyclones) pésent sur ces espéces (International Union for
Conservation of Nature (IUCN) 2021).

I Pteropodidae
Pteropus aidabrensis* (EN)
Pteropus seychellensis™ (LC)

"1 Rhinonycteridae

Paratriaenops pauliani* (DD)

I Emballonuridae

Coleura seychellensis* (CR)
Taphozous mauritianus (LC)

M Molossidae N familles = 4
Chaerephon pusillus (VU) N espéces =6

Figure 16. Familles et espéces de chauves-souris décrites dans I'Archipel des Seychelles, et
statuts de conservation associés (Construit a partir de : O’Brien 2011). Les étoiles indiquent les
especes endémiques. Les lettres entre parenthéses indiquent le statut de conservation selon I’'Union
Internationale pour la Conservation de la Nature. CR : en danger critique ; DD : données insuffisantes ;
EN : en danger ; LC : préoccupation mineure ; VU : vulnérable (International Union for Conservation of
Nature (IUCN) 2021).

1.3.1.4) Archipel des Mascareignes

L’archipel des Mascareignes, constitué de I'lle Maurice, de I'lle Rodrigues et de
La Réunion (Figure 13), est agé d’entre deux et quinze millions d’années. Les trois iles
présentent des biomes trés diversifiés, et de forts taux d’endémisme, que ce soit pour
la faune ou pour la flore (Thébaud et al. 2019). Par rapport aux autres fles, I'archipel
comptabilise une plus faible diversité d’espéces de chauves-souris. Au total, cing

espeéces réparties dans trois familles sont recensées sur ’ensemble des trois iles, avec
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prés de 80% d’endémisme a I'échelle de I'archipel : la Roussette Noire (Pteropus
niger), la Roussette de Rodrigues (Pteropus rodricensis), le Taphien de Maurice
(Taphozous mauritianus), le Petit Molosse de La Réunion (Mormopterus
francoismoutoui), et le Petit Molosse de Maurice (Mormopterus acetabulosus) (Figure
17) (O’'Brien 2011). La Roussette Noire a disparu de La Réunion entre 1772 et 1801
probablement en raison des pressions anthropiques engendrant déforestation ainsi
que surexploitation de I'espéce (Cheke et Dahl 1981 ; Nyhagen et al. 2005 ; Cheke et
Hume 2008 ; Jenkins et al. 2008 ; Caceres 2010). Suite a sa disparition, des
observations ponctuelles d’individus morts ou volants isolés provenant probablement
de Maurice, emportés par les vents cycloniques, ont été faites (e.g. de 2000 a 2007
prés d’une dizaine d'observations) (Caceres 2010). Depuis 2007, des individus
formant de petits groupes (entre 5 et 10 chauves-souris), ont été régulierement
observés (Caceres 2010). A ce jour, une centaine d’individus a été recensé sur I'ile
(Fourasté, 2019). Néanmoins, l'origine de la recolonisation reste indéterminée, et
pourrait étre d’origine naturelle (portage d’individus par des vents cycloniques), ou
d’origine anthropique (volontaire ou non) (Caceres 2010). A Maurice, la Roussette
Noire, espéce frugivore, est accusée de provoquer des dégats dans les vergers de l'lle
(Florens 2016 ; Oleksy et al. 2021). Des campagnes d’abattages massifs ont été
entreprises par le gouvernement et ont contribué a réduire de moitié la population de
cette espéce en moins de trois ans entre 2015 et 2018 (> 50000 individus tués)
(Florens 2016 ; Vincenot et al. 2017 ; Kingston et al. 2017). Parmi les espéces de
I'archipel, deux sont classées comme préoccupation mineure d’'un point de vue de la
conservation : le Petit Molosse de La Réunion et le Taphien de Maurice (International
Union for Conservation of Nature (IUCN) 2021). Les trois autres espéces sont classées
en danger d’extinction (International Union for Conservation of Nature (IUCN) 2021).
Ces espéces sont fortement impactées par les activités anthropiques (urbanisation,
tourisme, chasse), par l'introduction d'espéces invasives sur les territoires concernés,
ainsi que par les changements climatiques (cyclones) (International Union for
Conservation of Nature (IUCN) 2021).
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Figure 17. Familles et espéeces de chauves-souris décrites dans I'Archipel des Mascareignes, et
statuts de conservation associés (Construit a partir de : O’Brien 2011). Les étoiles indiquent les
especes endémiques. Les lettres entre parenthéses indiquent le statut de conservation selon I'Union
Internationale pour la Conservation de la Nature. EN : en danger ; LC : préoccupation mineure
(International Union for Conservation of Nature (IUCN) 2021).

[.3.2. Virus associés aux chauves-souris des iles du sud-ouest de I'océan Indien

Plusieurs études visant a décrire la diversité des agents infectieux associés aux
chauves-souris, ainsi que leur histoire évolutive dans un contexte insulaire tropical, ont
été réalisées au cours de la derniére décennie. Les données portant sur la détection
des coronavirus, paramyxovirus et astrovirus au sein des chauves-souris de
Madagascar, de I'Archipel des Comores, de I'Archipel des Seychelles, et de I'Archipel
des Mascareignes, ont été synthétisés en annexe (Annexe 1). Par ailleurs, les
connaissances relatives a la circulation de virus chez les mammiféres de I'lle de
Madagascar ont été synthétisées dans un chapitre de la seconde édition de « The new

natural history of Madagascar » (Hoarau et al. Sous presse).

1.3.2.1) Madagascar

A Madagascar, la présence d’une grande diversité de coronavirus appartenant
aux genres a- et S-coronavirus a été mise en évidence chez six especes de chauves-
souris (Razanajatovo et al. 2015 ; Joffrin et al. 2020). Les a-coronavirus ont été
détectés chez le Tadaride de Madagascar (Mormopterus jugularis), le Triénope
Roussatre (Triaenops menamena), et le Molosse de Midas (Mops midas) (Joffrin et al.
2020). Les B-coronavirus ont été détectés chez le Renard Volant de Madagascar
(Pteropus rufus), la Roussette Paillée de Madagascar (Eidolon dupreanum), et la
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Roussette de Madagascar (Rousettus madagascariensis) (Razanajatovo et al. 2015 ;
Joffrin et al. 2020). Un fort signal de co-évolution a été détecté suggérant une

association entre familles de chauves-souris et coronavirus (Joffrin et al. 2020).

La présence d'une grande diversité de paramyxovirus apparentés au genre
Morbillivirus a également été mise en évidence (Wilkinson et al. 2012 ; Mélade et al.
2016a). Les prévalences d’infection varient en fonction des études, des espéces, et
des régions, avec une circulation plus marquée au sein des espéces insectivores
(Mélade et al. 2016a). En plus des 16 espéces pour lesquelles des paramyxovirus ont
éteé détectés par PCR, deux études ont rapporté la présence d’anticorps dirigés contre
des paramyxovirus appartenant au genre Henipavirus, chez les trois espéces de
chauves-souris frugivores, et ce, dans plusieurs régions de I'lle (e.g. Ankarana,
Marovoay, Moramanga). Notamment, des anticorps dirigés contre le virus Hendra, le
virus Nipah, le virus Cedar, et le virus Tioman ont été détectés (lehlé et al. 2007 ; Brook
et al. 2019). Des variations saisonnieres des séroprévalences au virus Nipah ont été
mises en évidence, spécifiguement pour les femelles du Renard Volant (Pteropus
rufus), et de la Roussette Paillée (Eidolon dupreanum), avec notamment une

augmentation des taux de détection au cours de la gestation (Brook et al. 2019).

Des astrovirus appartenant au genre des Mamastrovirus ont été détectés au
sein d’échantillons prélevés dans les régions d’Ambohitantely et d’Anjohibe a
Madagascar (Lebarbenchon et al. 2017). Au total, six espéces de chauves-souris se
sont révélées positives : le Triénope Roussatre (Triaenops menamena), le Minioptére
de Griveaud (Miniopterus griveaudi), le Triénope de Trouessart (Paratriaenops
furculus), le Murin de Madagascar (Myotis goudoti), le Minioptére de Glen (Miniopterus
gleni), et la Roussette de Madagascar (Rousettus madagascariensis). Une grande
diversité génétique et un faible degré d’association héte-virus ont été relevés
(Lebarbenchon et al. 2017).

Une étude menée chez les especes de chauves-souris frugivores de
Madagascar a révélé la présence d’anticorps dirigés contre des filovirus (Filoviridae).
Par exemple, des anticorps dirigés contre le Zaire ebolavirus (plus connu sous le nom
de virus Ebola) ont été découvert dans des sérums de Renards Volant (Pteropus rufus)
et de Roussettes de Madagascar (Rousettus madagascariensis), mais pas chez les
Roussettes Paillées (Eidolon dupreanum) (Brook et al. 2019). Cette étude a mis en
évidence une variation saisonniere marquée de la séroprévalence pour ce virus, tant

62



a I'échelle des individus que des populations. Chez les femelles de Renards Volants
(Pteropus rufus), une plus grande détection d’anticorps a été rapportée au cours de la
période de gestation, suivi d’'une diminution apres la parturition. Les auteurs de I'étude

ont également suggéré I'existence d’'une immunité maternelle (Brook et al. 2019).

Enfin, deux études ont souligné la circulation de différents lyssavirus (famille
des Rhabdoviridae) chez des chauves-souris capturées dans différentes régions de
Madagascar (e.g. Antananarivo, Antsiranana, Mahajanga) (Reynes et al. 2011 ;
Mélade et al. 2016b). Des anticorps dirigés contre le lyssavirus Européen de chauves-
souris 1 (« European bat lyssavirus 1 » : EBLV1) ont été détectés chez deux espéces :
la Phyllorhine de Commerson (Macronycteris commersoni) et le Renard Volant de
Madagascar (Pteropus rufus) (Reynes et al. 2011 ; Mélade et al. 2016b). Des anticorps
dirigés contre le virus Duvenhage (DUUV) ont été détectés chez huit espéces: la
Phyllorhine de Commerson (Macronycteris commersoni), le Minioptére du Nord de
Madagascar (Miniopterus ambohitrensis), le Minioptére de Griveaud (Miniopterus
griveaudi), le Molosse de Grandidier (Chaerephon leucogaster), le Tadaride de
Madagascar (Mormopterus jugularis), le Molosse a grandes oreilles de Madagascar
(Otomops madagascariensis), la Roussette de Madagascar (Rousettus
madagascariensis) et le Renard Volant de Madagascar (Pteropus rufus) (Mélade et al.
2016b). Des anticorps dirigés contre le virus Lagos de chauves-souris (« Lagos bat
virus » : LBV) ont été détectés chez neuf especes: le Minioptére de Griveaud
(Miniopterus griveaudi), le Grand Molosse Malgache (Mops leucostigma), le Tadaride
de Madagascar (Mormopterus jugularis), le Molosse a grandes oreilles de Madagascar
(Otomops madagascariensis), la Roussette de Madagascar (Rousettus
madagascariensis), le Renard Volant de Madagascar (Pteropus rufus), la Roussette
Paillée de Madagascar (Eidolon dupreanum), le Triénope Roussatre (Triaenops
menamena), et le Murin de Madagascar (Myotis goudoti) (Reynes et al. 2011 ; Mélade
et al. 2016b). Les séroprévalences varient significativement en fonction des espéces,
des types de gites (grottes, gites synanthropiques, ou foréts) et des régions
bioclimatiques de I'lle (Mélade et al. 2016b). Bien que ces études sérologiques
suggerent la circulation de ces virus, la présence d’ARN viral n’a pas été détectée chez

les chauves-souris (Reynes et al. 2011 ; Mélade et al. 2016b).
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1.3.2.2) Archipel des Comores

Dans I'archipel des Comores, une étude a mis en évidence la présence d’ARN
de coronavirus appartenant au genre a-coronavirus dans des échantillons issus de
Tadarides (Chaerephon sp. et Chaerephon pusillus) a Mayotte (Joffrin et al. 2020). Par
ailleurs, des paramyxovirus appartenant au genre des Morbillivirus ont été détectés
dans des échantillons de Minioptére de Griveaud (Miniopterus griveaudi) a Anjouan et
Grande Comore, avec une mise en évidence de co-infection par deux paramyxovirus
génétiquement distincts. Aucun des échantillons obtenus chez les Roussettes des
Comores (Rousettus obliviosus) et les Tadarides (Chaerephon pusillus) capturés sur
ces deux mémes iles n’ont été testés positifs pour ces virus (Wilkinson et al. 2012).
Une étude investiguant la présence d’astrovirus a Mayotte n’a pas détecté la présence
d’ARN de ces virus parmi les échantillons de Roussettes des Seychelles (Pteropus
seychellensis), ni de ceux de Tadarides (Chaerephon pusillus), potentiellement du fait
d’'un échantillonnage trop limité (Hoarau et al. 2018). Comme a Madagascar, une étude
a mis en évidence une circulation de lyssavirus sur la base d’une détection d’anticorps
dirigés contre les lyssavirus LBV et DUUV (Mélade et al. 2016b) a Anjouan, chez les
Tadarides (Chaerephon pusillus) mais pas chez le Minioptere de Griveaud
(Miniopterus griveaud,), et a Mayotte, chez le Molosse de Grandidier (Chaerephon
leucogaster) et La Roussette des Seychelles (Pteropus seychellensis) (Mélade et al.
2016b).

1.3.2.3) Archipel des Seychelles

Aux Seychelles, aucun des échantillons de Roussette des Seychelles
(Rousettus seychellensis) prélevés sur Mahé, n’a été testé positif a la présence d’ARN
de coronavirus (Joffrin et al. 2020). Par ailleurs, aucune étude n’a été publiée sur la
recherche et la détection de paramyxovirus ou astrovirus chez les chauves-souris de
cet archipel. En revanche, des anticorps dirigés contre les lyssavirus EBLV1, DUUV et
LBV ont été mis en évidence chez la Roussette des Seychelles (Rousettus
seychellensis) (Mélade et al. 2016b).

1.3.2.4) Archipel des Mascareignes

Sur I'lle Maurice, aucun des échantillons de Petit Molosse (Mormopterus

acetabulosus), de Roussette Noire (Pteropus niger), et de Taphien de Maurice
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(Taphozous mauritianus), n'ont été testés positifs a la présence d’ARN de coronavirus
(Joffrin et al. 2020), bien que ce résultat soit basé sur un échantillonnage limité.
Cependant, des paramyxovirus apparentés au genre des Morbillivirus, ont été détectés
chez le Petit Molosse (Mormopterus acetabulosus) (Wilkinson et al. 2012). De méme,
des anticorps dirigés contre les lyssavirus EBLV1, DUUV et LBV ont été détectés chez
le Petit Molosse (Mormopterus acetabulosus) et la Roussette Noire (Pteropus niger)
(Mélade et al. 2016b). Aucune investigation de la circulation de virus chez la Roussette

de Rodrigues (Rousettus rodricensis) n’a été réalisée a ce jour.

A La Réunion, un seul génotype de coronavirus appartenant au genre a-
coronavirus a été décrit chez le Petit Molosse (Mormopterus francoismoutoui) (Joffrin
et al. 2020 ; 2022) (Annexe 2). Une étude longitudinale a rapporté des variations
saisonnieres marquées dans les dynamiques d’infection de ce virus au sein d’une
colonie de maternité, et ce sur deux saisons de reproduction (Joffrin et al. 2022).
L’étude a suggéreé que les femelles gestantes et les juvéniles pouvaient étre a I'origine
des variations observées. Plusieurs génotypes de paramyxovirus apparentés au genre
des Morbillivirus ont également été détectés chez cette méme espéce et dans la méme
colonie (Dietrich et al. 2015b). Cette étude a aussi suggéré le réle de la saisonnalité
de la reproduction dans la transmission des paramyxovirus. Par ailleurs, de I'ARN
d’astrovirus appartenant aux genres des Avastrovirus et Mamastrovirus a été détecté
dans des échantillons environnementaux (guano) collectés a I'entrée d’une colonie de
Petits Molosses de La Réunion, suggérant la circulation de ces virus chez cette espéce
(Joffrin et al. 2021). Enfin, des anticorps dirigés contre les lyssavirus EBLV1, DUUV et
LBV, ont été détectés chez cette méme espéce (Mélade et al. 2016b). Aucune
investigation n’a été réalisée a ce jour sur les deux autres espéces de chauves-souris

de l'ile.

l.4. Objectifs des travaux de these

L’investigation de la circulation de virus zoonotiques au sein des chauves-souris
du sud-ouest de I'océan Indien a mis en exergue la diversité des virus présents dans
la région. Certains d’entre eux appartiennent a des familles virales présentant un enjeu
pour la santé humaine et animale. Cependant, les données acquises jusqu’a présent
se limitent souvent a des études transversales, et se focalisant sur une unique famille

virale. L’'objectif général de cette thése est d’approfondir les connaissances sur
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I'épidémiologie de plusieurs familles virales dans les communautés de chauves-souris
du SOOI, en se focalisant sur le réle des co-infections et I'importance de la dynamique

temporelle de la structure des populations.

Dans le Chapitre I, nous nous sommes tout d’abord intéressés aux co-
infections. Aprés une synthése de la littérature scientifique sur cette thématique, nous
nous sommes focalisés spécifiquement sur la fréquence des co-infections entre
coronavirus, paramyxovirus et astrovirus. Ainsi, une étude transversale a été réalisée
sur prés d’une trentaine d’espéces de chauves-souris de la région du SOOI. En raison
de la forte prédominance des co-infections dans les populations naturelles d’animaux
sauvages, et en raison du tropisme intestinal commun pour ces trois virus, nous avons
fait 'hypothése de I'existence de co-infections et d’interactions entre virus. Pour mener
cette étude, nous nous sommes appuyés sur une bio-banque d’échantillons
disponibles dans 'TUMR PIMIT afin de détecter, par biologie moléculaire, la présence
de ces virus. Les objectifs étaient de (i) réaliser une méta-analyse de la co-circulation
des CoV-PMV-AstV, et (i) de tester si des interactions pourraient exister entre les

familles virales étudiées.

Dans le Chapitre Il, nous nous sommes focalisés sur les dynamiques
temporelles de co-infection par ces trois virus, au sein d’'une espéce de chauve-souris
endémique de La Réunion, le Petit Molosse (Mormopterus francoismoutoui). Pour
cela, notre étude a ciblé deux colonies de maternité dans lesquelles la structure de la
population évolue de maniére marquée au cours du temps. Ces deux colonies ont été
suivies a une échelle de temps fine (toutes les deux a cing semaines) sur quatre
saisons de reproduction consécutives, correspondant a prés de 70 sorties de terrain.
En raison de la saisonnalité marquée de la reproduction chez cette espéce ainsi que
des fortes variations dans la taille et la densité de population des deux colonies, nous
avons fait 'hypothése de I'existence de variations dans les prévalences d’excrétion
virale en lien avec la démographie. Les objectifs étaient (i) de mettre en évidence des
liens entre I'évolution de la dynamique démographique et les dynamiques d’infection,
(i) de comparer les patrons d’infection entre virus et entre colonies, et (iii) de tester la

présence de co-infections et d’interactions entre virus.

Dans le Chapitre lll, nous nous sommes attachés a développer un modéle
épidémiologique de la dynamique d’infection aux coronavirus chez le Petit Molosse de

La Reéunion. Pour cela, nous nous sommes appuyés sur des données
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épidémiologiques et démographiques. La dynamique d’infection aux coronavirus chez
le Petit Molosse est caractérisée par une variation significative des prévalences
d’infection au cours de la saison de reproduction. Etant donné que des pics d’infection
répétables entre saisons sont observés, nous avons fait I’hnypothése de I'existence d’'un
lien entre I'évolution de la structure de la population et la présence d’individus
sensibles a ces moments précis. Les objectifs de cette partie étaient de (i) développer
un modéle épidémiologique intégrant la structure démographique de la population, et
(i) de tester I'impact de I'évolution de la structure de la population (classe d’age,

présence d’individus sensibles) sur la dynamique d’infection.

Une discussion générale cléture le manuscrit de thése et se focalise sur les co-
infections virales chez les chauves-souris, la saisonnalité de linfection et les
changements d’hétes. La conclusion porte notamment sur les risques d’émergences
d’agents infectieux suite aux contacts entre Hommes et chauves-souris en lien avec

la conservation des espéces.
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Il. Chapitre |

Co-infections dans la faune
sauvage : cas des chauves-souris

du sud-ouest de 'océan Indien
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Il.1. Importance des co-infections dans I’épidémiologie des maladies
infectieuses

[1.1.1 Définition et incidence

Les co-infections (ou coinfections) sont définies par la présence simultanée au
sein d’'un méme hote d’au moins deux agents infectieux génétiquement différents (Cox
2001). Il peut s’agir d’agents infectieux de groupes taxonomiques différents, par
exemple une bactérie et un virus ; mais aussi d’agents infectieux de méme groupe
taxonomique possédant des différences dans leurs génomes, par exemple plusieurs
génotypes d’un méme virus. Ainsi, cette définition peut englober différents termes
synonymes dans la littérature, tels que : infection multiple, infection concomitante, ou
encore poly-infection (Rigaud et al. 2010). En conditions naturelles, les co-infections
sont trés communes (Petney et Andrews 1998 ; Cox 2001 ; Rigaud et al. 2010 ;
Vaumourin et al. 2015). La majorité des organismes vivants sont concernés. Par
exemple, chez 'Homme, entre 30 et 80% des infections recensées dans certaines
populations humaines, correspondraient a des co-infections (Petney et Andrews 1998
; Vaumourin et al. 2015). Chez les campagnols agrestes (Microtus agrestis), une étude
sur la co-infection par quatre agents infectieux (le parasite Babesia microti, un
poxvirus, et les bactéries Anaplasma phagocytophilum et Bartonella spp.) a pu mettre
en évidence que la prévalence d’animaux co-infectés pouvait atteindre 79% (Telfer et
al. 2010). Bien que la fréequence des co-infections ait été documentée dans plusieurs
systemes biologiques, les conséquences physiologiques et épidémiologiques restent

souvent méconnues.

[1.1.2. Interactions entre agents infectieux

Les agents infectieux présents simultanément au sein d’'un méme hote peuvent
étre assimilés par analogie a une communauté écologique, ou chaque « espéce »
interagit avec les autres (Pedersen et Fenton 2007). Ces interactions donnent
naissance a un réseau plus ou moins complexe en fonction du nombre d’agents
infectieux impliqués (Figure 18) (Telfer et al. 2010). Les interactions peuvent étre
directes, par exemple au travers de contacts physiques, ou indirectes par l'intervention
de molécules de 'immunité ou de substances chimiques produites par les agents
infectieux eux-mémes (Pedersen et Fenton 2007 ; Bordes et Morand 2011). Les
conséquences peuvent étre positives (synergiques), lorsque la présence d’un agent

infectieux facilite I'infection par les autres agents infectieux ; négatives (antagonistes)
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lorsque la présence d’un agent infectieux inhibe l'infection et la réplication des autres
agents infectieux ; ou neutres, lorsqu’il n’y a pas d’influence sur la présence des agents
infectieux (Vaumourin et al. 2015). Chez les campagnols agrestes, la présence des
guatre agents infectieux cités précédemment, est fortement conditionnée par un
réseau d’interactions fagonné par les présences ou absences des autres agents
infectieux (Figure 18) (Telfer et al. 2010).

Anaplasma
phagocytophilum

v

Babesia

Cowpox virus o
microti

Bartonella spp.

Figure 18. Réseau d'interactions au sein d’une communauté composée de quatre agents
infectieux chez des campagnols agrestes (Microtus agrestis) (adapté de Telfer et al. 2010). Les
associations positives sont représentées par des fleches rouges et les négatives par des fleches bleues.
L'intensité des interactions est proportionnelle a l'intensité des couleurs.
[1.1.3. Effets des co-infections sur les conditions physiologiques

Les infections multiples sont responsables d’'un grand nombre de modifications
concernant les conditions physiologiques des hotes co-infectés. Ces effets découlent
des interactions pouvant avoir lieu entre les agents infectieux (Vaumourin et al. 2015 ;
Ezenwa 2016 ; Ezenwa et al. 2019 ; Graham et al. 2007). Les conséquences ne sont
pas seulement la somme des effets que peuvent engendrer chacun des agents
infectieux, mais le résultat d'une combinaison complexe d’effets connus et de

nouveaux effets (Vaumourin et al. 2015 ; Alizon et al. 2013 ; Bordes et Morand 2011).

Les co-infections peuvent avoir de effets déléteres allant de symptémes aberrants pour
une maladie donnée, a la mort précipitée de lindividu co-infecté (Vaumourin et al.
2015). Par exemple, chez la souris (Mus musculus) la co-infection par des vers
helminthes (Heligmosomoides polygyrus) et des bactéries respiratoires (Bordetella
bronchiseptica) peut conduire a une augmentation de I'excrétion d'ceufs de

helminthes, de maniere chronique, par rapport a une souris monoinfectée par les
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helminthes (Lass et al. 2012). Chez le buffle d’Afrique (Syncerus caffer), les individus
co-infectés par des nématodes (e.g. Haemonchus sp.) et la bactérie responsable de
la tuberculose bovine (Mycobacterium bovis) meurent de maniére précoce (Jolles et
al. 2008).

A contrario, les co-infections peuvent avoir des conséquences positives pour
I'héte. Chez la rainette versicolore (Hyla versicolor), la co-infection entre helminthes
(Echinoparyphium sp) et ranavirus engendre une diminution des charges virales par
rapport aux individus mono-affectés par le virus (Wuerthner et al. 2017). Les co-
infections « forcées » peuvent également avoir des effets bénéfiques pour I'héte. La
phagothérapie, utilisation de bactériophages dirigés contre des bactéries spécifiques
et s’appuyant sur les réactions antagonistes, est un traitement prometteur face a

I'émergence de bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (Reindel et Fiore 2017).

De maniere plus générale, au-dela des conséquences sur les aspects
physiologiques, les co-infections jouent un réle clé dans les dynamiques infectieuses,
au travers de leur action sur la sensibilité des hotes, les probabilités d’infection et les
taux de transmission (Vaumourin et al. 2015). Ainsi, les effets liés aux co-infections a
I'échelle individuelle peuvent se répercuter a des échelles supérieures, comme au

niveau populationnel et ou des communautés (Hellard et al. 2015) (Figure 19).
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Figure 19. Différentes échelles d’interactions agent infectieux - agent infectieux (Hellard et al.
2015). a) A I'echelle de I'hote, les agents infectieux peuvent interagir directement ou indirectement au
travers de la compétition pour les ressources ou des réeponses immunitaires de 'h6te. b) A I'échelle des
populations, la transmission des agents infectieux est le résultat de plusieurs étapes clés. c¢) A I'échelle
des méta-populations ou des communautés, la présence de plusieurs agents infectieux peut affecter la
probabilité de transmission d'un agent infectieux donné a d'autres sous-populations de la méme espece
ou d'especes différentes.
11.1.4. Importance de lI'investigation des co-infections en épidémiologie

Les facteurs environnementaux et biologiques ont un réle clé dans les
dynamiques d’infection spatio-temporelles. Par exemple, les comportements liés aux
changements saisonniers (e.g. flux migratoires de plusieurs centaines d’individus),
ainsi que les changements dans la structure des populations (e.g. introduction
d’individus naifs pour un agent infectieux au travers de naissances), affectent de
maniére significative les transmissions et dynamiques d’infection chez de nombreuses
especes animales (cf. chapitre suivant sur la saisonnalité de l'infection dans la faune
sauvage) (Altizer et al. 2006). Comme décrit précédemment, les co-infections sont tres
communes dans les communautés et modifient profondément les dynamiques
epidémiologiques. Néanmoins, elles restent peu investiguées en raison de la
complexité des systemes (grand nombre d’agents infectieux et interactions sous-
jacentes complexes) (Hellard et al. 2015). Bien que difficile a appréhender, il est

nécessaire de prendre en compte cette diversité naturelle d’agents infectieux au sein
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des hotes et de caractériser les interactions entre agents. Dans un contexte
d’émergence de maladies zoonotiques, une meilleure connaissance des interactions
ayant lieu entre agents infectieux au sein des réservoirs sauvages, apporterait des
informations essentielles a la compréhension des processus épidémiologiques

impliqués dans la transmission (Daszak 2000 ; Jones et al. 2008).

[1.1.5. Approches pour étudier les co-infections

Les approches par lesquelles les co-infections peuvent étre étudiées dans la
faune sauvage sont classiques. Les étapes principales résident dans la collecte des
échantillons, la détection des agents infectieux, et enfin 'analyse et I'interprétation des
résultats. La collecte d’échantillons peut se faire au travers d’études transversales ou
d’études longitudinales (Vaumourin et al. 2015). Les études transversales fournissent
des informations sur la co-occurrence des agents infectieux au moment de
I'échantillonnage, tandis que les études longitudinales présentent 'avantage de fournir
des informations plus détaillées sur la dynamique de l'infection au sein des individus
et des communautés au fil du temps. A ce jour, la majorité des études ciblant la
présence de co-infections dans la faune sauvage s’est restreinte a certains types
d’échantillons (e.g. urine, feces). De plus, ces derniers ont été analysés avec des tests
ciblés (e.g. PCR ou test sérologique), limitant I'interprétation des résultats (Petney et
Andrews 1998 ; Bordes et Morand 2011). Le développement et 'amélioration de
nouvelles approches comme la métagénomique, le séquencage de nouvelle
génération et la bio-informatique offrent I'opportunité de décrire simultanément un
grand nombre de pathogenes sans a priori (Hellard et al. 2015 ; Belak et al. 2013 ;
Razzauti et al. 2015) et ouvrent de nouvelles perspectives par rapport aux approches
traditionnelles. Le développement de modeéles mathématiques permet également
d’étudier les interactions entre agents infectieux et leurs conséquences
épidémiologiques (Pedersen et Fenton 2007 ; Ezenwa 2016 ; Ezenwa et al. 2019).
Enfin, des approches expérimentales in vivo ou encore la mise en place de
meésocosmes (i.e. écosystémes artificiels) permettent également d’étudier les co-

infections en conditions contrélées (Ezenwa 2016 ; Wuerthner et al. 2017).

11.1.6. Résumé de I’étude (Article 1)
Dans larticle présenté ci-aprés, nous faisons une synthése non-exhaustive de
la littérature concernant I'étude des co-infections en épidémiologie des maladies

infectieuses. Le parti pris était la rédaction d’'une revue concise s’adressant a un public
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large (avertis et non-avertis), et s’articulant autour d’un jeu de questions-réponses sur

des faits significatifs.

[1.1.7. Article 1: “Coinfection in wildlife: Focus on a neglected aspect of

infectious disease epidemiology”

2020, PLoS Pathogens, 16(9), e1008790. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008790.
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Emerging infectious diseases represent a global and major health problem. The understanding
of biological processes involved in the transmission and evolution of infectious agents in host
reservoirs is critical [1]. Disease ecology has, therefore, become an important area of research,
aiming at investigating the interactions between infectious agents, their hosts, and environ-
ments. Interactions between infectious agents exploiting the same vertebrate host at the same
time (coinfections) can affect disease outcomes and transmissibility. In this paper, we review
this point, as this could have significant consequences on zoonoses emergence.

Are coinfections common?

Coinfection (or co-infection), which can refer to simultaneous infection, mixed infection, mul-
tiple infections, concomitant infection, concurrent infection, polyinfection, polyparasitism,
and multiple parasitisms [2], defines the occurrence of at least two genetically different infec-
tious agents in the same host (Fig 1A) [3]. This definition, therefore, includes infectious agents
of different taxonomic levels (e.g., bacterium and virus) and also genetic variants of the same
infectious agent (e.g., virus genotypes) [3]. Coinfections have been mainly studied in humans,
with a particular emphasis on macroparasite helminths [3,4]. The presence of helminth eggs
from multiple species has even been reported in human remains and coprolites recovered
from many prehistoric sites and analyzed by microscopy [5]. About 30% of human infections
may actually be coinfections, and this rate could reach up to 80% in some human communities
[4,6]. Recent studies have focused on other living organisms such as plants, vertebrate, and
invertebrate animals and have demonstrated that coinfection is indeed the rule rather than the
exception (Fig 1B) [2-4,7]. For example, coinfection by protozoa (Eimeria sp., Entamoeba sp.,
Giardia sp. and Cryptosporidium sp.) and by protozoa and helminths (e.g., Ancylostomatidae,
Vampirolepsis nana) in Brazilian bats can reach 22% in Molossus molossus, 25% in Myotis
lavali, and 36% in Noctilio albiventris [8]. In field voles (Microtus agrestis), the prevalence of
coinfected individuals with Babesia microti, Cowpox virus, Anaplasma phagocytophilum, and
Bartonella spp., can reach up to 79% of tested animals [9].

How do infectious agents interact?

Coinfection not only reflects the simultaneous presence of multiple infectious agents in a
given host but also involves complex interactions between them. The type of interactions
within a community of infectious agents exploiting the same host can be direct, for example,
via physical interference or competition for resources, or indirect, such as through immuno-
logical pathways or the production of chemical compounds [10-17]. The outcome of these
interactions can be positive (synergistic), in which the presence of one infectious agent may
facilitate infection by other infectious agents; negative (antagonistic), when the presence of one
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Fig 1. The importance of coinfection in wild hosts. (A) Coinfections are defined by the presence of at least two genetically different infectious agents in the same host:
infectious agents of different taxonomic levels (e.g., bacterium and virus) but also genetic variants of the same infectious agent (e.g., virus genotypes). (B) Coinfection is
the rule in all living communities and prevalence can be high in vertebrate animals. (C) Coinfection can impact host fitness. (D) The importance of coinfection in
ZOONOses emergence processes remains to be fully assessed.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008790.g001

infectious agent inhibits infection or replication; or neutral when the presence of one infectious
agent does not affect the infection by other infectious agents [6,14,16]. In field voles, infection pat-
terns have been shown to be highly conditioned by a complex web of interactions, depending on
the presence or absence of the other infectious agents [9]. Both positive interactions (e.g., Cowpox
virus and Bartonella bacteria) and negative interactions (e.g., Anaplasma phagocytophilum and
Babesia microti) contribute to the global web of relationships. Some infectious agents seem to
directly compete for blood as a resource (Babesia microti and Bartonella bacteria) and others indi-
rectly through immunomodulatory effects (e.g., Anaplasma phagocytophilum and Cowpox virus)
[9]. The cocirculation of paramyxovirus species in Australian flying foxes (Genus Pteropus) also
seems to be driven by conditional associations. Indeed, at the sample level, several commonly
detected species in natural populations seem to positively interact (e.g., Teviot virus and Hendra
virus or Yeppoon virus) and may suggest immunomodulatory effects, such as activation of latent
infections; whereas other species rarely detected together could interact negatively (e.g., Hendra
virus and Yeppoon virus) and may suggest competition [18].

What are the effects of coinfections on host fithess?

Coinfections have a large range of effects on host fitness, and this emanates from the interac-
tions taking place among the infectious agents (Fig 1C) [6,14,16,17]. The consequences are not
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simply the sum of the effects caused by each infectious agent, but the result of a complex com-
bination of known and novel effects affecting key epidemiological parameters, often resulting
in more pronounced effects than the individual infections alone [6,11,19]. Coinfections can
have negative consequences, from abnormal symptoms for a given disease to accelerated death
[6]. For example, mice (Mus musculus) coinfected by gastrointestinal helminths and respira-
tory bacteria are able to chronically shed a larger number of helminth eggs than monoinfected
individuals [20]. African buffaloes (Syncerus caffer) coinfected by gastrointestinal nematodes
and Mycobacterium bovis face an accelerated mortality [21]. Coinfections can also have benefi-
cial effects for the host, for instance, by taking advantage of antagonistic interactions occurring
between infectious agents. For example, gray treefrogs (Hyla versicolor), Northern leopard
frogs (Lithobates pipiens), and spring peepers (Pseudacris crucifer) coinfected with helminth
Echinoparyphium and Ranavirus, have lower viral load than individuals only infected by the
virus, suggesting that macroparasite infection can reduce microparasite infection, possibly
through crossreactive immunity [22]. Pekin ducks (Anas platyrhynchos var. domestica) coin-
fected with Newcastle disease virus and low-pathogenic avian influenza virus, face a decrease
of influenza virus shedding and transmission, suggesting viral interference between the two
infectious agents [23]. “Forced” coinfection can also be beneficial for the host, for example,
phage therapy, defined as the use of bacteriophage as treatment against targeted bacteria, is
based on antagonistic interactions [6,24]. More broadly, beyond the direct consequences on
host fitness, simultaneous infections can strongly affect the dynamics of infectious agents by
modifying host susceptibility, infection probabilities, or transmission rates [6].

Why should we investigate coinfection in wild hosts?

Disease ecology studies have highlighted the key role of environmental and biological factors
in spatial and temporal infection dynamics. For example, seasonal changes in social behavior
(e.g., grouping of animals at water sources during dry season) or changes in population struc-
ture (e.g., increase of the amount of immunologically naive juveniles during breeding season)
affect transmission opportunities and, therefore, infection dynamics in many species [25].
However, although coinfections are widespread in living communities, and demonstrate epi-
demiological consequences, most studies have been limited to the investigation of a one host
and one infectious agent system, largely because of the complexity of natural systems [13].
Although challenging, future studies need to integrate the natural diversity of infectious agents
among living communities and fully investigate interaction networks, by considering infec-
tious agents from different taxonomic levels (e.g., virus, bacteria, protozoa, and helminths)
and by investigating a broad variety of samples for each host (e.g., feces, blood, and urine)
through longitudinal studies. It has been illustrated that considering only a part of the infec-
tious agents community when assessing the effects on host fitness is biased [26]. These investi-
gations can be performed at individual, population, or community levels in order to identify
the outcomes on infectious agent dynamics [13]. Given that two-thirds of emerging infectious
diseases are zoonoses, with nearly 70% originating from wildlife, better knowledge of the inter-
actions of infectious agents in wild reservoirs will provide key insight for the understanding
and management of spillover processes [27,28]. In particular, the role of coinfections in wild
and also domestic hosts (e.g., livestock), in the emergence of zoonoses, remains to be fully
assessed (Fig 1D).

How coinfections in wild animals can be studied?

Coinfections in wild animals can be investigated using classical approaches based on sample
collection, infectious agent detection, and analysis of the results. Sample collection can be
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achieved through cross-sectional or longitudinal studies [6]. Cross-sectional studies provide
information on the co-occurrence of infectious agents at the time of sampling, whereas longi-
tudinal studies provide a more detailed information in the infection dynamics in individual
hosts and communities over time. However, most studies designed to investigate coinfection
in wildlife are restricted to limited “niches” (e.g., blood, saliva, urine, and feces), and collected
samples are analyzed with targeted assays (e.g. PCR and serology), therefore, offering few
opportunities to investigate generic coinfection [4,11]. The development and improvement of
new approaches such as metagenomics, next generation sequencing, and bioinformatics, pro-
vides a method to simultaneously describe a large number of pathogens without previous
knowledge and a priori [13,29,30] and allow to share an increasing amount of data with the
scientific community, therefore, offering new insights compared to traditional methodologies.
Regarding the analytical approach, statistical tests such as chi-squared test can be used to
quickly examine co-occurrence but often with limited assumptions concerning interactions
and their consequences [6]. Many other statistical tests, mathematical models, and ecological
theories have been developed to better infer interactions, although approaches vary depending
on study designs and infectious agents [10,14-16]. Field studies can also be associated with
experimental approaches such as captive studies (with wild animals) or mesocosms (artificial
ecosystems) [14,22].

Conclusion

Coinfections are recognized to be the rule in all living communities and have consequences on
both host fitness and infectious agent epidemiology. The emergence of infectious diseases
associated with wild hosts highlights the need for a better knowledge on the factors and mecha-
nisms involved in the epidemiology of infectious diseases in natural populations. Although
challenging, both theoretical and experimental tools are available. This provides a unique
opportunity to gain better fundamental knowledge on infectious agent interactions and also to
investigate the role and consequences of coinfections in the emergence of zoonoses.
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[1.2. Co-infections chez les chauves-souris du sud-ouest de I’océan
Indien

11.2.1. Résumé de I’étude (Article 2)

Bien que les co-infections jouent un réle majeur dans I'épidémiologie des agents
infectieux (Pedersen et Fenton 2007 ; Hellard et al. 2015 ; Vaumourin et al. 2015 ;
Hoarau et al. 2020), la majorité des études menées chez les chauves-souris s’est
focalisée sur la recherche d’un agent infectieux a la fois, ou ne rapporte des co-
infections que de maniere fortuite (Kaufman 2020). Les exemples de recherches
multiples, ou d’approches sans a priori (e.g. séquencage de viromes) sont limités (e.g.
Li et al. 2010 ; Donaldson et al. 2010 ; He et al. 2013 ; Wu et al. 2016). Peu
d’informations sont disponibles concernant les patrons de co-infection, ainsi que les
interactions pouvant potentiellement affecter les dynamiques de transmission chez ces
mammiferes (e.g. Rizzo et al. 2017 ; Seltmann et al. 2017 ; Peel et al. 2019 ; Kaufman
2020).

Dans I'étude présentée ci-aprés, nous nous sommes intéresseés a la recherche
simultanée de la présence de CoV, de PMV et d’AstV dans des échantillons provenant
d’une trentaine d’espéces de chauves-souris de la région du SOOI, par des méthodes
de biologie moléculaire ciblées (PCR ciblant le géne de la polymérase des virus). Pour
ce faire, nous nous sommes focalisés sur des échantillons collectés a La Réunion, a
Mayotte, a Madagascar, mais aussi au Mozambique, pays abritant également une
grande diversité de chauves-souris (prés de 70 especes) (Figure 20) (Monadjem et al.
2010). Les objectifs étaient de (i) décrire la présence de co-infections chez les
chauves-souris de la région au travers d’'une méta-analyse, et (ii) de tester si des

interactions pourraient exister entre les trois familles virales.
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Mops feucostigma (n= 94)
Mops midas {n=21)
Mormopterus jugularis (n= 61)
Myofis goudoti (n=14)

Roussttus madagascariensis {n= 40)
Triaenops menamena (n= 33)

Otomops madagascariensis (n=17)

Paratriaenops furculus (n= 31)

Figure 20. Distribution géographique des échantillons inclus dans la méta-analyse. Les espéces
échantillonnées pour chaque territoire sont référencées dans les encadrés. Le nombre
d’échantillons est indiqué entre parenthéses. Carte créée a partir du logiciel libre QGIS version
3.22.1 et annotée manuellement via le logiciel libre Inkscape version 1.1.2.

La présence simultanée de CoV, PMV, et AstV a été testée au sein de 871
échantillons provenant de 28 especes de chauves-souris et appartenant a huit familles
(Figure 20). Vingt-et-un échantillons étaient positifs a au moins deux des trois virus
testés, soit une prévalence de co-infection globale de 2,4% + 1,0%. Ces co-infections
ont été détectées a Madagascar (1,7% + 1,1%) et au Mozambique (5,0% + 2,7%) avec
une différence significative entre ces deux pays (x?= 7,0 ; ddl = 1; P < 0,01). Nous
avons montré que certaines combinaisons de co-infections étaient plus frequemment
détectées que d’autres, notamment AstV-CoV (1,4% = 0,8%) et AstV-PMV (1,1% =
0,7%) (x*= 11,3 ; ddl = 3 ; P < 0,05). De plus, nous avons pu mettre en exergue une
association positive entre les AstV et PMV, suggérant que la présence de chacun de
ces virus favoriserait l'infection par 'autre (x2= 4,6 ; ddl = 1 ; P < 0,05). A Madagascar,
trois especes sur les 18 testées se sont révélées positives pour des co-infections, sans
différence significative entre espéces. Au Mozambique sur les huit espéces criblées,
guatre ont été testées positives pour des co-infections, sans différence significative

entre especes. De maniere intéressante, parmi les huit familles de chauves-souris
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investiguées, notre étude révele que les chauves-souris appartenant a la famille des
Rhinonycteridae semblent étre plus fréquemment co-infectées par les virus ciblés que

les autres familles, et ce, a la fois & Madagascar et au Mozambique.

[1.2.2. Article 2 : “Investigation of astrovirus, coronavirus and paramyxovirus co-

infections in bats in the western Indian Ocean ”’

Virology Journal, 18, 205 (2021). https://doi.org/10.1186/s12985-021-01673-2
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Abstract

Co-infections have a key rale in virus transmission in wild reservoir hosts. We investigated the simultaneous presence
of astroviruses, coronaviruses, and paramyxoviruses in bats from Madagascar, Mayotte, Mozambigue, and Reunion
Island. A total of 871 samples from 28 bat species representing 8 families were tested by polymerase chain reactions
(PCRs) targeting the RNA-dependent RNA-polymerase genes. Overall, 2.4% of bats tested positive for the presence of
at least two viruses, only on Madagascar and in Mozambigue. Significant variation in the proportion of co-infections
was detected among bat species, and some combinations of co-infection were more common than others. Qur
findings support that co-infections of the three targeted viruses occur in bats in the western Indian Ocean region,
although further studies are needed to assess their epidemiological consequences.

Keywords: Madagascar, Mczambique, Triaenops menamena, Triaenops afer, Multiple infections

Co-infection (sometimes written as coinfection) can
be defined as the simultaneous infection by at least two
genetically different infectious agents in the same host
[1-5]. It can affect both host fitness and disease trans-
mission dynamics, therefore playing a critical role in the
epidemiology of infectious agents [4—7]. In bats, although
many studies have focused on the detection of emerg-
ing viruses such as astroviruses (AstVs), coronaviruses
(CoVs), and paramyxoviruses (PMVs), limited data is
available regarding co-infection patterns and its potential
effect on host fitness and disease transmission dynamics
[8—13].
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In previous studies, we have investigated the presence
of either AstVs, CoVs or PMVs in bats in the western
Indian Ocean (WIO) region [14-23]. Here, we conducted
a meta-analysis of published data [19-21, 23] and per-
formed additional molecular screening in order to obtain
a final dataset of 871 bat samples tested for AstVs, CoVs,
and PMVs from 28 species representing 8 bat families
(see Additional file 1 and Additional file 2).

Biological material was collected on Madagascar, in
Mozambique, on Mayotte, and on Reunion Island as
part of previous investigations on infectious agents cir-
culation in bats (details relating to the collection of bio-
logical material are available in [23]). The list of samples
included in this study (e.g. bat species, location, date,
type of samples) is provided in the Additional file 1. All
samples were previously tested for the presence of CoV
[23]; some of them were also tested for the presence
of AstV (516 samples; [20, 21]) and PMV (167 sam-
ples; [19]). Additional assays were thus performed for

©The Authar(s) 2021, Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which
permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the
original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or
other third party material in this article are included in the article’s Creative Commaons licence, unless indicated otherwise in a credit line

1o the material. If material is not included in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory
regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this
licence, visit http.//creativecornmons.oradicenses/by/4.0/. The Creative Cornmons Public Dormain Dedication waiver (http://creativeco
mmons.org/publicdomain/zera/1.04) apglies to the data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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Fig. 1 Global co-infection patterns by astroviruses, coronaviruses and
pamaxyxoviruses in bats from Madagascar (A) and Mozambique (B)

J

the detection of the AstV (355 samples) and PMV (704
samples) RNA-dependent RNA-polymerase (RdRp)
genes. Molecular detection was performed using semi-
nested polymerase chain reactions (PCRs), as previ-
ously described [16, 17, 19-21, 24, 25]. PCR products
were visualized on 2% agarose gels stained with 2%
Gelred (Biotium, Hayward, CA, USA). Pearson Chi
square tests were conducted to examine the effect of
the roost sites (i.e. cave, building, tree), host species,
sex, and sampling location (i.e. country or island), on
virus detection, and to investigate potential associa-
tions between AstV, CoV, and PMV. Analyses were con-
ducted with R, version 4.0.5 [26].

PCR products of expected size were submitted for
direct Sanger sequencing {Genoscreen, Lille, France).
Nucleotide sequences were aligned to generate con-
sensus sequences, and were edited manually using
ChromasLite 2.6.5 (Technelysium Pty, South Bris-
bane, Australia). The 33 partial AstV sequences and
13 partial PMV sequences generated in this study were
deposited in GenBank respectively under the accession
numbers MZ614404 to MZ614436 and MZ614437 to
MZ614449. Genetic diversity was explored with pair-
wise distance values obtained from phangorn package
in R, version 2.6.3 [27]. Sequences were compared to
reference sequences in NCBI GenBank using the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) with the stand-
ard nucleotide BLAST (BLASTn) algorithm (BLAST was
performed on August 18th, 2021) [28, 29]. Then, AstV
and PMV sequences generated in this study were respec-
tively aligned with 105 and 74 reference partial nucleo-
tide sequences, using CLC Sequence Viewer version 7.6.1
(CLC Bio, Aarhus, Denmark). Phylogenetic trees were
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Paramyxovirus

(0%)
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Paramyxovirus

10/31
(32.3%)

~N

Paratriaenops furculus

Paramyxovirus

10/33
(30.3%)

Fig. 2 Co-infection by astroviruses, coronaviruses and
paramyxoviruses in bat species from Madagascar

~"

Triaenops menamena

.

generated by maximum-likelihood using PhyML soft-
ware 3.1 [30], with a GTR evolutionary model, and 1000
bootstrap replicates.

One hundred and forty-two samples tested positive
for AstV (mean detection rate+95% confidence inter-
val: 16.3% +2.5%) (Additional file 2). Positive samples
were detected only in Mozambique (20.2% +3.6%) and
on Madagascar (18.6% +3.5%), without significant varia-
tion between these two locations (X2 =0.3,df=1, P>0.5).
Significant differences in AstV detection were observed
between roost types (x*=6.2, df=1, P<0.05), between
species (x?=311.8, df=24, P<0.001) and between males
(20.9%+3.8%) and females (11.6%-+£3.0%) (=59,
df=1, P<0.05). AstV prevalence was significantly higher
in bats species roosting in caves (27.5% +3.9%) than in
buildings (2.5% =+ 2.0%). On Madagascar, a high detection
rate was found in species of the genus Miniopterus as
compared to the other taxa (X2=162.4, df=1, P<0.05),
and especially in Miniopterus manavi (88.9% 1 14.5%),
Miniopterus gleni (86.7% +17.2%), and Miniopterus
sororculus (71.4%-+33.5%). The highest AstV detection
rate in Mozambique was observed in Triaenops afer
(68.6% 4 12.7%).

A total of 32 samples tested positive for PMV
(3.7%+1.3%) (Additional file 2). Positive samples were
detected only on Madagascar (5.2%=+1.3%) and in
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Mozambique (2.7% % 1.1%), without significant difference
between locations (x*=2.5, df=1, P>0.5). Significant
differences were detected between males (5.4%+2.1%)
and females (1.9% +1.3%) (*=7.6, df=1, P<0.05), and
between roost sites (x>=7.3, df=2, P<0.01). Bats living
in caves were more frequently positive (5.7% 4 2.0%) than
those living in buildings (1.7% =+ 1.6%). The proportion
of positive bats was also significantly different between
species on Madagascar (y*=91.9, df=27, P<0.001),
particularly in Triaenops menamena (42.4% +16.9%). In
Mozambique, differences between species were not sta-
tistically significant (> =1.3, df=3, P> 0.05).

The detection of CoV was conducted as part of a previ-
ous study [23]. Briefly, 82 of the 871 samples were posi-
tive for CoV (9.4%+1.9%), with a higher prevalence in
Mozambique (20.5%+2.7%) (x*=50.4, df=3, P<0.001)
and no difference between males and females (y*=2.7,
df=1, P>0.05) (Additional file 2). Positive samples were
detected only in bats roosting in caves (10.7% =+ 2.6%)

Page 3 of 8

and buildings (8.0% + 3.1%), without statistical difference
between these two roost sites ()(2= 1.7, df=1, P>0.05).
However, a significant variation was detected among bat
species (x2= 125.7, df=27, P<0.001). In Mozambique,
the highest prevalence was detected in the cave roosting
Rhinolophus lobatus (66.7%+30.8%). No difference was
observed among the species that tested positive on Mad-
agascar (x2 =2.3,df=3, P>0.05).

The overall proportion of positive bats detected for
either AstVs or PMVs was consistent with previous stud-
ies performed in the WIO region, and in other tropical
regions [31-34]. Interestingly, higher detection rates
were found for both viruses in bats using caves as day-
roost sites, suggesting that cave-roosting behavior maybe
favorable for horizontal transmission between bats [35].
Differences between locations, sex, and bat species may
be explained by a range of factors. For example, seasonal-
ity has been identified as a major driver of the infection
dynamics of many pathogens, affecting both host sus-
ceptibility and transmission [17, 36—39]. Important sea-
sonal variation in the prevalence of infected animals can
depend on the period the samples were collected, and, in
turn, can lead to misrepresentative conclusions regarding
the level of bat exposure to viruses, in particular in cross-
sectional studies. Longitudinal studies in wild animals are
thus important to precisely assess prevalence of infected
animals and its temporal variation [17, 37, 40].

Twenty-one of the 871 samples tested positive for more
than one virus (2.4%=+1.0%). These co-infections were
detected only in Mozambique (5.0% £ 2.7%) and on Mad-
agascar (1,7%=+1.1%), with significant variation among
these locations (x*=7.0, df=1, P<0.01) (Fig. 1, Addi-
tional file 3). In both location, co-infections were detected
only in bats roosting in cave (Madagascar: x> = 6.4, df=1,
P<0.05; Mozambique: x*=19, df=1, P>0.05), and no
significant variation was observed between males and
females (Madagascar: x*=3.6, df=1, P>0.05; Mozam-
bique: ¥*=3.3, df=1, P>0.05). Globally, co-infections
involving AstV-CoV (14%=+0.8%) and AstV-PMV
(1.1%+£0.7%) were more frequently detected than CoV-
PMV (0.1%+£0.3%) and AstV-CoV-PMV (0.3% =+ 0.4%)
(X2= 11.3, df =3, P<0.05) (Fig. 1). The presence of AstVs
was strongly correlated to the presence of PMVs (x° =4.6,
df=1, P<0.05) suggesting a potential positive associa-
tion between these two viruses. Co-infections involving
AstVs, CoVs or PMVs were reported in other tropical bat
species. For example, a study of Hipposideros cervinus on
Borneo reported 4.1% of AstV-CoV coinfected bats with
a positive association between these two viruses [11].

On Madagascar, co-infections were detected in
three of the 18 tested species: Triaenops menawiena
(15.2% £24.7%), Miniopterus gleni (13.3% =1 14.8%),
and Paratriaenops furculus (3.2%+0.2%), without
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Fig. 4 Maximum likelihood consensus tree derived from 138 astrovirus (AstY) RNA-dependent RNA-polymerase partial nucleotide sequences
1397 bp). Black dots indicate nodes with bootstrap values higher or equal than 60. Sequence names colored in red indicate bat AstVs detected in
this study. Sequence accession numbers are indicated in parentheses
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Fig. 5 Maximum likelihood consensus tree derived from 87 paramyxovirus (PMY) RNA-dependent RNA-polymerase partial nucleotide sequences
(439 bp). Black dots indicate nodes with bootstrap values higher or equal than 60. Sequence names colored in red indicate bat PMVs detected in
this study. Sequence accession numbers are indicated in parentheses
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significant difference between species (x*=2.7, df=2,
P>0.05) (Fig. 2). In Mozambique, co-infections were
detected in four of the eight tested species: Trigenops
afer (15.7%+10.0%), Nycteris thebaica (7.1%+13.5%),
Hipposideros caffer (5.1% +5.6%), and Miniopterus mos-
sambicus (4.8%+£9.1%) (=44, df=3, P>0.05), also
without significant difference between species (Fig. 3).
Interestingly, co-infections were detected in bats of the
family Rhinonycteridae both in Mozambique (Triaenops)
and on Madagascar (Triaenops and Paratriaenops). In
Mozambique, the proportion of co-infections was sig-
nificantly higher in Triaenops afer than in all other tested
species (X2=4.4, df=1, P<0.05). Also, as compared to
other species that tested positive for co-infection, dif-
ferent combinations of co-infections (i.e. different asso-
ciations between viruses) were detected in species of
the genus Triagenops. Indeed, Triaenops menamena on
Madagascar presented two types of co-infections: AstV-
PMV and CoV-PMYV, whereas Triaenops afer in Mozam-
bique harbored three types: AstV-CoV, AstV-PMYV, and
AstV-CoV-PMYV; while other species, including Paratri-
aenops furculus, only presented one co-infection type
(Figs. 2 and 3 and Additional file 3). Altogether, these
results highlight multiple infections in WI1O region bats,
and give rise to additional questions concerning varia-
tion among species, as well as their consequences on viral
infection dynamics.

High genetic diversity was detected for AstV, with
pairwise differences up to 46% between sequences,
without support for host family or species association
(Fig. 4). Based on BLASTn comparisons, we found that
our sequences had a high level of identity (between 80
and 92%) with AstV previously described in bats of the
WIO region [20, 21], as well as with AstVs detected in
bats from continental Africa (e.g. Gabon, Democratic
Republic of Congo), and in other regions in the world
(e.g. China, Thailand) (Additional file 4). However, one
sequence obtained from a Triaenops menamend, a spe-
cies endemic to Madagascar, showed 92% identity to an
AstV sequence detected in a mouse from China (Addi-
tional file 4). Another example, even more unexpected,
one AstV sequence obtained from Chaerephon leu-
cogaster on Madagascar had 96% identity with an AstV
sequence from a bird of the order Passeriformes (Addi-
tional file 4). These findings were consistent with phylo-
genetic results and were statistically supported (Fig. 4).
A recent study also reported AstVs related to avastro-
virus in environmental samples collected in a colony of
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Mormopterus francoismoutoui, a member of the family
Molossidae endemic to Reunion Island [41]. These find-
ings may suggest introduction of AstVs on the island
by non-native rodents, and could also support environ-
mental transmission of AstVs between species of dif-
ferent taxa, as previously suggested [42]. Nevertheless,
studies investigating the circulation of AstVs in terres-
trial small mammals in the WIO region are required to
assess these potential host-shifts.

Genetic diversity was less important for PMV
sequences, with pairwise differences up to 29%. All
our sequences were genetically related to PMVs pre-
viously described on Madagascar [16, 19] or in con-
tinental Africa (e.g. Ghana, Kenya), with sequence
identity ranging from 78 to 99% (Additional file 5 and
Fig. 5). Phylogenetic analyses highlighted some degree
of host-specificity, as previously described for PMV in
the western Indian Ocean (Fig. 5) [16]. For instance,
most sequences clustered either with PMV sequences
detected in bats on the same genus captured in the
region or elsewhere (e.g. Hipposideros caffer from
Mozambique), or with sequences obtained in bats from
the same family (e.g. Mops condylurus sequence from
Mozambique, and Chaerephon leucogaster sequence
from Madagascar clustered with a sequence detected
in Mops leucostigina on Madagascar). However, some
sequences were included in more diversified groups
including different bat families (e.g. two sequences
obtained from Paratriaenops furculus on Madagascar
that clustered with sequences detected in Miniopteriss
griveaudi and Chaerephon leucogaster on Madagascar).

We report co-infections in bats on Madagascar and
in Mozambique, ranging from 3.2% to 15.7% of the
positive samples, and depending on the tested bat spe-
cies. Although our cross-sectional sampling precludes
detailed interpretation of the biological drivers of such
variation, our results nevertheless highlight that inter-
actions between infectious agents in bats may exist
with potential consequences on their epidemiology.
AstVs, CoVs, and PMVs are emerging viruses that rep-
resent a major challenge for human and animal health.
Further knowledge on virus interaction in wildlife,
based on long-term longitudinal sampling is needed
to fully assess the epidemiological consequences of co-
infections [5].
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I1l. Chapitre I

Dynamique temporelle de co-
Infections aux coronavirus,
paramyxovirus et astrovirus chez le

Petit Molosse de La Réunion
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lll.1. Saisonnalité et dynamique d’infection

Les changements saisonniers (e.g. variations de températures, pluies) sont
cycliques et prédictibles. lls jouent un réle majeur dans les dynamiques de populations
et dans les dynamiques infectieuses. Ainsi, I'incidence de nombreux agents infectieux
évolue de maniere périodique (e.g. Dowell 2001 ; Altizer et al. 2006). Par exemple,
dans les pays au climat tempéré, des pics d’'infection par le virus responsable de la
grippe apparaissent pendant les mois d’hiver (Tamerius et al. 2013) (Figure 21). Dans
les régions tropicales, on peut retrouver une augmentation du nombre de cas de
malaria aprés la saison des pluies, certainement en relation avec 'augmentation des
vecteurs du genre Anopheles responsable de la transmission (Altizer et al. 2006 ;
Caminade et al. 2014).

Influenza, 1994-2000

% positive
30
h
25 [ B
I l! 'L‘i I ]
20 A i1 ! A |'
| '!l [ 1 '. |
151 A\ 1\ i1 ||' | f ||I !
) | ] [ | i
i A P P 3 1 |
i0 I 1 [ VA i \'-,I o | II |
! r -!I“ I| I| IJ II |I !I !'. I|I
5 [ \ i \ i ;o\ | \ {
/ \ ! L ] i
o F AT, WY . ™, .--Jl l\‘-\. . _.--/. A_./_._
gzgﬁwzgzz—:wzggzg—mz;zgﬂngﬁﬁ—*wzg&z"mz
= = o = z e
) - = -3 - =2

Figure 21. Variation saisonniére de la prévalence d’infection aux virus influenza aux Etats-Unis
parmi les individus testés par I'Organisation Mondiale de la Santé et par le Systéme national de
surveillance des virus respiratoires et entériques (1994-2000) (Dowell 2001).

De maniere générale, les variations de l'incidence des agents infectieux sont
lites a la modification des interactions hotes-pathogénes en lien avec des
changements biologiques et écologiques (Altizer et al. 2006). Les périodes favorables
a la transmission d’agents infectieux au sein d’'une population peuvent alors étre a
I'origine de 'émergence de ces pathogénes dans d’autres espéces, dont 'Homme. Par
exemple, une étude rétrospective concernant des infections au virus Marburg indique
gue pres de 80% des cas humains recensés sont causés par des transmissions
ponctuelles depuis des chauves-souris (Amman et al. 2012). Ces événements auraient
lieu principalement lors de périodes ou les prévalences d’infection sont

particulierement élevées dans les colonies de chauves-souris (Amman et al. 2012),
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soulignant un lien probable entre la dynamique de transmission virale chez I'héte

réservoir et les sauts d’espéeces.

Les changements saisonniers influencent les comportements sociaux de
nombreux animaux. lls modifient la fréquence des contacts et des rencontres entre
individus. Par exemple, I'agrégation d’individus autour d’'un point d’eau lors de la
saison seche, autour de ressources alimentaires durant les mois les plus propices, ou
encore lors des périodes de reproduction, sont des moments critiques en terme de
transmission d’agents infectieux, du fait de la promiscuité entre les individus ainsi que
les fortes densités de populations (Altizer et al. 2006). Chez les phoques (Phoca
vitulina), les épidémies de la maladie de Carré (causée par un PMV) sont associées
aux périodes de rassemblement des individus sur les plages (Swinton et al. 1998 ;
Altizer et al. 2006). Chez les moufettes (famille des Mephitidae), I'agrégation
saisonniére des individus en hiver et au printemps pourrait étre a l'origine de
'augmentation de I'incidence de la rage (Gremillion-Smith et Woolf 1988 ; Altizer et al.
2006).

La migration peut également affecter les dynamiques de transmission (Altizer
et al. 2011). De nombreuses especes animales entreprennent des déplacements
saisonniers sur de longues distances, pour répondre aux changements
environnementaux (naturels ou anthropiques) qui impactent la ressource alimentaire
(Altizer et al. 2011 ; Dingle 2014). Pour certaines espeéces, les besoins énergétiques
liés a la migration et le stress physiologique engendré, peuvent compromettre
limmunité, ce qui augmente la sensibilité aux infections et renforce l'impact des
maladies (Altizer et al. 2011). Par ailleurs, les déplacements de ces animaux sur de
longues distances, ainsi que I'exposition a de nouveaux habitats, jouent également un
réle considérable dans la dispersion de certains agents infectieux (Altizer et al. 2011).
Par exemple, les migrations saisonniéres des canards dans I’hémisphére nord ont un
réle structurant sur la prévalence et la diversité des virus influenza (Bahl et al. 2013),
et peuvent, ponctuellement, contribuer a la propagation de formes hautement

pathogenes (Verhagen et al. 2015).

La saisonnalité des comportements de reproduction affecte également les
dynamiques d’interaction hétes-pathogenes, en particulier pour les especes grégaires.
Au-dela des effets liés a l'agrégation des individus, cette période est propice aux
transmissions d’agents infectieux pour plusieurs raisons (Altizer et al. 2006). Les
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naissances, regroupées sur une courte période, génerent I'apparition d’'un nombre
important de nouveaux hoétes immunologiquement naifs, impactant l'immunité
collective de la population (Altizer et al. 2006). Une étude menée chez des pinsons
domestiques (Haemorhous mexicanus) a mis en évidence les liens entre la
saisonnalité de la reproduction et des pics d’infection de la bactérie Mycoplasma
gallisepticum responsable de conjonctivites chez ces oiseaux, en Amérique du nord
(Hosseini et al. 2004). Les transmissions accrues de cette bactérie sont prédictibles.
Elles ont lieu principalement en automne et en hiver, et sont liées a la présence
importante de juvéniles dans la population suite a la reproduction ayant lieu en été
(Altizer et al. 2004). Par ailleurs, le statut reproducteur des adultes dans les
populations joue également un réle déterminant dans les dynamiques infectieuses.
Chez plusieurs espéces d’oiseaux, la période de reproduction est corrélée a de plus
grandes charges parasitaires et a une baisse de la production d’anticorps ainsi que de
limmunité adaptative (e.g. Hillgarth et Wingfield 1997 ; Moreno et al. 2001). Les
compromis entre les fonctions immunitaire et la reproduction expliquent par exemple
gue les femelles gestantes de nombreuses espéces de mammiféres voient leur
immunité baissée (Sheldon et Verhulst 1996 ; Klein 1999 ; Cattadori et al. 2005). Enfin,
chez les males de nombreuses especes, I'élévation des taux de testostérone durant
les périodes d’accouplement est aussi reliée a une baisse de I'immunité, et par
conséquent a une élévation de lincidence de certains agents infectieux (Festa-
Bianchet 1989).

lll.2. Saisonnalité de la reproduction et dynamiques d’infection chez

les chauves-souris

Les chauves-souris sont des espéces grégaires pouvant former des colonies
composées de plusieurs milliers d’individus. Cette particularité participe a
I'accroissement des risques de transmission et le maintien de la circulation des agents
infectieux au sein de leurs colonies. Par ailleurs, la majorité des espéces de chauves-
souris (milieu tempéré et milieu tropical) met bas de maniére synchronisée et
saisonniere une a deux fois par an (Hood 1983). Plusieurs études ont mis en évidence
les liens entre saisonnalité de la reproduction et dynamiques infectieuses au sein de
ces mammiféres. Par exemple, une étude menée chez le Grand Murin (Myotis myotis)
en Europe a révélé une baisse de I'immunité adaptative chez les femelles gravides et

une augmentation de l'infestation par des ectoparasites hématophages (Spinturnix
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myoti) par rapport a des femelles non gravides vivant dans la méme colonie (Christe
et al. 2000). Par ailleurs, durant la lactation, la méme étude a démontré un
rétablissement de l'immunocompétence des femelles, et que cette derniere était
positivement corrélée a la masse corporelle (Christe et al. 2000). Dans une autre
colonie de Grands Murins, une étude a révélé l'amplification de la circulation
d’astrovirus et de coronavirus lors de la formation de la colonie de maternité (Drexler
et al. 2011), avec la présence de pics d’infection aprés la parturition, probablement
due a lintroduction d’individus naifs suite a la reproduction. Une étude longitudinale
menée chez le Petit Renard Volant (Pteropus scapulatus), en Australie, a révélé que
les femelles gravides et allaitantes présentaient un risque plus élevé d’étre infectées
par le virus Hendra (Plowright et al. 2008). Cette étude a également suggéré que ces
patrons d’infection pourraient expliquer des cas de transmission a d’autres espéces,
observés durant la période de reproduction de ces chauves-souris (Plowright et al.
2008).

[11.2.1. Contexte de notre étude

A La Réunion, deux études menées antérieurement ont mis en évidence des
variations dans les dynamiques temporelles d’infection aux CoV, PMV, et bactéries
leptospires (Leptospira sp) dans une colonie de Petits Molosses (Mormopterus
francoismoutoui), en lien avec la saisonnalité de sa reproduction (Dietrich et al. 2015b
; Joffrin et al. 2022). Néanmoins, les informations portant sur la co-circulation de
plusieurs agents infectieux au cours de saisons de reproduction successives sont
inexistantes. De plus, l'investigation de ces dynamiques d’infection dans I'espace,
entre plusieurs colonies, n’a pas été réalisée. Dans cette étude, nous nous sommes
intéressés a la dynamique de transmission des CoV, PMV et AstV, au sein de deux
colonies de maternité du Petit Molosse de La Réunion, et au cours de plusieurs
saisons de reproduction consécutives. Nous faisons I'hypothése de I'existence de
variations marquées de la dynamique d’excrétion virale, en lien avec la structure de la
population de chauves-souris, et ce, de facon répétée entre saisons. Des variations
entre colonies pourraient néanmoins refléter un effet de la taille et de la densité des
populations sur la dynamique de transmission virale. Par ailleurs, nous faisons
I'hypothése de I'existence d’interactions entre les trois virus en raison de leur tropisme

commun (tropisme intestinal).
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[1l.2.1.a) Le Petit Molosse de La Réunion

Le Petit Molosse de La Réunion (Mormopterus francoismoutoui, famille :
Molossidae) est I'espéce de chauve-souris la plus abondante sur l'ile (Figure 22 (A)).
Anciennement assimilée a 'espéce Mormopterus acetabulosus, considérée comme
endémique des Mascareignes, des analyses morphométriques et génétiques ont
permis de décrire le Petit Molosse comme espéce a part entiere (Goodman et al.
2008). Seul mammifere endémique de La Réunion, cette chauve-souris insectivore
occupe des habitats variés. On la retrouve dans les milieux naturels tels que les
grottes, les fissures dans les formations rocheuses, et les falaises. Cette espece a
également colonisé les milieux anthropisés, dans les constructions humaines tels que
les batiments (greniers, faux plafonds) ou encore les ponts, offrant des opportunités
de rencontres fréquentes avec ’'Homme. En terme de conservation, cette espéce est
classée en préoccupation mineure par 'UICN (International Union for Conservation of
Nature (IUCN) 2021) mais est néanmoins listée comme espece protégée par arrété
ministériel (1989). Le Petit Molosse a la particularité de former des colonies
monospécifigues allant de quelques centaines a plusieurs dizaines de milliers
d'individus (Moutou 1982 ; Goodman et al. 2008). La plus grande colonie connue a ce
jour est une colonie de maternité située dans une grotte, sur la commune de Trois-
Bassins dans l'ouest de I'lle. On y recense prés de 50 000 individus adultes pendant
la période de reproduction (Dietrich et al. 2015b). Bien qu’elle soit abondante sur I'ile,
la biologie de cette chauve-souris reste méconnue. Par ailleurs, plusieurs études ont
mis en évidence la circulation d’agents infectieux au sein de cette espéce (cf. partie

1.3.2.4) Archipel des Mascareignes dans I'Introduction générale).
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Figure 22. Le Petit Molosse de La Réunion (Mormopterus francoismoutoui). (A) Image d’un
individu (Photo de Marc LEMENAGER). (B) Son cycle de reproduction au sein de la grotte de Trois-
Bassins (Basé sur Dietrich et al. 2015b et Joffrin et al. 2022)

1l1.2.1.b) Sites d’étude et échantillonnage

La premiére colonie de maternité retenue pour cette étude est la colonie
localisée a Trois-Bassins. Cette colonie est située en milieu naturel dans une grotte
d’environ 30 m? (Figure 23 (A)). Elle est occupée neuf mois durant I'année, d’octobre
a juin (Dietrich et al. 2015b ; Joffrin et al. 2022). La saisonnalité de la reproduction

dans cette colonie est tres marquée (Figure 22 (B)) (Dietrich et al. 2015b). Le début
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de la saison est accompagné d’un rassemblement massif de femelles gestantes. Puis,
la parturition a lieu entre mi-décembre et mi-janvier (Dietrich et al. 2015b ; Joffrin et al.
2022). Les femelles élévent les jeunes pendant plusieurs semaines et quittent
progressivement la colonie lorsque les nouveau-nés sont sevrés (Dietrich et al. 2015b
. Joffrin et al. 2022). A partir du mois de mars, les juvéniles quittent a leur tour la
colonie. La grotte reste alors inoccupée de juin a octobre, jusqu’a I'arrivée des femelles
gestantes lors de la saison suivante (Joffrin et al. 2022). L’évolution de la dynamique
démographique au sein de cette colonie est facilement observable. Les nouveau-nés,

juvéniles et adultes se distinguent par la couleur ou I'absence de leurs pelages.

La seconde colonie retenue est une autre colonie de maternité, localisée dans
un batiment en bord de route (transformateur électrique), sur la commune de Sainte-
Marie (Figure 23 (B)). Cette colonie est, contrairement a la premiére, occupée toute
'année. La taille de sa population est moins importante et peut atteindre jusqu’a 1200
individus. Néanmoins, malgré les différences avec la premiére colonie, la saisonnalité
de la reproduction y est également tres marquée et synchronisée. Chaque année, les
premieres naissances y sont observées a la méme période que dans la colonie de

Trois-Bassins. Ce site a été suivi pendant trois années consécutives.

Une collecte d’échantillons n’impliquant pas de captures a été employée afin de
limiter le dérangement au sein des colonies (Annexe 3). Des feces fraiches excrétées
par les chauves-souris ont été collectées toutes les deux a cing semaines. La détection
des ARN viraux dans échantillons a été réalisée a l'aide des tests PCR spécifiques

(ciblant le géne de la polymérase).
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Figure 23. Colonies de maternité de Petit Molosse sélectionnées pour I'étude. (A) Colonie située
dans une grotte sur la commune de Trois-Bassins. (B) Colonie située dans un transformateur électrique
sur la commune de Sainte-Marie.

1ll.2.2. Résumé de I’étude (Article 3)

Les objectifs de cette étude étaient de tester: (i) les liens existant entre
I'évolution de la structure des populations et les dynamiques d’excrétion des CoV, PMV
et AstV ; (ii) I'effet du type d’habitat sur les dynamiques d’infection ; et (iii) la présence
de co-infections et d’interactions entre virus. Trois familles virales ont été criblées sur
3422 échantillons collectés dans les deux colonies, au cours de 64 sorties de terrain
correspondant a quatre saisons de reproduction consécutives. Les trois familles virales
ont été détectées dans les deux colonies et durant toutes les saisons. Les prévalences
globales d’infection étaient significativement différentes entre virus : 16,7% + 1,3%
pour les coronavirus, 6,5% * 0,8% pour les paramyxovirus, et 1,7% * 0,4% pour les
astrovirus (x> = 526,7 ; ddl = 2 ; P < 0,01). Nous avons pu mettre en évidence des
fluctuations significatives de prévalences d’infection en fonction des dates de collecte
pour chaque virus (AstV : GLMM : x> =5,70, P < 0,05 ; CoV : GLMM : x? = 975,29, P
< 0,001 ; PMV : GLMM : ¥?> = 97,69, P < 0,001). Aucune différence significative n’a été
détectée entre saisons. Par ailleurs, nous n’avons pas détecté de variation des
prévalences d’infection entre sites pour les AstV et les CoV, mais avons montré que
le nombre d’échantillons positifs aux PMV était significativement plus élevé dans la
colonie située a Sainte-Marie, probablement en raison des opportunités
d’échantillonnage différentes entre les deux colonies (GLMM : x? = 5,10, P < 0,05).

Globalement, nous avons mis en évidence que les patrons d’infection étaient fortement
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similaires entre sites pour chaque famille virale et conservés entre les saisons,
probablement en lien avec la saisonnalité de gestation et d’élevage des jeunes chez
cette espece. Par ailleurs, un total de 37 échantillons a été testé positif a plus d’'un des
trois virus investigués, représentant une prévalence globale de co-infection de 1,1% +
0,4%, sans différence significative entre sites, ni entre saisons. Seules des co-
infections bi-partites ont été détectées. Les co-infections impliguant CoV et PMV
étaient plus souvent détectées que les autres, probablement du fait que leurs
prévalences globales étaient plus élevées (x*> = 22,19, ddl = 2, P<0,001). Enfin, aucune

interaction n’a été détectée entre les trois familles virales de notre étude.

Les résultats des travaux menés dans ce chapitre ont fait I'objet de la présentation de
deux posters a des congrés internationaux au cours de cette thése : « Island Biology
2019 » et « Ecology and Evolution of Infectious Diseases 2021 » (Annexe 4 et Annexe
5).

[11.2.3. Article 3 : “Bat virus on a tropical island: shedding dynamics and co-

infections in maternity colonies”

En préparation
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ABSTRACT

Virus transmission dynamics in reservoir hosts are driven by biological and ecological
processes. Indeed, bat population structure and reproductive cycles can affect RNA
virus transmission. For instance, previous studies have shown that parturition of
pregnant females and aggregation of juvenile Reunion free-tailed bats (Mormopterus
francoismoutoui) are associated to a major increase in the prevalence of bats shedding
viruses. The synchronicity of such shedding pulses, however, is yet to be assessed
between viruses and maternity colonies, as well as the occurrence of co-infections.
The epidemiological significance of this phenomenon remains to be investigated as
well. Based on 3422 fresh faeces collected during four consecutive birthing seasons,
simultaneously in two maternity colonies, we report the prevalence of bats shedding
astroviruses (AstVs), coronaviruses (CoVs), and paramyxoviruses (PMVs) on a small

oceanic island. We found that the proportion of bats shedding viruses is highly
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influenced by sampling collection dates, and therefore by the seasonality of parturition.
We highlight that virus shedding patterns is reproducible among seasons and colonies
for CoVs and at a lesser extent for PMVs, but not for AstVs. We also report 1% of bats
harbouring double infections, mostly CoVs and PMVs, but none shedding a triple

infection AstVs, CoVs and PMVs.

KEY WORDS

Astrovirus, coronavirus, paramyxovirus, Mormopterus francoismoutoui, Molossidae,

Reunion Island, Indian Ocean

INTRODUCTION

Seasonal infection dynamics are driven by a large set of biological and ecological
factors, including social behaviours and changes in host population structure [1]. For
instance, several bat species, such as those belonging to family Molossidae,
aggregate at very high densities in maternity colonies, generating highly conductive
conditions for the transmission of infectious agents [2—4]. Although many studies have
reported viruses, bacteria, and blood parasites in bats, an accurate assessment of their
temporal variation, in natural populations as well as interactions between infectious
agents, remain highly challenging. Such a knowledge is critical, since viral shedding
pulses have been shown to be associated to spillover to other hosts, including humans
[7], and multiple infections and interactions between infectious agents can have major
effects on both host fithess and virus transmission dynamics [8—13]. However,
longitudinal studies focusing on the infection dynamics of multiple infectious agents

remain scarce [3,4,14,15].
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In this study, we investigated the effects of the population age structure and colony
type on virus shedding dynamics, in bats. Because reproductive cycles are highly
synchronized, we hypothesized that viral shedding patterns could be similar and
predictable between years. However, differences may be expected between viral
families, and associated to either epidemiological or ecological factors such as herd
immunity or environmental persistence. Viral co-circulation in bat populations may also
generate positive or negative interactions between viruses, with cascade effects on

their transmission dynamics.

To test these hypotheses, we focused on the Reunion free-tailed bat (RFTB;
Mormopterus francoismoutoui), a molossid species endemic to Reunion Island. We
collected 3422 fresh faeces simultaneously in two maternity colonies, during four
consecutive years. Presence of astroviruses, coronaviruses, and paramyxoviruses,
three viral families previously reported in this species [4,16,17], were investigated. We
precisely (i) assessed temporal variations in the prevalence of bats shedding viruses,
(i) estimated the proportion of co-infected bats and (iii) tested whether the detection of

a given viral family was associated to the presence of another.

MATERIAL AND METHODS
Study sites

The study was conducted in two colonies of RFTB on Reunion Island, a 2500 km?
oceanic island located in the South-Western Indian Ocean. The larger colony was
located in a ~ 30 m® natural cave on the West coast of the island (referred to hereafter
as “cave”). This colony is occupied only during the birthing season, from October to

June, and exclusively by RFTB (all colonies are monospecific) [4]. During the early
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stages of the season (October to December), the colony is mainly composed of
pregnant females, with a population reaching about 40,000 to 50,000 flying bats before
parturition (starting in mid-December) [4]. Then, from January to May, the colony is
mainly composed of newborns and juveniles. Once all juveniles have left the cave, it
remains empty from June onward, until the following maternity season, in October. As
for previous studies [4,18], population age structure and parturition timing was visually
monitored based on bat morphology (adults : brown fur; newborns: nude pink skin;

juveniles : dark grey fur).

A smaller colony (up to 1,200 flying bats) was also monitored, in a ~ 5 m? building
housing a power transformer, located in the North coast of the island (referred to
hereafter as “building”). In this colony, adults are reported all year long but newborns
are present in mid-December, and juveniles between January and May, as for the cave
colony. The building remains occupied between June and September, although it is not
possible to visually assess the population age structure. Indeed, differences between
juveniles and adults cannot be discriminated based on fur colouration only at this time

of the year.

The cave colony was monitored during four years (i.e. birthing seasons), from October
2016 to March 2020. The building colony was monitored during three years (November
2017 to October 2020). Because of the lockdown associated to the COVID19

pandemic, however, sampling was not achieved in March and April 2020.

Sample collection

Fresh bat faeces were collected every two to five weeks, and during the same day in

both colonies (except for 9 sampling sessions, because of bad weather). For cave
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colony, samples were collected in the morning (when bats return from feeding), by
placing Benchguard® sheets (60 cm x 49 cm) (Thermo Fisher Scientific Waltham, MA,
USA) under roosting bats [18]. For building colony, samples were collected during bat
emergence, at dusk, due to access restriction to the power transformer. Plastic trays
with Benchguard® strips (12 cm x 35 cm) were placed below the colony entrance
before bat emergence. For both colonies, faeces were individually placed into a tube
containing 1.5 mL of brain heart infusion medium (Conda, Madrid, Spain)
supplemented with penicillin G (1000 units/mL), streptomycin (1 mg/mL), kanamycin
(0.5 mg/mL), gentamicin (0.25 mg/mL) and amphotericin B (0.025 mg/mL). Samples

were maintained refrigerated in the field and stored at — 80 °C in the laboratory.

In total, 3422 fresh faeces were collected from the two colonies over 64 sampling
sessions (Supplementary material 1). In summary, 580 samples were collected in the
cave between October 2016 and June 2017 for the first season, during 14 sampling
sessions. For the second season, a total of 964 faeces were collected in both sites
(cave: n = 499; building: n = 465) between November 2017 and October 2018, during
17 sampling sessions. Nine hundreds and eighty faeces were collected (cave: n = 525;
building: n = 455) between November 2018 and September 2019 during 17 sampling
sessions. Finally, 898 samples were collected (cave: n = 440; building: n = 458)

between October 2019 and October 2020 during 16 sampling sessions.

RNA extraction and cDNA synthesis

Samples were thawed at 4°C overnight, briefly vortexed, and centrifuged at 1500 g for
15 min. RNA extraction was performed with the IndiSpin QlAcube HT Pathogen Kit

(QIAGEN, Hilden, Germany). Reverse-transcription was performed on 10 pL of RNA,

108



122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

as previously described [19], using the ProtoScript Il Reverse Transcriptase and

Random primers 6 (New England BioLAbs, Ipswich, MA, USA).

Virus detection

cDNAs were tested for the presence of the astroviruses (AstVs) RNA-dependent RNA-
polymerase (RdRp) gene using a Pan-AstV semi-nested polymerase chain reaction
(PCR), following a previously published protocols [16,19,20,21]. PCRs were performed
with the GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA) in an
Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). PCR products were visualized on 2% agarose gels stained with 2% Gelred

(Biotium, Hayward, CA, USA).

cDNAs were tested for the presence of the coronaviruses (CoVs) RdRp gene using a
Pan-Coronavirus multi-probe real-time (RT) PCR following a previously published
protocol [17,18,22]. PCRs were performed with the QuantiNova Probe PCR Master
Mix (QIAGEN, Hilden, Germany) in a CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Samples collected in the cave between

October 2016 and June 2018 were tested for CoV RNA as part of a previous study [18].

cDNAs were tested for the presence of the paramyxoviruses (PMVs) L-polymerase
gene targeting Respiroviruses, Morbilliviruses, and Henipaviruses (RMH) using a
semi-nested PCR [4,23,24,25] but with slight modifications (a 10-fold dilution of
amplicons obtained in the first PCR was performed to increase specificity). PCRs were
performed with the GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (Promega, Madison, WI,

USA) in an Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, MA, USA). PCR products were visualized on 2% agarose gels stained with

2% Gelred (Biotium, Hayward, CA, USA).

Statistical analysis

Analyses were made with the assumption that each faeces came from an individual
bat. Based on the high number of bats (hundreds in the buildings to tens of thousands
in the cave), together with the high bat density (> 1,500 individuals per m?) [26], and
the limited time spent on the colony for sample collection (< 15 min), we considered
that the probability of sampling two or more faeces from the same bat was limited,
although this could not be formally excluded. Previous study on CoV shedding dynam-
ics also provided consistent results based on a similar sampling scheme, in the cave
[18], supporting that this methodology is appropriate to assess the prevalence of bats
shedding viruses.

Generalized linear mixed models (GLMMs) with a binomial error structure were used
to explore the effect of the colony (cave vs building) on the detection of AstVs, CoVs,
or PMVs RNA, with the sampling season (from October to September) and dates in-
cluded as random factors (Supplementary material 2). We also used GLMMs to in-
vestigate interactions between viruses, by testing whether the presence/absence of a
given virus was associated to those of other viruses (Supplementary material 2).
Analyses were conducted with the package “Ime4” in R version 4.1.0 [27,28]. The most
parsimonious model was selected by excluding, step by step, every variable of the
complete model and using an ANOVA with a Chi-square test to compare models (Sup-
plementary material 2). Finally, we used Pearson Chi-square tests to examine the

effect of the colony and sampling season on the detection of co-infections.
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RESULTS
Bat population age structure

Adult bats were observed between October and December, in both the cave and the
building colonies. Newbarns were sighted from mid-December to late January,
suggesting that parturition was highly synchronized between the two maternity
colonies (newborns were sighted for the first time, each year, during the same sampling
session in both the cave and the building). From February onward, both colonies were
mainly composed of juvenile bats. No bats were observed in the cave between mid-

June and September. These observations are consistent with previous studies [4,18].

Infection dynamics

Astroviruses (AstVs) were detected in both colonies, and for all seasons
(Supplementary material 1, Figure 1A). In total, 59 samples tested positive (mean
detection rate + 95% confidence interval: 1.7%  0.4%). A significant variation in AstV
RNA detection was found between sampling dates (x?=5.70, P < 0.05), with up to 10%
+ 10.7 % of bats shedding AstV. No significant variations were observed between

seasons (x?= 0.08, P = 0.77) nor colonies (x*= 1.74, P = 0.20).

Coronaviruses (CoVs) were detected in both colonies and for all seasons
(Supplementary material 1, Figure 1B). In total, 573 samples tested positive (16.7%
t 1.3%). A significant variation in CoV RNA detection was found between sampling
dates (x?= 975.29, P < 0.001); however, as for AstVs, no significant variation was
observed between seasons (x2= 0, P = 1) nor colonies (x2= 0.19, P = 0.66). Major
variations in the prevalence of bats shedding CoVs were found, with a first shedding

pulse in December (e.g. between 8.0% + 7.5% in 2017-2018 and 38.0% = 13.5% in
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2018-2019, in the cave), followed by a second in February (e.g. between 72.0% +
12.5% in 2017-2018 and 78.0% £ 11.5% in 2016-2017, in the cave). Interestingly, the
second shedding pulse was delayed in March, for both colonies, in 2019-2020
(respectively 68.0% + 13.0% and 80.0% * 14.3% of bats shedding CoVs in the cave
and in the building) (Supplementary material 1). None of the samples tested positive
between June and October, in the building. In this later colony, the December shedding

pulse was not reported in 2019-2020 as well (Figure 1B).

Paramyxoviruses (PMVs) were detected in both colonies and for all seasons
(Supplementary material 1, Figure 1C). In total, 224 samples (6.5% * 0.8%) tested
positive. A significant variation in PMV RNA detection was found between sampling
dates (x? = 97.69, P < 0.001) but not between seasons (x? = 6e-04, P = 0.98). Also, a
significant difference was found between colonies (x?> = 5.10, P < 0.05), with 5.4% *
1.0% of bats shedding PMVs in the cave and 8.3% + 1.5% in the building. As for CoVs,
major variations were detected in the proportion of PMV positive samples within each
season (Figure 1C). In the cave, a high prevalence was found between November to
mid-December (e.g. up to 22.0% = 11.5% in 2016-2017), followed by a decrease
throughout the course of the season (i.e. until April-May). In the building, several
shedding pulses were observed between May-June and September-October (e.g. up

to 33.3% + 16.9% in June in 2028-2019 (Figure 1C).

Co-infections

In total, 37 of the 3422 samples tested positive for more than one virus (1.1% + 0.4%;
Figure 2). Co-infections with CoVs and PMVs (0.7% £ 0.3%) were more common than

co-infections with AstVs and PMVs (0.1% * 0.1%) or AstVs and CoVs (0.3% * 0.2%)
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(x2=22.19,df = 2, P < 0.001). Overall, the proportion of co-infections was not different
between seasons (x* = 4.66, df = 3, P = 0.20) nor between colonies (x> = 0.41, df =1,
P = 0.52). There was no interaction between viruses (x2=1.55, P =0.67; x*=0.78, P
=0.85; x*=2.04, P = 0.56) indicating that the presence of one virus was not determined
by the presence of another virus. Finally, none of the samples tested positive for a triple

infection AstV, CoV and PMV (Figure 2).

DISCUSSION

Based on the molecular detection of AstVs, CoVs and PMVs, we accurately assessed
temporal variations in virus shedding dynamics in two RFTB colonies. In spite of
differences in their locations (natural cave vs power transformer located in town) and
population size (up to 50,000 vs 1,200 flying bats), a similar shedding patterns was
observed between colonies for CoVs and, at a lesser extent, for PMVs. Temporal
variation was likely associated to the high synchrony of reproductive cycles and
parturition of the studied bat species, although differences between viral families could
be driven by different set of factors, associated to the host, virus, or environment.
Finally, we detected a low proportion of co-infected bats, with CoVs and PMVs co-

infections more commonly detected than AstVs and CoVs, or AstVs and PMVs.

A major shedding pulse was observed almost each year, in February, for CoVs. This
pattern was highly repeatable between years, but also synchronized between colonies,
suggesting that the colony type had no influence on the virus transmission dynamics.
Population size may therefore not affect CoVs transmission in RFTB, but rather,
population age structure could be the main driver of epidemiological cycles, as

previously suggested [18]. This major shedding pulse could indeed be associated to
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the waning of maternal antibodies in juvenile bats, although the duration of maternal
antibodies of bat CoVs is yet to be assessed. Interestingly, in 2019-2020, this major
shedding pulse was slightly delayed, in March, in both colonies. This may reflect a late
arrival of pregnant females, resulting in delayed births and waning of maternal
antibodies in juvenile bats. It may also be explained by the introduction of naive juvenile
bats arriving from other colonies, prospecting these sites as new potential roosts.
Shedding pulses were also detected earlier in the season, at the time of parturition,
likely corresponding to CoV infection in pregnant females [18]. This pulse was also
repeatable between years and synchronized between colonies, although not detected
in the building in 2019-2020. This might also reflect a late arrival of pregnant females
in the colony, corroborating the slightly delayed shedding pulse detected in juvenile

bats, later in the season.

Repeated shedding pulses were also detected for PMVs, although less pronounced
than for CoVs. Synchronized increases were observed between colonies, at the
beginning of the birthing season (November) and could be associated to the arrival of
pregnant females [4], as for CoVs. Although more inconsistently, PMVs were also
detected after parturition, between January and May. These increases were minor as
compared to CoVs, but may also be associated to the waning of maternal antibodies

in juvenile bats [4].

In addition to the variations in the prevalence of bats shedding PMVs and CoVs, we
also highlighted a major difference after the birthing season, between June and
October. Indeed, PMVs were detected in the building, every year, but not CoVs, raising
questions about the maintenance of viral transmission in bat populations for each of
these viruses. Two different mechanisms may indeed be involved; (i) a maintenance

and transmission of PMVs in roosting habitats mostly composed by juvenile bats and
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(i) an environmental persistence of CoV viral particles, leading to yearly exposure of
susceptible individuals at the beginning of the birthing season. These hypotheses
could be tested by developing further field studies focusing on bat population structure
as well as on experimental studies assessing the role of abiotic factors in virus

maintenance outside the host.

For AstVs, despite changes in the prevalence of bats shedding viruses, no clear pattern
associated to variation in the population age structure, nor colony type, was evidenced.
These results contrast with a previous longitudinal study conducted in Germany, in a
Mouse-eared bat (Myotis myotis) maternity colony, reporting AstV shedding pulses
early in the birthing season (i.e. when bats gather in the colony) [3]. These differences
could be related to variations in host susceptibility, but also be associated to
environmental conditions influencing the persistence of non-enveloped viral particles,
such as AstVs. Colony type (size, air flow, humidity, temperature, etc.) could affect
environmental persistence and transmission opportunities for these viruses, in
particular between tropical and temperate regions. A larger set of bat colonies could
be investigated, with measurements of environmental variables (e.g. temperature,

humidity, etc.) to assess the role of these factors in AstV transmission.

Co-infections involving CoVs and PMVs were mostly detected, and may be explained
by the higher proportions of bats shedding these two viruses, as compared to AstVs.
We did not report any interaction among viruses. In Borneo, a study conducted in eight
tropical species reported co-infections and interactions between AstVs and CoVs in
Fawn Leaf-nosed bats (Hipposideros cervinus). Here, we only focused on the co-
circulation of three viral families. Bats are natural hosts of a large diversity of infectious
agents [30,31]. The RFTB has for example been found to host Leptospira sp. bacteria

which seem to interact positively with PMVs [4]. Experimental approaches without a
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priori (i.e. next generation sequencing, metagenomics) may provide the opportunity to
better characterize the range of infectious agents that may be involved in co-infections

[11,12], and their consequences on transmission dynamics.

In this study, we found a strong link between the seasonality of parturition and virus
infection dynamics in a tropical bat population. We show different shedding patterns
between viral families, and predictable infection patterns among years for CoVs, in
particular. Our findings also underline the need to consider the drivers involved in virus
transmission dynamics in bats, beyond host-related factors, by focusing on the
interactions with the environment and other infectious agents. Such a global
assessment is needed to explore spill over risk associated to major shedding pulses

in bat populations [7,12].
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Astrovirus

Figure 1. Prevalence of Reunion free-tailed bat (Mormopterus francoismoutoui)
shedding astrovirus (AstV; A), coronavirus (CoV; B) and paramyxovirus (PMV; C), over
four consecutive seasons (October 2016 to October 2020). White dots on X axis
indicate sampling dates. Continuous lines represent the proportion of positive samples,
and dashed lines the 95% confidence interval. Blue: cave (occupied by bats from

October to May); red: building (occupied all year long).

Coronavirus

~ 10
(0.29%)

538
(15.72%)

197
(5.76%)

Paramyxovirus

Figure 2. Co-infections between astroviruses, coronaviruses and paramyxoviruses in
Reunion free-tailed bat (Mormopterus francoismoutoui). The number and proportion of

positive samples is indicated for each virus.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary material 1. Number of tested (Ntested) and positive samples (Npositive) (AstV, PMV and CoV) for each sampling session,

in the bat cave and building. The * indicate the dates for which the sampling collection couldn’t be done during the same day in both

colonies.

Npositive

Ntested Cave Building
Date of collection Cave Building sﬁ!s AstV CoV PmV |AstV CoV PmV
2016-2017 6-Oct-16 12 N/A 12 0 0 o| N/A  NA NA
27-Oct-16 39 N/A 39 0 0 6| NA NA NA
17-Nov-16 50 N/A 50 0 2 11| N/A NA NA
8-Dec-16 40 N/A 40 0 4 2| NA NA NA
20-Dec-16 50 N/A 50 o 11 8| NA NA NA
10-Jan-17 40 N/A 40 0o 2 o| /A NA NA
24-Jan-17 50 N/A 50 0 5 0| NVA N/A NA
16-Feb-17 50 N/A 50 1 39 3| NVA NA  NA
2-Mar-17 49 N/A 49 3 20 1| N/A NA NA
23-Mar-17 50 N/A 50 3 9 1] N/A N/A  NA
6-Apr-17 50 N/A 50 0 4 3] NA N/A N/A
26-Apr-17 40 N/A 40 3 1 0| N/A NA NA
16-May-17 35 N/A 35 0 0 0| N/A N/A NA
8-Jun-17 25 N/A 25 0 0 0| N/A N/A NA
Total 14 sampling sessions 580 N/A 580 10 97 35| N/A NA NA
2017-2018 9-Nov-17 30 30 60 0 0 6 0 0 4
30-Nov-17 50 30 80 1 2 4 0 0 6
19-Dec-17 50 30 80 3 4 8 1 7 1
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*2-Jan-18 N/A 15 49 N/A N/A  N/A 1 2 0
*3-Jan-18 34 N/A 0 1 o| NJA NA NA
24-Jan-18 45 30 75 2 0 2 1 0 4
7-Feb-18 50 30 80 0 36 2 0 29 0
28-Feb-18 50 20 70 2 18 4 0 3 0
14-Mar-18 50 10 60 4 4 0 0 1 0
5-Apr-18 50 30 80 1 8 1 0 0 1
26-Apr-18 30 30 60 0 8 0 0 17 0
17-May-18 30 30 60 0 0 0 1 1 4
6-Jun-18 30 30 60 0 0 0 0 0 4
26-Jun-18 N/A 30 30 N/A N/A  N/A 2 0 3
30-Jul-18 N/A 30 30 N/A N/A N/A 0 0 4
4-Sep-18 N/A 30 30 N/A N/A  N/A 3 0 2
26-Sep-18 N/A 30 30 N/A N/A  N/A 0 0 1
17-Oct-18 N/A 30 30 N/A- N/A N/A 1 0 5
Total 17 sampling sessions 499 465 964 13 81 27 10 60 39
2018-2019 6-Nov-18 50 30 80 0 0 11 0 4 3
*30-Nov-18 50 N/A 80 0 17 10, NJ/A NA NA
*1-Dec-18 N/A 30 N/A- N/A  N/A 0o M 3
17-Dec-18 50 30 80 1 19 1 0 1 0
2-Jan-19 50 30 80 1 0 1 0 0 0
17-Jan-19 50 30 80 0 0 0 0 0 0
*4-Feb-19 50 N/A 80 0 37 o| NJA NA NA
*5-Feb-19 N/A 30 N/A N/A  N/A 0 18 0
18-Feb-19 50 30 80 0 30 2 0 13 1
14-Mar-19 50 20 70 0 7 0 1 0 0
*2-Apr-19 50 N/A 55 1 10 1| N/A NA NA
*3-Apr-19 N/A 5 N/A N/A N/A 0 0 0
23-Apr-19 50 30 80 0 2 0 0 0 1
15-May-19 25 30 55 2 0 0 0 0 7
5-Jun-19 N/A 30 30 N/A N/A  N/A 0 0 0
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26-Jun-19 N/A 20 20 N/A - N/A  NA 1 0 10

16-Jul-19 N/A 20 20 N/A- N/A  N/A 0 0 1

14-Aug-19 N/A 30 30 N/A~ N/A N/A 0 0 1

5-Sep-19 N/A 30 30 N/A N/A  N/A 0 0 4

30-Sep-19 N/A 30 30 N/A - N/A  N/A 0 0 0

Total 17 sampling sessions 525 455 980 5 122 26 2 47 31
2019-2020 *21-Oct-19 50 N/A 80 1 0 6| NVV/A NA  NA
*24-Oct-19 N/A 30 N/A N/A  N/A 3 0 1

12-Nov-19 50 30 80 2 5 8 0 0 4

*2-Dec-19 50 N/A 80 0 0 2| N/A  NA N/A

*3-Dec-19 N/A 30 N/A  N/A N/A 0 0 5

*19-Dec-19 50 N/A 57 0 22 1] N/A NA NA

*20-Dec-19 N/A 7 N/A N/A N/A 0 0 0

10-Jan-20 40 30 70 1 4 0 1 0 5

*27-Jan-20 N/A 30 80 N/A N/A  N/A 0 1 1

*28-Jan-20 50 N/A 3 0 2| NA NA NA

13-Feb-20 50 30 80 1 5 2 1 8 0

*2-Mar-20 N/A 30 80 N/A N/A  N/A 0 20 1

*3-Mar-20 50 N/A 3 34 0| N/A N/A N/A

16-Mar-20 50 30 80 1 13 1 1 24 3

20-May-20 N/A 31 31 N/A N/A  N/A 0 13 1

4-Jun-20 N/A 30 30 N/A N/A  N/A 1 12 4

25-Jun-20 N/A 30 30 N/A - N/A  N/A 0 5 8

16-Jul-20 N/A 30 30 N/A  N/A N/A 0 0 7

13-Aug-20 N/A 30 30 N/A~ N/A  N/A 0 0 3

10-Sep-20 N/A 30 30 N/A - N/A  N/A 0 0 3

1-Oct-20 N/A 30 30 N/A - N/A  N/A 0 0 1

Total 16 sampling sessions 440 458 898 12 83 22 7 83 44
Total 64 sampling sessions 2044 1378 3422 40 383 110 19 190 114

425
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427

Supplementary material 2. Generalized linear mixed models summaries. AstV: astrovirus; CoV: coronavirus; PMV: paramyxovirus.

Response variable

Fixed effect

Random effect

Complete model

Selected model

AstV
CoV

PMV

Colony
Colony

Colony

(Season/Date)
(Season/Date)

(Season/Date)

AstV~Location+(1|Season/Date)
CoV~Location+(1|Season/Date)

PMV~Location+(1|Season/Date)

AstV~1+(1|Date)
CoV~1+(1|Date)
PMV~Loca-
tion+(1| Date)

AstV
CoV
PMV

CoV+PMV+CoV:PMV
AstV+PMV+AstV:PMV
AstV+CoV+AstV:CoV

(Date)
(Date)
(Date)

AstV~CoV+PMV+CoV:PMV+(1|Date)
CoV~AstV+PMV+AstV:PMV+(1 | Date)
PMV~AstV+CoV+AstV:CoV+(1|Date)

AstV~1+(1|Date)
CoV~1+(1|Date)
PMV~1+(1|Date)
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V. Chapitre Il

Modélisation de la dynamique
d’infection aux coronavirus dans
une colonie de Petit Molosse de La

Réunion
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IV.1. La modélisation en épidémiologie

Au cours des 50 derniéres années, I'étude des maladies infectieuses a donné
naissance a un domaine de recherche interdisciplinaire regroupant a la fois les
mathématiques, I'épidémiologie, I'écologie, la biologie évolutive, I'immunologie, la
sociologie ou encore la santé publique (Heesterbeek et al. 2015). L’étude des maladies
infectieuses peut étre scindée en trois grandes catégories : la recherche en laboratoire,
la recherche sur le terrain, et enfin, la modélisation (Jeong et al. 2017). Les études au
laboratoire et sur le terrain sont souvent confrontées a la complexité des systemes,
pouvant rendre difficile I'interprétation de certains résultats, voire I'appréhension de
certains facteurs essentiels dans I'étude des dynamiques infectieuses. La modélisation
se veut étre un outil complémentaire permettant de s’affranchir de ces barriéres. Ces
derniéres années, le nombre de publications utilisant des modéles mathématiques et
publiées dans des revues scientifiques internationales a augmenté de maniéere
significative (Figure 24). Elles ont joué un réle majeur dans I'évaluation des risques et
I'élaboration de réponses face aux pathogenes émergents (e.g. Metcalf et Lessler

2017), tel que nous le vivons actuellement avec la pandémie de COVID-19.

300 30 3
o | | | | 3
© o
c [ 1 All Journals 2]
3 250 [ Nature 25 oF
= Bl Science — o
© =

- ©
2 200t 120 =
<
3 5
o 150t _ . {15 ©
a 2
2 - 5
£ a
< 100} = 110 o
3 £
£ 3
— )
T 50 5 g
g E

=1 U=lS = =
1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 <

Figure 24. Evolution de l'utilisation des modéles mathématiques dans la littérature en
épidémiologie (1991-2004) (Keeling et Rohani 2011).
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IV.1.1. R6les de la modélisation

Au travers du langage mathématique, la modélisation permet d’explorer des
systemes complexes en les simplifiant, pour en révéler les mécanismes (Jeong et al.
2017). Notamment, elle peut avoir deux grands rdles: la compréhension et la
prédiction. Elle permet d’extrapoler a partir soit d’'un jeu de données connu soit des
mécanismes sur différentes échelles (e.g. individu, population, métapopulation)
(Keeling et Rohani 2011). Par exemple, les modeles permettent de prédire les
dynamiques infectieuses a I'échelle de populations a partir de données obtenues au
niveau individuel. lls permettent aussi de faire des prédictions a long terme a partir
d’observations précoces, ou de simuler I'impact de la vaccination sur la propagation
d’'un agent infectieux donné (Keeling et Rohani 2011). Par ailleurs, les modéles
permettent (i) d’élucider les propriétés des agents infectieux émergents (Fraser et al.
2009 ; Cauchemez et al. 2014 ; Metcalf et Lessler 2017), (ii) de mettre en exergue les
principes généraux des émergences (Fraser et al. 2009 ; Metcalf et Lessler 2017), ou
encore (iii) de comparer les mécanismes potentiels de propagation et de persistance
(Cauchemez et al. 2016 ; Metcalf et Lessler 2017). La construction et les propriétés
des modéles varient selon la finalité de I'étude. Les modéles prédictifs sont les plus
communs. Ces derniers doivent intégrer la complexité des systemes et se doivent
d’étre le plus précis possible (Keeling et Rohani 2011). Ainsi, ils font état des
hétérogénéités au niveau des populations, et sont construits a partir de parametres
connus. lls peuvent jouer un réle important dans les stratégies de contréle (Keeling et
Rohani 2011). Ce type de modele a par exemple été utilisé durant une épidémie de
fievre aphteuse, causée par des picornavirus, au Royaume-Uni en 2001. Ils ont permis
de prédire I'impact positif de I'abattage ciblé des animaux, sur la réduction des pertes
globales de bétail, et sur la résorption de I'épidémie (Keeling et al. 2001 ; Keeling et
Rohani 2011). Les modéles destinés a comprendre la propagation des agents
infectieux se focalisent eux sur I'impact de la modification de certains parameétres clés
sur les dynamiques infectieuses. Leur construction se doit d’étre simple pour faciliter
les analyses. Dans ce type de modéles, il est possible d’isoler un a un les facteurs, de
les faire varier, et d’enregistrer les réponses liées a ces variations (Keeling et Rohani
2011). lls permettent ainsi d’identifier des facteurs clés ou a négliger dans certains
scenarios épidémiologiques, et peuvent étre a la base de modeéles plus complexes et
prédictifs. Ces modeéles sont par exemple utiles pour examiner les effets d'un nombre

variable de partenaires sur la propagation d’'une maladie sexuellement transmissible
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(Keeling et Rohani 2011). Malgré les nombreux avantages que peut offrir la
modélisation, il est cependant important de souligner que tous les modeéles présentent
des limites. En théorie, il est impossible de construire un modeéle parfait. Des
parametres inconnus qui ne peuvent étre intégrés dans les équations sont toujours
présents. Toutefois, en prenant en compte les questions auxquelles doit répondre le
modele, ainsi que la balance entre I'exactitude, la transparence et la flexibilité, la

modeélisation peut se révéler étre un outil pertinent.

IV.1.2. Modeles en compartiments : principe de fonctionnement

Les modeles en compartiments sont adaptés pour élucider les mécanismes
sous-jacents aux transmissions. lls peuvent étre appliqués a des données de terrain
recueillies lors d’études longitudinales, et permettent de tester de nombreuses
hypothéses (Keeling et Rohani 2011). Dans ce type de modéles, les individus
constituant une population fictive sont répartis dans différents compartiments
homogenes qui refletent les statuts possibles de ces individus par rapport a une
maladie donnée. Par exemple, on peut considérer un compartiment comportant des
individus « Sensibles » (abrégé en « S ») a I'agent infectieux, c’est-a-dire que ces
individus ne I'ont jamais rencontré et n‘ont pas de protection contre I'infection (e.g.
immunité acquise). Il est possible également de générer un compartiment comportant
des individus « Infectieux » (abrégé en « | »), ou encore un autre comprenant des
individus « Rétablis » de I'infection (abrégé en « R »). Couramment, en fonction de la
biologie de I'agent infectieux considéré, il est envisageable d’intégrer un nombre
variable de compartiments (e.g. « Exposés », « Vaccinés », «Immunisés ») qui
déterminera la structure du modele. Des paramétres épidémiologiques permettent de
quantifier la proportion d’individus passant d’'un compartiment a un autre : ces
paramétres régissent les mouvements ou flux dfindividus d’une catégorie
immunologique a une autre, et sont dépendant de la biologie de I'agent infectieux. Par
exemple, avec les compartiments « S », « | » et « R » décrits plus-haut, on pourrait
établir un modéle en compartiment dans lequel deux paramétres épidémiologiques
relient les trois compartiments : la contamination et la guérison (Figure 25). Ce modele
est adapté aux agents infectieux pour lesquels il N’y a pas de période d’incubation, et
pour lesquels le développement d’'une immunité spécifique empéche toute réinfection
(Figure 25). En revanche, avec les mémes compartiments, on pourrait également

établir un modéle SIRS. Au sein de ce modele, les individus présents dans le
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compartiment « Rétablis », peuvent a nouveau intégrer le compartiment « Sensibles »
suite a la perte de I'immunité acquise consécutive a I'exposition a I'agent infectieux
(Figure 26).

S Contaminations Guérisons
Figure 25. Diagramme de flux d'un modéle SIR. S = sensibles, | = infectieux, R = rétablis.
S Contaminations Guérisons
Perte d'immunité
Figure 26. Diagramme de flux d'un modéle SIRS. S= sensibles, |= infectieux, R= rétablis. Les

individus rétablis peuvent redevenir sensibles suite a une perte d’immunité spécifique.

Les modéles en compartiments permettent d’estimer le nombre d’individus
présents dans chaque compartiment a un instant donné et de suivre les dynamiques
infectieuses. Pour cela, chaque compartiment est codé par une équation différentielle
prenant en compte les individus entrants et les individus sortants en fonction du temps.
Ces équations sont régies par des paramétres clés, décrivant I'épidémiologie de
I'agent infectieux, ou encore la biologie de I'héte considéré (Keeling et Rohani 2011).
Ces parametres peuvent étre mesurés sur le terrain ou en laboratoire, ou peuvent étre
estimés par des méthodes statistiques. Les équations peuvent, par exemple, intégrer
le rythme auquel les individus sensibles a un agent infectieux s’infectent (i.e. taux de
transmission) ou encore, intégrer les parametres démographiques de la population,
tels que les pics de naissances (qui implémentent la population de nouveaux individus
sensibles), ou encore la mortalité naturelle (e.g. Peel et al. 2014). La finalité du modele
ainsi que les questions scientifigues sous-jacentes sont importantes pour déterminer

le niveau de détails et les parametres a intégrer.
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IV.2. Modélisation des dynamiques infectieuses chez les chauves-
souris

IV.2.1. Généralités

La modélisation en épidémiologie a principalement été employée dans le cadre
de I'étude des maladies infectieuses humaines. Depuis quelques années elle s’est
transposée a I'étude des infections chez les animaux domestiques et sauvages. Les
chauves-souris, réservoirs d’agents infectieux pouvant étre responsables de maladies
émergentes et hautement pathogénes chez 'Homme, font I'objet d’'une grande
attention (Calisher et al. 2006). La diversité des agents infectieux circulant chez ces
mammiféres est de mieux en mieux décrite. De méme, de plus en plus d’études se
penchent sur la compréhension des mécanismes régissant les dynamiques de
transmission et d’infection au sein des communautés de chauves-souris (Olival et
Hayman 2014 ; Plowright et al. 2016 ; Schountz et al. 2017). Néanmoins, les études
de terrain présentent des limites liées a la complexité des systémes naturels, et ces
meécanismes restent mal caractérisés. Ainsi, 'emploi de modéles mécanistes en
complément des investigations menées sur le terrain est de plus en plus fréquent afin
d’explorer les dynamiques infectieuses chez les chauves-souris avec précision (Lloyd-
Smith et al. 2009 ; Lessler et Cummings 2016).

IV.2.2. Modeles mécanistes chez les chauves-souris

Les études portant sur la modélisation épidémiologique chez les chauves-souris
se sont principalement focalisées sur des virus d’intérét médical (Gentles et al. 2020).
Dans une synthese parue en 2020, Gentles et ses collaborateurs font état de pres de
25 publications, parues entre 2007 et 2020, et utilisant des modeles mécanistes pour
'étude des dynamiques infectieuses chez ces mammiféres (Gentles et al. 2020).
Parmi ces études, la majorité des modéles développés (92%) est originale, et utilisée
pour un systeme unique chauves-souris — virus. Cependant, malgré la diversité des
espéeces de chauves-souris décrites dans le monde, seules quelques espéeces ont été
ciblées, principalement en milieu continental (Figure 27) (Gentles et al. 2020). Une
grande partie des études recensées ont été conduites a I'échelle des populations,
contre quelques-unes seulement a I'échelle de I'hote (Gentles et al. 2020). Enfin, sur
'ensemble des études comportant de la modélisation (modéles mécanistes et autres),
prés de la moitié correspond a des modeéles ajustés aux données de terrain (Amengual

et al. 2007 ; Pons-Salort et al. 2014 ; Gentles et al. 2020). L'autre moitié comprend des
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modeles théoriques ou des modéles comportant des parametres estimeés a partir de la
littérature (Figure 27) (Gentles et al. 2020). En proportion, la majorité des modeles
recensés (44%) traite des dynamiques de transmission des lyssavirus, viennent
ensuite les modéles traitant des filovirus (28%), des paramyxovirus (20%), et enfin des
coronavirus (8%) (Gentles et al. 2020). L'ensemble de ces modeéles a apporté des
éléments de compréhension importants sur les dynamiques infectieuses. Par exemple,
pour les lyssavirus, et particulierement pour le virus de la rage, trois études reposant
sur des modeles théoriques a I'échelle de I'héte ont mis en évidence que
I'hétérogénéité des réponses immunitaires au niveau individuel pouvait favoriser le
maintien du virus au niveau d’'une population (Dimitrov et al. 2007 ; 2008 ; Dimitrov et
King 2008 ; Gentles et al. 2020). Ces résultats ont été confortés par d’autres modéles
investiguant les dynamiques infectieuses a I'échelle des populations (George et al.
2011).

Ajusté aux données

Théorique

Parametres dérivés de données S E

Approche
(T

Articles
® oA N O

Figure 27. Distribution géographique des études de modélisation épidémiologique de virus de
chauves-souris (Adapté de Gentles et al. 2020). Les pays ou régions dans lesquelles les études ont
été menées sont mis en valeur. L'échelle de couleurs employée indique le nombre d’articles publiés.
Les diagrammes indiquent le type de modéle employé (théorique, simulé a I'aide de paramétres dérivés
de données, ou explicitement ajusté aux données) pour chaque zone géographique.
IV.2.3. Modeles associés aux coronavirus de chauves-souris

Sur les 25 études mécanistes recensées par Gentles et collaborateurs, seules

deux études se sont penchées sur les coronavirus associés aux chauves-souris. La
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premiere étude a comparé plusieurs modeles en compartiments construits a partir de
données de terrains de captures-marquages-recaptures, pour étudier la dynamique
d’infection du Murin a Grandes Pattes (Myotis macropus) par un a-coronavirus, en
Australie. Cette étude a mis en exergue que des infections transitoires et persistantes
pourraient coexister au sein des populations, et permettrait d’expliquer les patrons
d’infection observés sur le terrain (Jeong et al. 2017). La seconde étude a été publiée
au début de la pandémie de COVID-19, alors que les autorités Chinoises évoquaient
une potentielle émergence du SARS-CoV-2 depuis le marché de fruit de mer de
Huanan. Elle visait a tester si une transmission entre chauves-souris et humains
pouvait expliquer les données épidémiologiques (évolution du nombre de cas a
Wuhan) (Chen et al. 2020). Les résultats issus des simulations et illustrant I'évolution
du nombre de cas de la COVID-19 a Wuhan étaient semblables aux données,
suggérant un potentiel changement d’héte du virus, néanmoins sans conclusion
définitive sur ce point. Par ailleurs, I'étude a permis d’estimer un taux de reproduction
(Ro) pour le virus. Aujourd’hui, bien que la diversité des coronavirus circulant chez les
chauves-souris soit de mieux en mieux décrite (Chen et al. 2014 ; Anthony et al. 2017
; Database of bat-associated viruses 2021), les études de terrain et les modéles visant
a comprendre la circulation de ces virus dans leurs réservoirs sauvages restent trés
limités (Gentles et al. 2020).

IV.3. Modélisation de la transmission des coronavirus chez le Petit
Molosse de La Réunion

IV.3.1. Contexte

Les dynamiques d’infection par les coronavirus ont été décrites chez le Petit
Molosse de La Réunion (Joffrin et al. 2022). La régularité des pics d’infections dans la
colonie de maternité suggere un lien fort avec la saisonnalité de gestation et d’élevage
des jeunes. Dans I'étude présentée ci-aprés, nous avons développé un modéle
épidémiologique mécaniste en nous basant sur des données épidémiologiques
d’excrétion virale (Joffrin et al. 2022) et sur la structure de la population de la colonie
de maternité située dans la grotte dans la commune de Trois-Bassins (Dietrich et al.
2015b ; Hoarau et al. En préparation). Les objectifs étaient de (i) développer un modéle
épidémiologique intégrant fidélement les caractéristiques démographiques de la
population, et (ii) de tester I'effet de I'évolution de la structure de la population (classe

d’age, présence d’individus sensibles) sur la dynamique d’infection.
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IV.3.2. Résumé de I’étude (Article 4)

Nous avons établi un modele mécaniste constitué de cing compartiments :
MSITR (« M » : «Immunité maternelle », « S »: « Sensible », «|»: « Infecté »,
« T » : « Excrétion transitoire des acides nucléiques du virus », et « R » : « Rétablis »),
en nous appuyant sur les données épidémiologiques (Joffrin et al. 2022), des
observations de terrain (sur la structure de la population), et les hypothéses avancées
concernant la dynamique de transmission de ces CoV (e.g. présence d’une immunité
maternelle). A ce modeéle, nous avons appligué un découpage en classes
d’age (nouveau-nés, juvéniles, adultes) et intégré des aspects démographiques (e.qg.
naissances, flux migratoires) afin de nous rapprocher au mieux de I'évolution de la
structure de la colonie au cours de la saison. Nous avons défini des parametres
épidémiologiques et démographiques que nous avons pu approcher au cours de cette
étude, et avons conduit des simulations a I'échelle d’'une saison de gestation et
d’élevage des jeunes. Nous avons pu montrer que notre modeéle reproduisait la
dynamique démographique de notre population. Par ailleurs, nous avons également
pu recréer la dynamique de transmission des CoV, et avons pu retrouver la présence
des pics infectieux aux mémes temps que ceux mis en évidence au cours de I'étude
précédemment publiée (Joffrin et al. 2022), et avec des amplitudes similaires. Nous
avons ainsi pu illustrer I'efficacité des approches de modélisation dans le cadre de
I'étude des dynamiques infectieuses, en dépit des manques de données reflétant la

complexité des systemes naturels.
IV.3.3. Article 4 : « Highly predictable coronavirus shedding pulses in a tropical

bat maternity colony »

En préparation
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INTRODUCTION

Environmental seasonal changes such as temperature fluctuations, or variations in
resource availability, are known to influence many features of wildlife biology [1].
Modifications occurring in social behavior (e.g. aggregation of hundreds or thousands
of individuals), or variations in population structure (e.g. births) related to these
changes, are factors that can critically affect the maintenance and circulation of
infectious agents in populations [1-3]. However, seasonal fluctuations of infections, as

well as the underlying factors, remain poorly investigated in natural conditions.
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Bats are reservoirs of many infectious agents [4-6]. Among them, a high genetic
diversity of coronaviruses (CoVs), has been identified worldwide [7-10]. During the
past 20 years, the Severe Acute Respiratory Syndrome coronaviruses 1 and 2 (SARS-
CoV and SARS-CoV-2) likely originated in bats [11-13], emerged in human
populations, emphasizing the need to decipher the epidemiology of CoVs in bat

populations.

Several studies have highlighted that the circulation of CoVs in bats is seasonal, and
that juveniles may be more prone to shed viruses [14-18]. In a recent work, we
conducted a longitudinal study in a maternity colony of an endemic species of Reunion
Island: the Reunion free-tailed bat (RFTB; Mormopterus francoismoutoui), over two
consecutive birthing seasons (2016-2017 and 2017-2018) [19]. We highlighted a
strong variation of the proportion of bats shedding coronavirus every years, and
emphasized repeatable patterns among years [19]. Specifically, we described the
presence of two CoV shedding pulses at the beginning of the birthing season and
within two months after parturition, each year, potentially reflecting major changes in

the host population structure and herd immunity [19].

We hypothesized that pregnant females and juveniles may be involved in the two
shedding pulses. However because of the non-invasive sampling approach (collection
of feces under the colony) we were not able to confirm our assumptions. Here, we
examined the effects of variations in population structure related to the seasonality of
reproduction on CoV infection dynamics in the RFTB with a modeling approach. We (i)
modeled the population dynamics and (ii) investigated its effects on coronavirus

transmission pattern.
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MATERIAL AND METHODS
Bat population

We focused on the largest bat colony on Reunion Island. This colony, located in a ~
30 m?® natural cave on the West coast of the island, is occupied only by RFTB, from
October to June [19,20]. This seasonal occupation is associated to a highly
synchronous and repeatable birthing in this species. Between October and December,
the colony is mainly composed of pregnant females, with a population reaching about
40,000 to 50,000 flying bats before parturition. Parturition is reported in mid-December
and lasts for about a month. From January onwards, the colony is mainly composed of
newborns becoming juvenile bats approximately one month after birth. Population size
then decreases progressively towards the end of the season (June), until the cave
remains empty and until the income of new pregnant females, in October. RFTB
relative population size was estimated throughout the course of the birthing season

based on field observations (Figure 1; [19,20]).

Model structure

We designed a deterministic compartmental model using ordinary differential
equations (“ODEs”) and comprising maternally immune “M", susceptible “S”, infectious
“I", transitory excreting “T”, and recovered “R” classes (Figure 2). We implemented the
model with three age classes corresponding to newborns (1), juveniles (2) and adults
(3). All bats had the same mortality rate p (we assumed that coronavirus infection did

not affect bat fitness).

We considered that newborns become juveniles with an ageing rate ay, and juveniles

become adults with an aging rate az. Only newborns from immune mothers were

3
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expected to integrate the “M” class. We assimilated the duration of this immunity as
the equivalent of the duration of the lactation. We considered the weaning to occur
when newborns become juveniles. The Alphacoronavirus was detected in fresh
droppings suggesting the transmission probably occurs via the fecal-oral route.
Therefore, we assumed the transmission to be density-dependent [21-23]. Susceptible
individuals “S” thus become infected “/I” at the rate 8SI. The different age classes were
spotted successively but not simultaneously during the season (Figure 1). Therefore,
we anticipated that viral transmission mainly occurred between individuals of the same
age classes, and described transmission rates associated to each of them: B4, 82, and
Bs. We nevertheless described transmission among individuals of different age classes

with the transmission rate Binter.

In our previous study, coronavirus RNA was detected in up to 78% of tested samples
[19]. Because the detection of viral RNA may not reflect the shedding level of infectious
particles, we assumed that not all bats were infectious during coronavirus shedding
pulses. Therefore, we considered that infected individuals integrate the intermediary
class “T” consisting of individuals shedding viruses below a threshold leading to
coronavirus transmission, at the rate 6. Finally, we considered that individuals integrate
the recovered class “R” at the recovery rate y, and remain immune for life. We assumed

that recovery rate was specific to each age classes: y1, y2 and yas.

We tried to integrate migration flows occurring in the colony. We simulated the arrival
of pregnant females with a function mig. To this function, we applied ps, p;, pr and pr
in each associated compartment, corresponding to the proportion of susceptible,
infectious, transitory excreting, or recovered individuals, immigrating into the colony

(see ODEs below). Then, we simulated the emigration of adults and juveniles at the
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95 end of the season respectively with the Ea and E, functions. Finally, we simulated the

96 birth pulse using the function b.
97 The ODEs associated to each age classes are therefore:
98 i=1 (Newborns):

M .
—— = b(time) * (Iyy2 + Riyp + Ti2) — a;M; — uM;

dt
ds; )
T3¢ = b(time) * iz = BiSili = BinterSi * (iva + lis2) — Siai + 1)
99 di;
) Gt = PiSili + BincerSi * i1 + Liv2) — Li(@; + 1+ 6)
ar,
E=9*li —Ti(a; +p+vy)
dR,
ar yTi = Ri (a; + 1)

100 =2 (Juveniles):

rdsS; .
d_tl = @ Mg + ;1S = BSili = BiyerSi * (imq + Iiq) = Si(a; + 1) — E;(time) * S;
dl;
d_tl = @1y + BSili + BigerSi * Uiy + Iio1) — Ii(a; + p + 8) — E)(time) * I;
101 { ar,
P 6 +I; —T(a;+p+y)—E (time) * T,
dRi .
— =yTi+ai 1Ry — R (a; + 1) — E,(tlme) * Ry

dt

102  i=3 (Adults):

ds;
d_tl = mig(time) * p_ + @;_1S;i_1 — B;Sil; = BipeerSi * (imy +1i23) — 1S, — E,(time) * S;
dl;
= = mig(time) « by + @i aliy + BSili By, St * Uiy + 1) = L+ 8) — Ey(time) = I,
103 ] dT
d_tl = mig(time) *p, + 0 * I; = T;(w+y) — E,(time) * T,
R
| d—t‘ = mig(time) * p, + a;_1R;_; + yT; — uR, — E(time) * R,

104

105 Parameters estimation
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Simulations were performed over one birthing season. We set the beginning of the
season at October 1%, and the end of the season at June 30", corresponding to 273
days. For the initial conditions, we set the number of pregnant females to 1,500
individuals based on visual counting on field. The number of initially susceptible,
infectious, transitory excreting and recovered bats (So, /o, To, Ro), the proportions of
susceptible, infectious, transitory excreting and recovered individuals (ps, pi, pr and
pr) immigrating to the colony, the transmission rates (81, 82, 83, and Binter), the recovery
rates (y1, y2 and y3), and the transition rate (6) were estimated by exploring gradients
of values and by selecting the best values following the least squared method (Table

1).

The arrival of pregnant females (mig), the birth pulse (b), the emigration of adults (Ea)
and juveniles (Ey), were defined as functions of time, and estimated based on field
observations (Table 1). The mig function consisted of a linear function simulating the
continuous arrival of individuals during the first weeks of the birthing season. It was
assessed based on the initial number of bats and the maximum individuals recorded
in late November [20] and was applied from October to late November. For the birth
rate, we assumed that each pregnant female gives birth to one only pup and applied
the function from mid-December to mid-January [20]. The interval of application of
emigration functions (Eaand E,) was assessed based on the visual observations of the
corresponding age classes throughout the season (Figure 1), and the values were
estimated by exploring gradients and by selecting the best values following the least
squared method. Ea (1/4 per capita per day) was applied from mid-January to mid-
February and E, (1/20 per capita per day) from mid-February to late-June. The ageing
rate a; was estimated to 1/30 per capita per day based on the fact that we massively

observe juvenile bats one month after the first births (Figure 1, Table 1). The time
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needed for juveniles to become adults was expected to be higher than the duration of

one birthing season (> 273 days) (Figure 1). We set the value to 365 days and used it

to estimate the ageing rate a- to 1/365 per capita per day (Table 1). Finally, the

mortality rate was approximated based on the lifespan of the Mexican free-tailed bat

(Tadarida brasiliensis), a species of the same bat family (Molossidae) [24].

Table 1. Model variables and parameters.

Parameter Symbol Type'of Value Inter_val f or Unit
parameter application
crts " . , _ per capita
Newborns transmission rate B1 Epidemiological 0.0001 per day
. o . . . _ per capita
Juveniles transmission rate B2 Epidemiological 0.00001 per day
- . . . _ per capita
Adults transmission rate Bs Epidemiological 0.00001 per day
Inter-age classes transmission rate Biner ~ Epidemiological 0.000012 - panzapiia
per day
i ; ; ’ R per capita
Transition rate €] Epidemiological 1/10 per day
; : ; ) per capita
Newborns recovery rate y1 Epidemiological 1/10 per day
; ; ; ; _ per capita
Juveniles recovery rate y2 Epidemiological 1/20 per day
g ; ; B per capita
Adults recovery rate y3 Epidemiological 1/5 per day
Proportion of susceptible adults ; ; ;
immigrating ps Epidemiological 0.7 - per day
Proportion of Infectious adults ; ¢ ;
immigrating pi Epidemiological 0.09 - per day
Proportion of transitory excreting adults . ’ .
immigrating pr Epidemiological 0.01 - per day
Proportion of recovered adults . . )
immigrating PR Epidemiological 0.2 - per day
Number of initial susceptible adults So Epidemiological 300 - individuals
Number of initial infectious adults lo Epidemiological 0 - individuals
Number of '”'“2;3?{;5“0“’ excreting To  Epidemiological 0 : individuals
Number of initial recovered adults Ro Epidemiological 1200 - individuals
G mig ; Day 1 to
Immigration of pregnant females (time) Demographical 1000 day 51 per day
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Day 107 to

Emigration of adults Ea(time) Demographical 1/4 day 138 per day
Emigration of juveniles Ey(time) Demographical 1/20 Dggy1§$;0 per day
bume) Demogrshica 10 DETSle percant
Newborns aging rate as Demographical 1/30 _ PS; rcz,:jia
Juveniles aging rate az Demographical 1/365 - Pz;fz’,:ﬁa
Natural mortality rate m Demographical 0.00034247124 - Pz; fzgjia
RESULTS

Bat population dynamics

The model output representing the evolution of the total population size of the colony
was characterized by three main phases, in accordance with field observations (Figure
3). At the beginning of the season, we observed a first increase in the population size,
corresponding to the arrival of pregnant females (Figure 3). Shortly after parturition,
the size of the population reached a maximum and then gradually decreased until the
end of the season, because of the departure of (i) females and then (ii) juveniles
(Figure 3). When considering the different age classes provided by the model output,
we observed adults at the beginning of the season until one month after parturition,
newborns only cne month after the beginning of the birth pulse, and juveniles from
approximately one month after the beginning of parturition until the end of the season

(Figure 3).

Coronavirus infection dynamics

The model output simulating the infection dynamics of CoVs was very similar to the

data obtained based on field studies [19] (Figure 4). For the whole population, the
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model output provided two periods of virus transmission: the first one at the beginning
of the season, and the second one after the parturition (Figure 4B). The first
transmission increase occurred earlier than the first coronavirus shedding pulse
measured in the field, however the second and major one seemed to coincide with
empirical data (Figure 4A and Figure 4B). However, we did not observe the third
excretion peak detected during the second year of follow-up (2017-2018) [19]. When
considering the age classes involved in the two excretion peaks, the first peak
consisted only of adults whereas the second one involved mostly juveniles (Figure

4C).

DISCUSSION

In this study, we investigated the effects of population and age structure associated to
the seasonality of reproduction, on coronavirus transmission dynamics in an endemic
tropical bat species of Reunion Island (Mormopterus francoismoutoui). Based on a
mechanistic epidemiological model we described the population dynamics of the bat

population in a birthing colony, and investigated its effects on CoV infection.

The simulations representing the evolution of population size and structure, as well as
variation of the proportion of bats shedding viruses in the course of the birthing season,
were consistent with field observations. Infection peaks were observed involving
respectively adults and juveniles, thus validating our assumptions, and confirming the
role that maternity colonies and population structure have in the transmission of CoVs

in bat populations [14,19,25].

However, some level of variations was identified. The first excretion peak occurred

earlier in the birthing season in the model outputs. This result probably originated from

9
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the difficulty to estimate precisely the number of adults immigrating to the colony at the
beginning of the season, and from missing information about their infectious status
upon arrival. Indeed, the geographical origin of females colonizing the cave at the
beginning of the season, as well as the destination of adults and juveniles after the
parturition remain unknown. Longitudinal studies involving capture-mark-recaptures
(CMRs) of individuals are needed to understand and clarify population dynamics and
characterize migration flows within this colony and between colonies. Such studies
may also allow to refine the demographical parameters used in the model such as
ageing rates and migration rates. CMRs combined with molecular and serological
approaches may further provide useful information about the epidemiology of the
Alphacoronavirus detected in this species. For instance, this will inform about the
duration of either maternal immunity or viral infection, as well as the time needed to

recover from the infection.

Epidemiological modelling are fundamental and complementary to field studies to
better understand the dynamics of viral transmission within populations of reservoir
hosts [26]. During the past decades, the number of studies based on mechanistic
models and focusing on bat-borne viruses increased, suggesting that research
interested in the mechanisms underpinning bat virus dynamics is on the rise [27].
However, despite bat-borne CoVs are recognized as a growing threat to public health,
the number of models focusing on these viruses are limited [23,27,28]. Although further
adjustments and comprehensive datasets are needed, this study highlighted the
importance of longitudinal studies for the establishment of CoV models able to predict

variations in transmission dynamics and consequently the potential spillover risks.
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Figure 2. Flow diagram of the epidemiological model. The five compartments are: maternally immune "M", susceptible "S", infectious "/",
transitory excreting "T" and recovered "R". The first line corresponds to newborns (age class (1)), the second line to juveniles (age class (2)), and
the third line to adults (age class (3)). Epidemiological parameters are presented in orange. B: transmission rate, 6: transition rate, y: recovery
rate. Demographical parameters are in green and grey. as and az: aging rates between age classes, p: natural mortality rate, b(time): birth pulse
in function of time, mig(time): immigration of adults in function of time, Ea(time): emigration of adults in function of time, and E,(time): emigration

of juveniles in function of time.
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Figure 4. Proportion of bats shedding coronavirus in the course of a birthing season
(data versus model output). (A) Data. Light blue: 2016-2017; dark blue: 2017-2018. (B)

Model output for total population. (C) Model output with details by age classes. Pink: newborn

bats; brown: Adult bats; grey: juvenile bats.
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La caractérisation de la diversité des agents infectieux circulant dans les
populations d’animaux sauvages et la compréhension de leur épidémiologie sont des
enjeux majeurs a I'aube de I'’émergence de nouvelles zoonoses dans les populations
humaines (e.g. Morse 1995 ; Jones et al. 2008 ; Morens et al. 2004). Les travaux
menés au cours de cette thése avaient pour objectif de caractériser I'effet de la
diversité et de la structure des populations de chauves-souris sur les dynamiques de
co-infections des coronavirus, paramyxovirus et astrovirus au sein de plusieurs
especes de la région du sud-ouest de I'océan Indien. Aprés une synthése de la
littérature sur les co-infections et leurs impacts sur I'épidémiologie des agents
infectieux au sein de la faune sauvage (Article 1), cette thése s’est organisée autour
de trois axes de recherche. Dans un premier temps, nous avons investigué la
cooccurrence des trois familles virales ainsi que I'existence de potentielles interactions
entre ces virus, dans des échantillons provenant de pres de la moitié des espéces de
chauves-souris recenseées dans la région (Article 2). Dans un second temps, nos
travaux se sont focalisés sur une espéce endémique de I'lle de La Réunion. Nous
avons examiné la co-circulation des trois virus au sein du Petit Molosse, dans deux
colonies de maternité, au cours d’'une étude longitudinale sur quatre saisons de
gestation et d’élevage. Ce travail visait a analyser les effets de la variation de la
structure et de la taille de la population en lien avec la saisonnalité de reproduction,
sur les dynamiques infectieuses (Article 3). Enfin, nous avons exploré l'effet de
I'évolution de la structure de la population dans une colonie de maternité de Petits
Molosses sur la dynamique d’infection aux coronavirus, au travers d’une approche de
modélisation épidémiologique reposant sur un modeéle construit a partir de données

publiées, et d’'observations de terrain (Article 4).

Nos travaux ont mis en avant plusieurs résultats originaux. Tout d’abord, nous
avons pu mettre en évidence, pour la premiere fois, I'existence de co-infections entre
coronavirus, paramyxovirus et astrovirus, au sein de plusieurs especes de chauves-
souris de la région, et de possibles interactions entre certains de ces virus. Par ailleurs,
nous avons démontré l'existence d'une dynamique de circulation saisonniere
marquee, répétable entre années et entre colonies de maternité, chez le Petit Molosse,
avec des différences majeures pour chacun des virus étudiés. Enfin, nous avons
construit et validé un modeéle mécaniste permettant I'étude de la dynamique d’infection

aux coronavirus chez le Petit Molosse.
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V.1. Co-infections virales chez les chauves-souris

Les études investiguant la présence de co-infections virales chez les chauves-
souris sont rares (Kaufman 2020). La majorité des co-infections rapportées a ce jour
le sont de maniére fortuite, ou provient d’'investigations moléculaires ne recherchant
pas spécifiguement des co-infections (Kaufman 2020). Parmi ces données, seulement
un quart correspond a des co-infections impliquant des virus appartenant a des
familles virales différentes (i.e. co-infection interfamiliales) (Kaufman 2020). Au cours
de cette these, nous avons axé nos travaux sur la recherche systématique de co-
infections interfamiliales au sein de nos échantillons, et avons rapporté pour la
premiere fois I'existence de co-infections entre coronavirus, paramyxovirus et
astrovirus, au sein de chauves-souris de la région. Par ailleurs, pres de 90% des co-
infections interfamiliales décrites dans la littérature sont des co-infections bipartites
(Kaufman 2020). De maniere intéressante, nous avons identifié des co-infections
tripartites impliquant les trois familles virales chez des chauves-souris du Mozambique
(Article 2), ce qui, a notre connaissance, n’avait jamais été documenté. Bien
gu’anecdotique, ce résultat est marquant. Dans notre étude longitudinale conduite sur
guatre saisons de reproduction, nous n’avons jamais détecté la présence de co-
infections simultanées par ces trois virus chez le Petit Molosse. Ces trois familles
virales sont détectées communément chez les chauves-souris a I'échelle mondiale
(cf. Introduction générale), et pourtant, la détection de co-infections impliquant les trois
virus a la fois reste exceptionnelle. Cette tendance pourrait s’expliquer par des

interactions négatives sous-jacentes entre ces virus, engendrant une exclusion virale.

Malgré un tres grand nombre de chauves-souris testées (n= 4293), les
prévalences globales de co-infections rapportées dans nos travaux (Article 2 et Article
3) étaient plus faibles que celles des études menées sur les mémes virus en région
continentale, chez d’autres especes (e.g. Rizzo et al. 2017). Par ailleurs, nous avons
pu détecter la présence de co-infections chez le Petit Molosse de La Réunion au cours
de I'étude longitudinale (Article 3), mais pas dans la méta-analyse (Article 2). Ces
résultats soulignent 'importance de conduire des études longitudinales dans le cadre
de l'investigation de co-infections (Vaumourin et al. 2015) afin d’estimer les variations

temporelles dans les dynamiques infectieuses, et d’observer des événements rares.

Dans la continuité de ces travaux, des approches de séquengage de nouvelle

génération (e.g. séquencage lllumina), pourraient étre appliquées. Ces méthodes
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permettent de détecter simultanément et sans a priori une plus grande diversité
d’agents infectieux. Par exemple, une étude intégrant de la métagénomique et de la
meétatranscriptomique a pu identifier prés de 15 familles virales au sein d’'une dizaine
d’espéces de chauves-souris insectivores et frugivores échantillonnées en Guinée
(Hermida Lorenzo et al. 2021). Cette méme étude a permis de décrire, pour la premiéere
fois, la présence de quatre familles virales (Carbovirus, hepacivirus, paramyxovirus, et
pestivirus) au sein de quatre des espéces investiguées (la Phyllorhine de Jones :
Hipposideros jonesi, la Phyllorhine de Noack : Hipposideros ruber, la Chauve-souris a
queue libre Angolaise : Mops condylurus, et la Chauve-souris a grandes oreilles :
Nycteris macrotis) (Hermida Lorenzo et al. 2021). Du fait du grand nombre
d’échantillons collectés, les études longitudinales sont appropriées pour investiguer
les co-infections. Il est envisageable, dans un premier temps, de mélanger les
échantillons issus de mémes dates d’échantillonnage pour décrire a l'aide des
méthodes globales de génomique la diversité virale existante au cours du temps, a
I'échelle de la population. Des méthodes de détection plus spécifiques (i.e. PCR)
pourraient étre appliquées dans un second temps, a I'échelle individuelle, afin de
détecter les co-infections, aprés avoir mis en évidence les familles virales dominantes.
Une étude menée en Allemagne a démontré que des approches de détection par PCR,
par séquengage de virome, ou par isolement viral n'apportaient pas les mémes
résultats concernant la diversité virale contenue dans des mémes échantillons (Kohl

et al. 2021), soulignant ainsi I'importance d’approches combinées.

Une description exhaustive de I'ensemble des agents infectieux présents au
sein d’un héte reste néanmoins un objectif ambitieux. Les « niches » dans lesquelles
ces agents infectieux peuvent se trouver sont trés variées (e.g. sang, tractus urinaire,
tractus digestif, tractus respiratoire). Dans le cadre de notre étude longitudinale nous
n’avons prélevé qu’un seul type d’échantillons, des feces fraiches, et les trois familles
virales recherchées ont un tropisme pour les voies gastro-intestinales. Il est indéniable
gu’un échantillonnage basé sur d’autres types de prélevements aurait apporté des
résultats contrastés concernant la détection de ces virus et des co-infections. Par
exemple, si nous avions effectué des prélevements d’urine, seuls les PMV qui ont
également un tropisme pour les voies urinaires auraient pu étre détectés. Il est donc
important de combiner les types de prélevements a I'échelle des individus afin de

multiplier les probabilités de détecter les co-infections (Dietrich et al. 2018).
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L’ensemble des agents infectieux présents au sein d’'un méme hote est connu
pour former une « communauté » d’agents infectieux, dans laquelle chacun peut
interagir avec les autres (Cox 2001 ; Vaumourin et al. 2015 ; Telfer et al. 2010). Ces
interactions peuvent donner lieu a des modifications des conditions biologiques et de
la valeur sélective des hotes, mais également a des modifications des dynamiques
infectieuses (Article 1). Dans I'Article 2 de cette thése, nous avons pu détecter une
association entre les AstV et les PMV, suggérant I'existence d’une interaction positive
entre eux. Ainsi, la présence de I'un des virus pourrait favoriser la présence de I'autre
virus. Néanmoins, nous n’avons détecté aucune interaction entre familles virales au
cours de I'étude longitudinale (Article 3). |l est important de souligner que les systémes
naturels restent des systémes complexes. Les approches exploratoires, employées
classiqguement pour analyser la co-occurrence des agents infectieux, ne peuvent
conduire & des conclusions fermes concernant les interactions (Vaumourin et al.
2015).

Des expérimentations in vitro pourraient étre réalisées afin d’étudier les
interactions et les mécanismes moléculaires sous-jacents, entre virus, a I'échelle
cellulaire. Une contrainte méthodologique réside cependant dans I'isolement préalable
des virus. Des PMV issus de chauves-souris des Comores ont été isolés dans le passé
(Wilkinson et al. 2012), mais représentent cependant une diversité limitée des PMV
circulant dans les communautés des chauves-souris du SOOI. A ce jour, les CoV et
AstV issus de la faune sauvage du SOOI n’ont pas pu étre isolés. Pour effectuer ces
isolements, il faudrait utiliser des lignées cellulaires adéquates, notamment des
cellules Vero (lignée cellulaire issue de cellules épithéliales de rein de singe vert
Africain, Chlorocebus sp.), communément employées en laboratoire pour l'isolement
viral (Wilkinson et al. 2012 ; Ge et al. 2013). Il est aussi envisageable d’utiliser des
lignées cellulaires immortalisées issues de chauves-souris, telles que la lignée Tb1lLu
dérivée de cellules pulmonaires de Tadaride du Brésil, espéce proche du Petit Molosse
(Tadarida brasiliensis, famille : Molossidae), ou encore de générer des lignées
cellulaires primaires a partir de tissus de chauves-souris du SOOI (e.g. Eckerle et al.
2014). Les souches virales permettraient de réaliser des infections expérimentales et
explorer de possibles interactions in cellulo. Par exemple nous pourrions nous attendre
a observer des effets sur la réplication virale : titres viraux plus faibles pour une

interaction négative, ou plus élevés si l'interaction est positive (e.g. Zhou et al. 2015).
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Des phénomeénes de facilitation ou au contraire d’inhibition de I'infection sont aussi
possibles. Ces tests in cellulo pourraient révéler des mécanismes moléculaires plus
fins impliqués dans ces interactions, comme par exemple les voies immunitaires
activées ou réprimées, en mesurant par exemple les variations dans la production de

cytokines (e.g. Thanawongnuwech et al. 2001).

Par ailleurs, nous pourrions également envisager d’employer des approches
meécanistes pour appréhender les effets de la co-circulation des trois familles virales
sur leurs épidémiologies respectives a I'échelle des populations de Petits Molosses.
Nous avons pu illustrer au cours de cette thése, que la modélisation mathématique est
une approche pertinente pour s’affranchir des données manquantes et des difficultés
émanant des études de terrain. Nous avons pu acquérir suffisamment de données
épidémiologiques au cours de nos travaux pour établir un modele original ciblant la co-
circulation des trois virus. Cette approche de modélisation nécessiterait néanmoins de
formaliser les mécanismes sous-jacents aux interactions potentielles ayant lieu entre
les trois agents infectieux (Arduin 2018 ; Rohani et al. 1998). Pour cela, les travaux
fondamentaux menés en amont apporteraient les informations nécessaires pour
retranscrire les interactions virus-virus dans un langage mathématique qui serait

ensuite implémenté au modeéle construit.

Enfin, au cours de cette thése, nous n’avons pas pu évaluer les effets des co-
infections par les trois familles virales, sur la biologie de leurs hoétes. Il serait intéressant
de conduire des études de terrain impliquant des captures afin d’identifier 'age, le
statut reproducteur, ainsi que les conditions corporelles des individus (e.g. « body
mass index »), afin de tester s’il existe des liens ou des effets des co-infections sur ces
variables biologiques. Par ailleurs, il serait intéressant de considérer des approches
expérimentales in vivo. Il existe de nombreux exemples d’espéces de chauves-souris
gui sont maintenues au laboratoire ou en semi-captivité et qui permettent d’'investiguer
les effets des infections a I'échelle de l'individu (e.g. Renard volant noir : Pteropus
alecto (Woon et al. 2020), Roussette d’Egypte : Rousettus aegyptiacus (Amman et al.
2015 ; Paweska et al. 2016)). Par exemple, une étude menée chez la Petite Chauve-
Souris Brune (Myotis lucifugus) a pu mettre en évidence que la co-infection entre un
coronavirus et Pseudogymnoascus destructans (un champignon responsable du
syndrome du nez blanc chez les chauves-souris) induisait une plus forte excrétion

d’ARN viral que dans le cadre d’'une mono-infection (Davy et al. 2018). Néanmoins, le
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statut de porteur souvent asymptomatique laisse présager des difficultés de mise en
évidence des conséquences des co-infections et interactions virus-virus sur les

physiologie des chauves-souris (Calisher et al. 2006).

V.2. Saisonnalité de I’'infection et changements d’hétes

Au cours de ces travaux nous avons pu suivre de maniere préecise les variations
temporelles des prévalences d’infection chez le Petit Molosse, sur plusieurs années
(Article 3). Nous avons mis en évidence des patrons propres a chacune des familles
virales, en termes de prévalences d’infection et pour certaines une répétabilité d’'une
année a l'autre, et au sein de chaque site. Nous avons également pu relier les
dynamiques observées a la saisonnalité de gestation et d’élevage des jeunes chez
cette espéce, notamment l'implication des modifications de la structure des
populations (i.e. age, statut reproducteur) au cours de la saison. Cette saisonnalité
marquée et tres conservée suggere une possibilité de prédictibilité de la survenue des
pics d’excrétion virale dans les colonies, a minima pour les coronavirus. Par ailleurs,
les simulations conduites avec notre modele épidémiologique (Article 4) se sont
révélées fidéles aux dynamiques infectieuses attendues, validant 'emploi de cet outil
pour appréhender les mécanismes de transmission virale, en dépit des informations
manquantes sur la biologie de I'héte et du virus. De plus, les résultats des simulations
semblent également corroborer les hypothéses avancées concernant I'age et le statut
reproducteur des individus comme variables impliquées dans les pics d’infection

recenseés pour les CoV (Joffrin et al. 2022).

Pour aller plus loin, nous pourrions envisager de développer d’avantage les
approches de modélisation pour évaluer les liens entre saisonnalité de la reproduction
et les dynamiques infectieuses des CoV. La gestation et I'élevage des jeunes semblent
étre un phénoméne synchrone et prévisible d’'une année a l'autre, chez le Petit
Molosse. Néanmoins, il est possible que des perturbations environnementales
viennent affecter la répétabilité du phénomeéne biologique. La Réunion est une ile au
climat subtropical caractérisé par une saison seche et une saison pluvieuse (Ah-Peng
et al. 2005). La parturition du Petit Molosse a lieu au cours de la saison des pluies qui
correspond également a la saison cyclonique. Au cours de cette période, les conditions
météorologiques sont parfois trés défavorables, et pourraient affecter les
comportements de recherche de nourriture, et indirectement impacter les conditions

biologiques des méres et des petits. Par exemple, une étude menée aux Etats-Unis
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en Oregon et a Washington a montré que les activités nocturnes des chauves-souris
sont réduites lors des soirs de pluie (Erickson et West 2002). Une autre étude menée
au Brésil a illustré que les précipitations favorisaient une activité irréguliere des
chauves-souris, par rapport aux nuits sans précipitations (Appel et al. 2019). Par
ailleurs, une étude menée sur la Chauve-souris & queue courte de Sowell (Carollia
sowelli) au Costa Rica a mis en évidence une augmentation du métabolisme pendant
le vol lorsque les chauves-souris étaient mouillées ou exposées a la pluie, suggérant
gue la pluie génere des contraintes énergétiques importantes a ces mammiferes (Voigt
et al. 2011). Ainsi, nous pourrions émettre I’hypothése que de mauvaises conditions
météorologiques pourraient indirectement impacter la survie au sein de la colonie, ou
alors engendrer des perturbations dans les cycles de naissances. La présence de
précipitations importantes au printemps en Allemagne est déja connue pour réduire le
succeés de reproduction des femelles primipares du Murin de Natterer (Myotis nattereri)
(Stapelfeldt et al. 2022). Ce type de perturbations, facilement mesurable sur le terrain,
pourrait étre traduit en langage mathématique et implémenté au modeéle préalablement
construit, a des fins de prédiction des modifications induites dans la dynamique
d’infection des CoV. Cela permettrait par exemple de tester les effets de naissances
moins synchronisées, de naissances décalées dans le temps, ou encore de
naissances en plusieurs vagues, sur I'apparition du deuxiéme pic d’infection observé

dans nos données.

Il est également envisageable de développer une approche de modélisation
pour appréhender les mécanismes de transmission des PMV détectés dans notre
étude chez le Petit Molosse. Comme nous avons pu le montrer, la circulation des PMV
est également marquée par une saisonnalité qui semble liée a la gestation et I'élevage
des jeunes, comme suggéré dans une étude précédente (Dietrich et al. 2015b). Nous
pourrions adopter une approche similaire a celle conduite pour les CoV et développer
un modéle propre a ces virus et a cette espéce. Moins d’'une dizaine de modéles
épidémiologiques ont exploré les dynamiques d’infection des PMV chez les chauves-
souris (Gentles et al. 2020). Cependant, 'ensemble de ces modéles s’est focalisé sur
des Henipavirus et sur des chauves-souris frugivores (principalement du genre
Pteropus) qui ont une écologie trés differente des chauves-souris insectivores (Gentles
et al. 2020). Il serait alors pertinent d’apporter des connaissances nouvelles sur des

PMV appartenant a des genres différents, qui ont un potentiel de transmission a
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d’autres hétes vertébrés, mais également d’investiguer les mécanismes de
transmission au sein de chauves-souris insectivores en milieu tropical (Wilkinson et al.
2014 ; Dietrich et al. 2015b).

Enfin, les variations dans les dynamiques infectieuses, et notamment
I'apparition de pics épidémiques, sont des phases propices a la transmission des
agents infectieux zoonotiques entre especes vertébrées (Plowright et al. 2016). Au
cours de cette thése nous avons mis en évidence I'existence de pics d’infection dans
les dynamiques de transmission des CoV et PMV. Nous pourrions nous interroger sur
les risques d’observer au cours de ces périodes, une transmission virale vers d’autres
espéces. A I'échelle de la région et & La Réunion, des études antérieures ont déja pu
démontrer que les PMV du genre Morbillivirus étaient transmis entre chauves-souris
et petits mammiféres terrestres (rongeurs, musaraignes, et tenrecs) (Wilkinson et al.
2014 ; Dietrich et al. 2015b). Par ailleurs, les CoV sont connus comme ayant un fort
potentiel de transmission inter-especes (Chan et al. 2013). De plus, dans une étude
gue nous avons publié réecemment (Annexe 6) nous avons également suggéré la
possibilité que des AstV puissent étre partagés entre le Petit Molosse et des espéces
mammiféres (e.g. rongeurs, chiens), et de maniere plus surprenante entre le Petit
Molosse et des espéces aviaires, des reptiles, et amphibiens (Joffrin et al. 2021). Il
serait pertinent de conduire des études visant a déterminer la fréquence et la diversité
d’espéces impliquées dans ces changements d’hétes. Dans le cadre des
échantillonnages effectués sur le terrain au cours de cette thése, nous avons pu a
plusieurs reprises observer la présence d’animaux autour de la colonie de maternité
située dans la grotte, tel que des bovins (Bos taurus), des chiens (Canis lupus
familiaris), des rongeurs (rats : Rattus rattus), des reptiles (e.g. agame versicolore :
Calotes versicolor), et diverses especes aviaires (e.g. martin triste : Acridotheres
tristis, moineau : Passer domesticus, tisserin : Ploceus cucullatus). Des captures et
prélevements biologiques pourraient étre réalisés sur I'ensemble des espeéces
composant la communauté de vertébrés présente dans cet habitat, afin de rechercher
la présence d’ARN viral et de mettre en évidence les potentiels changements d’hétes.
Comme évoqué précédemment, des approches de séquencage de viromes

permettraient d’identifier une plus grande diversité d’agents infectieux.

Par ailleurs, il serait aussi pertinent d’explorer expérimentalement la capacité

de ces virus a infecter différents hétes, par le biais d’approches in vivo. Une fois
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encore, un des prérequis serait d’avoir pu isoler en amont ces virus a partir des
échantillons collectés sur le terrain. Des tests pourraient étre menés sur des rongeurs
tels que des rats et/ou souris afin de confirmer les résultats des études de terrain
montrant des échanges de PMV et AstV entre les chauves-souris et ces petits
mammiféres (Wilkinson et al. 2014 ; Dietrich et al. 2015b ; Joffrin et al. 2021). Par
ailleurs, ces tests permettraient également d’explorer les conséquences de l'infection
par ces virus sur les fonctions biologiques et physiologiques de ces hotes, voire sur

leur capacité a étre, elles aussi, des espéces réservoirs pour ces agents infectieux.

Finalement, il serait intéressant d’investiguer les modes de transmission de ces
agents infectieux entre les chauves-souris et les autres animaux vertébrés. Comme
nous avons pu le présenter dans I'Introduction générale a cette thése, la transmission
des agents infectieux zoonotiques peut s’effectuer de différentes maniéres (Allocati et
al. 2016 ; Joffrin et al. 2018). Une des hypotheses que nous pourrions avancer, au vu
des résultats décrivant la présence d’acides nucléiques d’AstV et de CoV dans le
guano présent en dessous de la colonie située dans la grotte (Joffrin et al. 2021 ;
2022), est la possibilité d’'une transmission indirecte entre les différents hétes via
'environnement contaminé par des particules virales. Pour étayer cette hypothése, il
serait pertinent de démontrer que les acides nucléiques détectés dans le guano
proviennent de particules virales infectieuses. Pour cela, nous pourrions tenter des
isolements viraux a partir des échantillons de guano. Par ailleurs, au cours des
échantillonnages sur le terrain nous avons également remarqué la présence d’'une
mare en contrebas de la grotte. Cette mare se situe sur le trajet des chauves-souris
lorsqu’elles s’éveillent au crépuscule pour la recherche de nourriture. Il est commun
gue ces chauves-souris défequent en vol a la sortie du gite. Ces comportements
pourraient contribuer au dépét de matiéres fécales infectées dans I'eau. Ce point d’eau
douce est probablement un lieu de rassemblement des différentes espéces vivant
dans cet environnement lorsqu’elles ont besoin de s’hydrater. Nous pouvons donc
supposer qu’il s’agit d’'un point de contamination qui pourrait contribuer a la
propagation virale et aux transmissions inter-espéces, d’autant plus que les virus
etudiés dans cette these ont un tropisme pour les voies gastro-intestinales. Une étude
a déja soulevé la question du rble des environnements aquatiques dans la
transmission inter-espéces de coronavirus issus de chauves-souris et d’oiseaux

(Wartecki et Rzymski 2020). Pour autant, ces questions restent partiellement
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explorées, et peu d’études se sont intéressées a I'évaluation des capacités de
persistance de virus dans les eaux (e.g. coronavirus : Wang et al. 2005 ; Casanova et
al. 2009). Par ailleurs, les conditions expérimentales appliquées en laboratoire sont
souvent tres differentes des conditions naturelles (Wartecki et Rzymski 2020). En
perspective, il serait donc intéressant de faire des prélévements, analyses
moléculaires, et tentatives d’isolement viraux sur les échantillons d’eau de cette mare,

afin de confirmer ou d’infirmer ces hypothéses.

V.3. Habitats, contacts avec les populations humaines, et risque
d’émergence

Les chauves-souris du SOOI occupent des habitats trés divers. Comme évoqué
précédemment, elles peuvent établir des colonies dans des gites naturels (e.g. grottes,
arbres, fissures), mais aussi en milieu anthropique (e.g. batiments, ponts). Dans le
cadre de cette thése, nous avons eu l'opportunité d’investiguer la présence des trois
familles virales dans des échantillons issus de chauves-souris nichant dans différents
habitats (Article 2 et Article 3). Nous avons pu mettre en évidence que les échantillons
collectés chez les espéces vivant dans des grottes étaient plus souvent positifs a la
présence des virus ciblés, seuls ou en co-infections, que ceux provenant de chauves-
souris vivant dans des arbres ou batiments (Article 2). Néanmoins, a I'échelle de La
Réunion, notre étude longitudinale conduite en simultané dans un site naturel (grotte)
et dans un site anthropique (batiment), n’a pas révélé de variation majeure dans les
dynamiques d’excrétion virale entre les deux sites (Article 3), suggérant que la taille
de la population et le type de gite (naturel versus anthropique) ne soient pas impliqués
dans les dynamiques de transmission dans ce contexte. Une autre étude, basée sur
une méta-analyse rassemblant une base de données de 595 associations héte-virus
représentant 114 virus et 205 especes de chauves-souris, a par ailleurs démontré qu'’il
n’y avait pas de différence de diversité virale entre des espéces vivant, ou non, dans
des grottes (Willoughby et al. 2017). Chez les Tadarides du Brésil (Tadarida
brasiliensis), une étude a illustré que le type d’habitat (naturel versus artificiel) ne
semblait pas étre un facteur déterminant dans les séroprévalences au virus de la rage
(Turmelle et al. 2010).

A Madagascar, les Molossidae exploitent fréquemment des greniers, des ponts,
ou encore des écoles (Goodman 2011). De plus, au cours des 100 derniéres années,

le développement de constructions sur Ille a fortement contribué a augmenter le
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nombre de gites en milieu anthropique (Goodman 2011). Par ailleurs, sur cette méme
ile, d’autres comportements amenent les populations a étre en contact avec ces
mammiféres. Plusieurs grottes de lile abritant des chauves-souris (e.g. dans la
réserve naturelle d’Ankarana) sont connues pour étre des lieux touristiques tres visités.
De plus, dans certaines régions, les chauves-souris frugivores sont chassées et
consommeées pour leur apport protéique. Bien qu’il soit difficile de quantifier 'impact
de la chasse, on estime a pres de 10 000 ou 15 000 le nombre de chauves-souris du
genre Pteropus, chassées chaque année a des fins de consommation (Goodman
2011). Ces contacts réguliers avec ces mammiferes et ce type de comportements
soulévent des interrogations d’'un point de vue sanitaire sur le risque potentiel de
transmission de zoonoses. Par exemple, des contacts entre Hommes et chauves-
souris dans des grottes durant des phases accrues de circulation du virus Marburg ont
été a l'origine de la transmission du virus a 'lHomme en Ouganda (Amman et al. 2012).
Par ailleurs, il a déja été rapporté de maniére ponctuelle que la consommation de
viandes de brousse soit a I'origine de I'apparition d’épidémies au virus Ebola chez
I'Homme (Leroy et al. 2005 ; 2009). A ce jour, & notre connaissance, aucune épidémie
de maladie zoonotique impliquant des virus provenant de chauves-souris n'a été
recensée dans la région. Néanmoins, la région du SOOI fait partie des zones a risque
d’émergence en raison de la grande biodiversité qu’elle héberge (Allen et al. 2017),
mais également des fortes pressions anthropiques subies (e.g. Murcia 1995 ; Allnutt
et al. 2008 ; Gibson et al. 2013 ; Vieilledent et al. 2018).

Plusieurs études ont souligné la circulation potentielle (données provenant de
tests sérologiques a faible spécificité) de virus zoonotiques d’intérét médical dans le
SOOI, et particulierement a Madagascar. Par exemple, des anticorps dirigés contre le
virus Ebola (Zaire ebolavirus) ont été détectées au sein des chauves-souris frugivores
(Brook et al. 2019). Des variations saisonniéres de séroprévalences probablement
lites a la saisonnalité de la reproduction ont été mis en évidence aux échelles
individuelle et populationnelle pour certaines especes (Brook et al. 2019).
Similairement, des études ont rapporté la circulation potentielle de paramyxovirus du
genre Henipavirus sur cette ile. Des anticorps dirigés contre plusieurs virus
appartenant a ce genre, ont été identifiés au sein des chauves-souris frugivores (lehlé
et al. 2007 ; Brook et al. 2019). La encore, des variations saisonniéres de

séroprévalences ont été enregistrées a I'échelle de I'héte et des populations pour
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certaines especes, avec un lien fort avec la saisonnalit¢ de la reproduction.
Néanmoins, aucune trace moléculaire de ces virus n’a été détectée chez ces chauves-
souris jusqu’a présent. La circulation éventuelle de ces virus illustre la nécessité
d’identifier la diversité virale présente chez les chauves-souris, et d’évaluer les risques
de transmission, a ’'Homme, mais aussi a d’autres espéeces, notamment au cours des
phases accrues de circulation dans les populations de chauves-souris. Le rble clé des
hotes intermédiaires domestiques ou d’élevage (e.g. le porc dans I'émergence du virus
Nipah) est par ailleurs souvent négligé dans les travaux visant a investiguer les risques
d’émergence d’agents infectieux au sein des populations humaines, et devrait étre pris

en compte dans des études futures.

Il serait pertinent d’approfondir les études et de conduire des suivis impliquant
des approches moléculaires pour confirmer ou infirmer la présence de virus d’'intérét
médical, de caractériser leur diversité, et d’identifier leur origine. Dans ce contexte,
Madagascar est un site approprié puisque caractérisé par une grande biodiversité qui
subit de fortes pressions anthropiques, et au sein de laquelle plusieurs virus
zoonotiques ont déja été identifiés dans la faune (Hoarau et al. Sous presse). Il serait
pertinent de conduire des investigations au sein des espéces de chauves-souris
connues pour étre régulierement en contact avec les populations (e.g. especes de la
famille des Molossidae), et en ciblant les colonies présentes dans les constructions
humaines, dans les lieux touristiques, ou encore connues pour étre chassées. Des
approches impliquant un séquencage sans a priori permettraient de décrire I'étendue
de la diversité des virus circulant au sein de ces espéces a I'instant donné. Néanmoins,
il serait également pertinent, a 'image des travaux que nous avons menés a La
Réunion au cours de cette these, de mettre en place un suivi longitudinal a I'aide de
criblages plus spécifiques des familles virales les plus répandues et/ou qui
représentent une menace pour la santé humaine ou animale. Le suivi longitudinal
permettrait de révéler les variations saisonniéres dans les dynamiques de transmission
des différents virus et identifier des périodes a risque de changement d’hétes. En
paralléle, il serait également intéressant de conduire des investigations en populations
humaines a I'aide d’approches sérologiques afin de détecter des expositions passées
mais non détectées. Plusieurs études récentes ont exploré la présence d’anticorps
dirigés contre certains virus de chauves-souris dans les populations humaines a

risque. Par exemple, une étude menée en Chine dans les provinces du Guangdong
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(province ou a émergé le SARS-CoV), du Yunnan, et de Guangxi, a recherché des
anticorps anti-coronavirus chez 1497 habitants. Un total de 9 personnes (soit 0.6%) a
été testé positif. Ces habitants présentaient des anticorps dirigés contre des virus
apparentés aux SARS-CoV, coronavirus HKU10-CoV (un a-coronavirus de chauves-
souris) et d’autres CoV phylogénétiquement proches (Li et al. 2019), soulignant

I'existence de transmissions ponctuelles de virus entre chauves-souris et Homme.

V.4. Risques zoonotiques et conservation des chauves-souris

Les chauves-souris sont des animaux particulierement vulnérables. Elles sont
sensibles aux changements environnementaux et aux impacts des activités humaines
(Mickleburgh et al. 2002 ; Voigt et Kingston 2016). La perte ou la modification des
habitats, la perturbation des colonies ou encore la surexploitation des espéces pour la
consommation, représentent des menaces identifiées depuis maintenant pres de 20
ans (Mickleburgh et al. 2002). Récemment, de nouvelles menaces sont apparues. En
effet, des mortalités massives liées au réchauffement climatique et aux vagues de forte
chaleur (Welbergen et al. 2008), ou encore I'émergence de nouvelles maladies
infectieuses (e.g. syndrome du nez blanc causé par Pseudogymnoascus destructans)
(O’Shea et al. 2016 ; Voigt et Kingston 2016 ; Frick et al. 2020), ont été observées.
Ces menaces soulignent 'importance de mener des actions pour la conservation de
ces mammiferes (Kunz et al. 2011; Russo et al. 2018). Parmi les 1400 especes de
chauves-souris décrites a ce jour, 1200 sont inscrites sur les listes de 'UICN (Frick et
al. 2020). Parmi elles, 25% sont des especes menacées et 15% présentent des
données insuffisantes pour la détermination de leur statut de conservation (Frick et al.
2020). Par ailleurs, prés de 20% de I'ensemble des espéces décrites vivent en milieux
insulaires (Conenna et al. 2017), ou elles sont d’avantage menacées qu’en milieu

continental (Jones et al. 2009 ; Conenna et al. 2017).

Il convient de souligner que les chauves-souris sont depuis longtemps stigmatisées
en raison de nombreux préjugés negatifs, alimentés par les mythes, légendes et
folklores a travers le monde (Voigt et Kingston 2016 ; Lopez-Baucells et al. 2018).
Cette perception erronée autour de ces mammiféres n’a fait que s’accroitre au cours
de ces derniéres décennies. Le nombre d’études investiguant la circulation de virus
zoonotiques chez les chauves-souris a considérablement augmente, leur associant
une image menacgante (Lopez-Baucells et al. 2018). Ce phénoméne s’est accompagné

d’'une augmentation de I'attention portée par les médias sur le sujet, ce qui a pu
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alimenter des clichés déja existants au sein des populations (Lunney et Moon 2011 ;
Lopez-Baucells et al. 2018). Pourtant, le risque sanitaire représenté par les chauves-
souris reste faible (Voigt et Kingston 2016 ; Anthony et al. 2017 ; Lépez-Baucells et al.
2018). En effet, bien que les chauves-souris soient des réservoirs d’'une grande
diversité de virus, cette derniéere est attribuable a la grande diversité spécifique connue
pour ces mammiferes (Johnson et al. 2020 ; Mollentze et Streicker 2020). Il est
important de souligner qu’'un nombre croissant d’événements d’émergences est
imputable aux activités humaines, notamment a 'empiétement de 'lHomme sur les
territoires naturels favorisant les filtres de rencontre (Buttke et al. 2015 ; Brierley et al.
2016 ; Terraube et al. 2017 ; Lopez-Baucells et al. 2018).

Plusieurs exemples illustrent les conséquences de I‘appréhension humaine vis-a-
vis des chauves-souris. En Ouganda, en 2007, aprés I'émergence du virus Marburg
dans la mine de Kitaka, plusieurs mineurs locaux ont tenté de détruire la colonie de
Roussette d’Egypte (Rousettus aegyptiacus) présente dans les lieux, en obstruant la
grotte pour empécher la sortie des individus et leur alimentation durant plusieurs
semaines (Amman et al. 2014). En Australie, I'identification des Renards Volant
(Pteropus sp.) en tant que réservoirs naturels du virus Hendra a pu engendrer le
massacre et le harcélement de ces chauves-souris sur une large échelle dans le pays
(Roberts et al. 2012).

Dans le contexte pandémique actuel, les liens phylogénétiques établis entre le
SARS-CoV-2 et des CoV détectés chez des chauves-souris du genre Rhinolopus sp.
(e.g. RaTG13 , RmYNO02) (Zhou et al. 2020 ; Temmam et al. 2021) ont aggrave la
situation. De plus, de fausses informations ont largement circulé sur les réseaux
sociaux, reliant 'émergence potentielle de SARS-CoV-2 a la consommation de soupe
de chauves-souris (Franceinfo 2020), renforgant d’avantage l'association chauves-
souris — risques zoonotiques, ainsi que la peur et 'animosité déja éprouvées a I'égard
de ces mammiferes (Rocha et al. 2021). En Australie, en Inde, ou encore au Pérou,
des témoignages d’abatage de chauves-souris ont été recensés (Duran 2020 ; Goyal
2020 ; Lentini et al. 2020 ; Tsang 2020 ; Rocha et al. 2021), alors qu’ils ne permettent
pas d’éliminer les risques pour les populations humaines. Dans certains cas, ces
comportements peuvent méme les renforcer puisqu’ils peuvent rapprocher les
Hommes des chauves-souris, ou encore engendrer un stress physiologique qui affecte

I'excrétion virale et facilite la transmission (Olival 2016).
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Le défis a relever est donc d’informer les populations des risques sanitaires
associés aux chauves-souris, tout en prenant en compte les conséquences négatives
gue cela pourrait engendrer sur leur conservation (Rocha et al. 2021). Ce probléme
complexe nécessite une approche transdisciplinaire afin d’élaborer des mesures et
actions adéquates pour limiter les risques de transmission a 'Homme, tout en
promouvant le réle des chauves-souris pour leurs services écosystémiques (Rocha et
al. 2021). Des travaux de recherche approfondis sur I'écologie et I'évolution des agents
infectieux associés aux chauves-souris sont indispensables afin de caractériser les
risques réels représentés par les chauves-souris et les virus qu’elles hébergent
(Hayman et al. 2013 ; Brook et al. 2020 ; Rocha et al. 2021). Ces travaux devraient
intégrer I'évaluation de la répartition des populations d’hétes, les dynamiques de
transmission, ou encore explorer les mécanismes immunitaires impliqués chez les
chauves-souris lors des infections (Rocha et al. 2021). Il semble également nécessaire
d’identifier les facteurs impliqués dans les épisodes d’émergence des agents infectieux
de chauves-souris dans chacun des contextes investigués (e.g. empiétement de
’Homme sur les milieux naturels, collecte de guano, cohabitation Homme — chauves-
souris dans les gites synanthropiques) (Rocha et al. 2021). Par ailleurs, les dimensions
liées a la perception des chauves-souris et a l'identification de conflits pouvant les
opposer aux populations humaines (e.g. cultures de fruits, présence de gites de
chauves-souris en milieu urbain) doivent étre prises en compte. De méme, les
sensibilisations autour des services écosystémiques des chauves-souris, y compris en
rapport avec la santé humaine (e.g. consommation de moustiques vecteurs de

maladies par les chauves-souris), sont des éléments précieux a promouvoir.

En conclusion, dans ce manuscrit nous avons pu illustrer que la région du SOOI
présentait un cadre particulierement propice a I'étude de la circulation des virus au
sein des communautés de chauves-souris, en raison de I'histoire géologique singuliére
de cette région, de sa biodiversité, et des forts taux d’endémisme. Nos travaux ont pu
consolider les connaissances déja existantes concernant la diversité des virus
circulant. lls apportent des connaissances nouvelles sur la co-circulation de plusieurs
familles virales a I'échelle de la région, I'existence d’interactions entre ces virus, tout
en révélant la saisonnalité des infections en lien avec la biologie des hétes. Plus
encore, nous avons pu souligner que les territoires de la région subissaient de fortes

pressions anthropiques et des modifications profondes de leurs habitats naturels (e.g.
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Allnutt et al. 2008 ; Vieilledent et al. 2018), pouvant impacter la conservation des
espéces. A linstar des autres milieux insulaires (Jones et al. 2009 ; Conenna et al.
2017), de nombreuses chauves-souris de la région sont menacées ou ont un statut de
conservation non établi par 'UICN (cf. Introduction générale). En raison de la
circulation potentielle d’agent infectieux d’intérét médical (lehlé et al. 2007 ; Brook et
al. 2019), et de la présence de nombreux facteurs favorables au franchissement de la
barriere d’espéces des pathogénes vers les populations humaines (e.g. chasse,
consommation de viande de brousse), les perspectives de recherche évoquées dans
cette discussion générale devraient étre prises en considération. Une approche
holistique en écologie de la santé d’identification des risques et de mise en place de
mesures préventives pour la santé de 'Homme, la santé animale, et la santé

environnementale devrait étre encouragée.
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Annexe 1. Détection des coronavirus, paramyxovirus et astrovirus chez les
chauves-souris a Madagascar, aux Comores, aux Seychelles et dans les
Mascareignes.
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Virus lle Famille Espéce N testés N positifs  Prévalence globale (%) 1C a 95% (%) Référence
- . Miniopterus gleni 2 1 50 1.20 Lebarbenchon et al. 2017
Miniopteridae - . .
Miniopterus griveaudi 26 15 57.7 1.47 Lebarbenchon et al. 2017
Molossidae Otomops madagascariensis 6 0 0 0 Lebarbenchon et al. 2017
Mormopterus jugularis 40 0 0 0 Lebarbenchon et al. 2017
Astrovirus Pteropodidae Rousettus madagascariensis 41 2 4.9 0.43 Lebarbenchon et al. 2017
. . Paratriaenops furculus 31 11 35.5 1.16 Lebarbenchon et al. 2017
Rhinonycteridae "
Triaenops menamena 13 8 61.5 1.50 Lebarbenchon et al. 2017
f— Myotis goudoti 14 3 21.4 0.90 Lebarbenchon et al. 2017
Vespertilionidae X
Pipistrellus hesperidus 5 0 0 0 Lebarbenchon et al. 2017
Hipposideridae Macronycteris commersoni 19 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Miniopterus gleni 16 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Miniopterus griveaudi 28 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Miniopteridae  Miniopterus mahafaliensis 8 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Miniopterus manavi 19 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Miniopterus sororculus 8 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Chaerephon atsinanana 29 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Chaerephon leucogaster 45 0 0 0 Jofrin et al. 2020
. Mops leucostigma 94 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Molossidae - -
Mops midas 21 4 19.0 0.9 Jofrin et al. 2020
N Mormopterus jugularis 63 10 15.9 0.8 Jofrin et al. 2020
Coronavirus o B
Otomops madagascariensis 18 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Eidolon dupreanum 96 1 1.0 0.2 Razanajatovo et al. 2015
Pteropodidae Pteropus rufus 76 13 17.1 0.8 Razana!atovo etal. 2015
L 100 6 6 0.5 Razanajatovo et al. 2015
Rousettus madagascariensis N
124 0 0 0 Jofrin et al. 2020
. . Paratriaenops furculus 32 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Rhinonycteridae _" X
Triaenops menamena 34 4 11.8 0.7 Jofrin et al. 2020
Laephotis malagasyensis 2 0 0 0 Jofrin et al. 2020
- Laephotis matroka 4 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Vespertilionidae - - -
Myotis goudoti 17 0 0 0 Jofrin et al. 2020
Pipistrellus hesperidus 5 0 0 0 Jofrin et al. 2020
. Coleura kibomalandy 6 2 333 1.1 Mélade et al. 2016
Emballonuridae . -
Paremballonura tiavato 3 0 0 0 Mélade et al. 2016
Hipposideridae Macronycteris commersoni 27 0 0 0 Mélade et al. 2016
Miniopterus aelleni 7 0 0 0 Mélade et al. 2016
Miniopterus cambohitrensis 19 1 5.3 0.4 Mélade et al. 2016
Madagascar —
. . 7 1 14.3 0.7  Wilkinson et al. 2012
Miniopterus gleni .
22 4 18.2 0.8 Mélade et al. 2016
Miniopterus griffithsi 2 0 0 0 Wlllflnson etal. 2012
. . 7 0 0 0 Mélade et al. 2016
Miniopteridae - . " 3
Miniopterus griveaudi 116 18 15.5 0.8 Mélade et al. 2016
Miniopterus mahafaliensis 1 0 0 0 WI”fInSOn etal. 2012
89 4 4.5 0.4 Mélade et al. 2016
Miniopterus majori 7 0 0 0 Mélade et al. 2016
- 1 100 0  Wilkinson et al. 2012
Miniopterus sororculus B
22 2 9.1 0.6 Mélade et al. 2016
Mormopterus jugularis 13 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
Otomops madagascariensis 8 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
. 20 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
Chaerephon atsinanana B
34 0 0 0 Mélade et al. 2016
Molossidae  Chaerephon leucogaster 94 6 6.4 0.5 Mélade et al. 2016
Paramyxovirus Mops leucostigma 68 11 16.2 0.8 Mélade et al. 2016
mops midas 19 1 5.3 0.4 Mélade et al. 2016
Mormopterus jugularis 152 12 7.9 0.6 Mélade et al. 2016
Otomops madagascariensis 39 7 17.9 0.8 Mélade et al. 2016
Eidolon dupreanum 11 0 0 0 Mélade et al. 2016
Pteropodidae  Pteropus rufus 20 3 15 0.8 Mélade et al. 2016
Rousettus madagascariensis 49 0 0 0 Mélade et al. 2016
. 10 2 20 0.9  Wilkinson et al. 2012
Triaenops menamena B
. . 42 21 50 1.4 Mélade et al. 2016
Rhinonycteridae —
. 1 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
Paratriaenops furculus -
14 1 7.1 0.5 Mélade et al. 2016
Myotis goudoti 2 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
Pipistrellus raceyi 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
Neoromicia bemainty 2 0 0 0 Mélade et al. 2016
Myotis goudoti 48 5 10.4 0.6 Mélade et al. 2016
I Laephotis malagasyensis 2 0 0 0 Mélade et al. 2016
Verspertilionidae - i
Laephotis matroka 4 0 0 0 Mélade et al. 2016
Laephotis robertsi 1 0 0 0 Mélade et al. 2016
Pipistrellus hesperidus 19 1 5.3 0.4 Mélade et al. 2016
Pipistrellus raceyi 3 0 0 0 Mélade et al. 2016
Scotophilus marovaza 0 0 0 Mélade et al. 2016
Astrovirus Mayotte Moloss@ae Chaerephon pusillus . 58 0 0 0 Hoarau et al. 2018
Pteropodidae Pteropus seychellensis 21 0 0 0 Hoarau et al. 2018
Molossidae Chaerephon sp. 4 1 25 0.4 Joffrin et al. 2020
Archipel des Coronavirus Mayotte Chaerephon pusillus 60 7 11.7 0.1 Joffrin et al. 2020
Comores Pteropodidae Pteropus seychellensis 22 0 0 0.0 Joffrin et al. 2020
Anjouan et Miniopteridae Miniopterus griveaudi 20 3 15 0.2 Wilkinson et al. 2012
Paramyxovirus Grande Molossidae  Chaerephon pusillus 26 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
Comore Pteropodidae  Rousettus obliviosus 20 0 0 0  Wilkinson et al. 2012
Archipel d
rehipel des Coronavirus Pteropodidae Pteropus seychellensis Joffrin et al. 2020
Seychelles 50 0 0 0
Astrovirus Reunion Molossidae  Mormopterus francoismoutou 380 27 7.1 0 Joffrin et al. 2021
Reunion Molossidae  Mormopterus francoismoutou 50 2 4.0 0 Joffrin et al. 2020
. N Emballonuridae Taphozous mauritianus 2 0 0 0 Joffrin et al. 2020
Archipel des Coronavirus . - -
Mascareignes Maurice Molossidae  Mormopterus acetabulosus 6 0 0 0 Joffrin et al. 2020
6 Pteropodidae Pteropus niger 48 0 0 0 Joffrin et al. 2020
. Reunion Molossidae  Mormopterus francoismoutou 561 180 32.1 0 Dietrich et al. 2015
Paramyxovirus N N o
Maurice Molossidae  Mormopterus acetabulosus 55 1 1.8 0  Wilkinson et al. 2012
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Anticipating cross-species transmission of zoonotic diseases
requires an understanding of pathogen infection dynamics
within natural reservoir hosts. Although bats might be a
source of coronaviruses (CoVs) for humans, the drivers of
infection dynamics in bat populations have received limited
attention. We conducted a fine-scale 2-year longitudinal study
of CoV infection dynamics in the largest colony of Reunion
free-tailed bats (Mormopterus francoismoutoui), a tropical
insectivorous species. Real-time PCR screening of 1080 fresh
individual faeces samples collected during the two consecutive
years revealed an extreme variation of the detection rate of
bats shedding viruses over the birthing season (from 0% to
80%). Shedding pulses were repeatedly observed and occurred
both during late pregnancy and within two months after
parturition. An additional shedding pulse at the end of the
second year suggests some inter-annual variations. We also
detected viral RNA in bat guano up to three months after bats
had left the cave. Our results highlight the importance of fine-
scale longitudinal studies to capture the rapid change of bat
CoV infection over months, and that CoV shedding pulses in
bats may increase spillover risk.

1. Introduction

NEIKER-Basque Institute for Agricultural Research
and Development, Basque Research and

Technology Alliance (BRTA), Parque Cientifico y
Tecnoldgico de Bizkaia, P812, 48160 Derio, Spain.

Host—pathogen interactions are dynamic and may depend on host
life cycle (reproduction, parturition, dispersal of young and
migration) and on abiotic factors such as climate or seasonal
variations (precipitation, droughts, temperatures and cyclones)
[1-5]. Analysing the effect of such factors on animal infections
will contribute to deciphering transmission cycles of infectious
Electronic supplementary material is available agents in natural ecosystems. For example, a 6-year survey of a
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wild blue tit population showed that infection with Plasmodium relictum mainly occurs during postnatal
dispersal events [6]. Longitudinal studies of wild animal populations are thus important in disease
ecology, with applications to assess risks of spillover of zoonotic infectious agents [5,7].

Seasonal viral shedding or infection has been reported in bats for many pathogens belonging to
different viral families (e.g. Paramyxoviridae, Filoviridae, Coronaviridae and Astroviridae) [7-12].
Such seasonality in viral infection dynamics in bats is often driven by host population structure and
their reproductive cycles. These cycles can be highly synchronized and may create conducive
conditions for viral transmission between hosts (i.e. aggregation of pregnant females and parturition
increasing the size of the colony) and infection within hosts (e.g. immune function during gestation
and lactation, waning of maternal antibodies in juveniles) [13-16].

Longitudinal studies have been conducted to assess shedding dynamics of viruses associated with
bats [7,11,17-19]. For instance, a significant variation in the prevalence of Marburg virus infections in
Egyptian fruit bats (Rousettus aegyptiacus) has been reported throughout the breeding and the birthing
seasons [7]. An increase in Marburg virus prevalence after parturition suggests a major role of
juvenile bats in the transmission. More recently, it has been shown that immunity and colony size/
density-dependent transmission lead to multi-year fluctuations in Nipah virus transmission intensity
among Pteropus bats in Bangladesh [20].

Although bat coronaviruses (CoVs) have been detected worldwide [21], the ecological factors
involved in CoV infection dynamics remain to be precisely assessed. It has been suggested that
parturition and age could be important drivers in bat CoV transmission dynamics [17,18,22,23]. Such
studies are currently needed given that bat-associated CoVs can be the progenitors of viruses
responsible for outbreaks in humans and livestock (e.g. severe acute respiratory syndrome CoV-2,
Middle East respiratory syndrome CoV, swine acute diarrhoea syndrome virus). Only a few bat
species have been investigated for CoV shedding dynamics at fine scale [17,18], and further
investigations are thus needed, especially in tropical areas.

Reunion free-tailed bats (RFTB; Mormopterus francoismoutoui) have recently been identified as hosts
for an Alphacoronavirus (alpha-CoV) [24]. This small tropical insectivorous species is endemic to
Reunion Island [25] and roosts in large monospecific colonies in natural caves and buildings (i.e.
bridges and houses [24,25]), especially during the birthing season (austral summer) when females
seasonally aggregate in maternity colonies to give birth [11]. Several thousands of individuals, with
up to 1000 individuals per square metre, can be found in RFTB colonies [11,26].

We conducted a 2-year longitudinal study of the largest RFIB maternity colony to investigate the
effect of the bat colony structure (reproductive status and age) on CoV detection in faeces. We based
our sampling scheme on a fine temporal scale (intervals of 2-3 weeks) to capture rapid changes in
CoV shedding in faeces. We monitored the colony during the whole period of occupation (nine
months each year) and tested (i) whether changes in the colony structure (reproductive status and
age) during the birthing season could affect the prevalence of bats shedding CoV, in particular with
the addition of newborns and juvenile bats, (ii) if similar patterns of infection occur between years
and (iii) if the level of accumulation and persistence of CoV RNA in the environment (dry guano)
was associated with temporal variation in CoV shedding in fresh faeces.

2. Material and methods
2.1. Study site

The study was conducted from 2016 to 2018, in a natural cave (30 m°>) on the west coast of Reunion
Island, occupied by bats from October to June. The bat colony is monospecific and mostly composed
of adult females during the early stages of the birthing season (October-December). Previous studies
have estimated between 40000 and 50000 flying adult bats to be present in the cave before
parturition. After the parturition period (starting in mid-December), the population includes lactating
females, neonates and juveniles. As the adults progressively leave the cave (late January—March), the
remaining population comprises mostly juveniles, which subsequently leave by May, resulting in the
cave being empty from June to September [11,27]. In this study, we assessed population age structure
and parturition timing based on the presence of adults (brown fur), newborns (nude pink skin) and
juveniles (dark grey fur) [27].
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2.2. Collection of biological material

A non-invasive sampling strategy was set up to avoid direct manipulation of bats and to limit colony
disturbance (electronic supplementary material, figure S1) [27]. Samples were collected every two to
three weeks between June 2016 and September 2018. Fresh faeces were collected inside the cave in the
morning, by placing benchguard® sheets (60 cm x 49 cm) underneath the roosting bats. To avoid
sampling bias associated with potential spatial variation in bat CoVs shedding inside the colony,
seven different locations within the cave were selected at the beginning of the study and were coded
as ‘sheet no. 1’ to ‘sheet no. 7. During each sampling session, benchguard® sheets were placed in
these locations if bats were present, resulting in sample collection from one to five of the seven
defined areas for each sampling event. The objective was to avoid sampling bias associated with
potential spatial variation in bat CoVs shedding inside the colony. During each sampling session,
between 12 and 50 fresh droppings were collected on each benchguard® sheet within 15 min after
fresh faeces were dropped and placed in individual virus transport medium (VTM) [28]. Samples
were maintained refrigerated in the field and stored at —80°C.

In parallel, during each sampling session, we also collected dry guano samples from the narrowest
part of the cave entrance, at 10 different locations with 50 cm separation from each other, along with a
4.5 m transect (electronic supplementary material, figure 52). Each location was coded with a letter
from A to J, leading to the collection of 10 samples for each sampling session (electronic
supplementary material, figure S3). Sterile open-ended 2 ml syringes were used to collect a core
sample to obtain ca 130 mg of guano. Guano sample was immediately mixed with 1.5 ml of VIM and
kept refrigerated in the field and stored at —80°C. Details regarding dry guano sampling design are
available in Joffrin ef al. [27].

2.3. Coronavirus detection in faeces and guano

Samples were briefly vortexed and then centrifuged at 1500g for 15 min. RNA was extracted from 140 pl
of each sample’s supernatant using a QIlAamp Viral RNA mini kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) and
eluted in 60pl of AVE buffer. Reverse transcription was performed with 10pul of RNA using
ProtoScript II Reverse Transcriptase and Random Primer 6 (New England BioLabs, Ipswich, MA,
USA) as previously described [28]. cDNAs were tested for the presence of the RNA-dependent RNA-
polymerase (RdRp) gene using a multi-probe real-time (RT) PCR targeting a 179 bp length fragment
[29]. RT-PCR was performed with ABsolute Blue QPCR Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and 2.5 pl of ¢cDNA in a CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) [24].

For each maternity season, a subset of CoV positive faeces (2016-2017, 30%; 2017-2018, 20%) was
sequenced by direct Sanger method on both strands by Genoscreen (Lille, France). Sequences were
edited with Chromas Lite v.2.6.4 software [30] and aligned with CLC Sequence Viewer 8.0 software
[31], with the same reference sequences used in a previous study [24].

2.4, Statistical analysis

We explored the effect of sampling collection date (years, months and weeks), sampling collection sheet
(no. 1 to no. 7) inside the cave for fresh faeces, sampling location along the transect (A-]) for dry guano
on the probability of CoV detection. We used generalized additive mixed models (GAMMSs) with
binomial error distributions using the mgcv package in R v. 3.5.1 software [32] to model binomial
prevalence data as a smoothed function of time (months and weeks) while accounting for sampling
location (collection sheet inside the cave and sampling location along the transect) as explanatory
variables. The model with the best Akaike information criterion (AIC) score was selected.

We also explored the effect of CoV shedding in fresh faeces on the probability of CoV detection in the
guano from October 2016 to June 2018. After checking the autocorrelation of the variables by a Durbin—
Watson test (car package) and the normality of the residuals by a Shapiro-Wilk test for each maternity
season, we used the Spearman test and calculated coefficient rho (p) to determine the correlation
between the CoV shedding in faeces and the number of positive guano samples at the cave entrance
for each sampling season. Rho values were interpreted as follows: 0.00-0.39 ‘weak’ correlation,
0.40-0.59 ‘moderate” correlation, 0.60-0.79 ‘strong’ correlation and 0.80-1.00 ‘very strong’ correlation.
Coefficients were considered significant for p-value <0.05. Analyses were conducted with R v. 3.5.1
software [32].
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Figure 1. Prevalence of Reunion free-tailed bats (Mormopterus francoismoutoui) shedding CoV in faeces during two consecutive
maternity seasons (October 2016—June 2018). The blue shaded area represents the 95% confidence interval. Dots indicate
sample collection dates. Grey areas correspond to periods without bats in the cave. The presence of adults, newborns and
juveniles in the colony is indicated at the top of the figure: brown bats corresponds to adult, pink bats corresponds to
newbarns, and black bats to juveniles.

3. Results

3.1. Reunion free-tailed bats population dynamic and structure

During our visual monitoring of the colony, the first adult bats were spotted inside the cave in October
2016 and in November 2017 (figure 1). More than half of the cave surface was covered with bats three to
six weeks after the arrival of the first colonizing bats and it lasted for two to three months (November—
February). Then, occupancy progressively dropped until all bats had left the cave in June. Newborns
were sighted from late December onwards, for about a month for the two sampling campaigns. By
the end of January, the colony was mainly composed of juvenile bats with no newborns and only a
few adults sighted. These observations were consistent with the previous study on this colony [11,26]

3.2. Coronavirus shedding in fresh faeces

Overall, 1080 individual faeces were collected during 26 sampling sessions for two consecutive years.
A total of 179 faeces tested positive for CoV (16.6%). None of the faeces tested positive for CoV at the
beginning and at the end of both maternity seasons (i.e. during the first and the last sampling sessions).

We observed a first increase in bats shedding CoV at the beginning of the birthing season, with a
prevalence (+95% confidence interval) of 22.0+11.5% in 2016-2017 and 8.0+7.5% in 2017-2018
(figure 1). This prevalence then dropped to 5.0 +6.8% in 2016-2017 and to 0% in 2017-2018. A second
major increase in the prevalence of bats shedding CoV was observed several weeks after the first one,
reaching 78.0+11.5% in 2016-2017 and 72.0+12.4% in 2017-2018. In 2016-2017, the prevalence
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Figure 2. Number of positive guano samples at each sampling session. Grey areas correspond to time of the year without bats in the colony.

decreased from March onward, until all bats left the cave. In 2017-2018, however, a third increase was
detected at the end of the season (26.7 +15.8%). Based on AIC score, the best-supported GAMM
included the sampling week and the sampling sheet as significant variables (electronic supplementary
material, table S3). Fresh faeces were significantly more likely to be CoV positive during weeks 6, 7
and 9 (i.e. in February) as compared to other weeks (respectively, p<0.001, p<0.001 and p<0.05;
electronic supplementary material, figure S4), supporting a seasonal increase in bat shedding CoV at
this time of the year. Increases of bats shedding CoV during other periods of the year were not
significant despite the important variation in the prevalence of bats shedding CoV in December and
in March (figure 1). However, this result is likely to be biased by our sampling scheme: samples were
not collected in the same weeks during the two monitored seasons. An effect of sampling sheet was
also detected for sheet no. 6 (p<0.01), very likely reflecting a bias in sampling effort. Indeed, the
location of sheet no. 6 was only sampled for two sampling sessions during weeks 4 and 7, leading to
an overestimation of CoV prevalence for this location.

No genetic variation was observed on the 45 partial RARp sequence fragments (179 bp). Sequences
were 100% similar to the alpha-CoV previously detected in RFTB on Reunion Island (sequence
accession number MN183188).

3.3. Coronavirus RNA in dry guano

Overall, 380 guano samples were collected at the cave entrance during two consecutive years (190 each
year), from June 2016 to September 2018 (10 samples collected along a transect in 38 individual sampling
sessions; electronic supplementary material, table 52). In total, 67 guano samples (17.6%) tested positive
for the presence of CoV (figure 2). Dry guano samples were found CoV positive all during the year, even
when the cave was unoccupied. Interestingly, guano samples collected in July, August and September
2016 tested positive for CoV (electronic supplementary material, table S2) although bats had left the
cave by June at the latest. Based on AIC scoring, the best-supported GAMM reveals a significant
effect of time and location on the probability of CoV detection in dry guano, with sampling months
and weeks as a significant factor (p <0.005; electronic supplementary material, table S4). Overall, a
significant decrease of the detection of positive samples was observed after week 9 (p<0.001;
electronic supplementary material, table 54). An effect of sampling location on CoV detection was
found, with a slightly higher number of positive samples detected from location H than other
locations (p < 0.05; electronic supplementary material, table 54 and figure S5).

We found a moderate positive correlation between the probability of CoV detection in fresh faeces
and the number of positive dry guano samples at the cave entrance, for the first sampling season
(p=0.57, p <0.05), but not for the second one (p =0.35, p=0.27).

4. Discussion

We investigated the infection dynamics of bat CoVs in a RFTB maternity colony during two consecutive
years. Our results provide evidence that the prevalence of RFTB shedding alpha-CoV varies during the
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course of the birthing season, with a major shedding pulse occurring two months after parturition.
Similar patterns were observed for both years, although an increase in the prevalence of RFIB
shedding alpha-CoV was detected at the end of the second year. We did not find any spatial variation
in bat shedding CoV prevalence inside the colony. Dry guano sampling revealed that viral RNA
could be detected in the environment after all bats have left the cave; however, the infectivity of viral
particles potentially maintained in bat guano remains to be assessed. Finally, the use of non-invasive
sampling methods to explore the alpha-CoV infection dynamics in RFTB seems to be successful and
efficient, adding another example to investigations conducted with limited impact on wild animals
[11,17-19]. Although a recent study suggests that non-invasive sampling may lead to overestimation
of the prevalence of bats shedding viruses [33], we nevertheless highlight that a detailed assessment
of the temporal variation of CoV circulation in wild bats can be done with limited impact on the host
population.

Major variations in alpha-CoV shedding occurred during the birthing season. Such infection
dynamics has previously been observed for other alpha-CoVs in Myotis myotis bats in the temperate
region [17], and also for other infectious agents in RFTB [11]. Dietrich et al. investigated Leptospira spp.
bacteria and paramyxovirus infection dynamics in RFTB urine over the birthing season in the same
colony [11]. The prevalence of these two pathogens increased at the beginning of the birthing season
(mid-December), and three months after the parturition period (late March) [11]. Together, these
results suggested that the first increase in prevalence could result from a transient pregnancy-related
depressed immunity [11]. However, the major shedding pulse we detected for alpha-CoV does not
seem to coincide with the second peak observed for Lepfospira bacteria and paramyxovirus. These
distinct patterns may reflect differences in population immunity towards these infectious agents, or
differences in the transmission rates between the different pathogens. Seasonal breeding and birthing
in high-density colonies lead to a substantial increase in the number of susceptible individuals,
therefore enhancing viral transmission [1,5,34]. Moreover, studies on virus transmission in bat colonies
have suggested that newborns may be protected against infections by maternal antibodies
[11,17,35,36]. The duration of antibody waning seems to vary between viruses; during henipavirus
and filovirus infections, it has been estimated that maternal antibodies may persist for three to six
months [13-15]. Even if no studies have investigated the duration of maternal antibodies of bat CoVs,
one can hypothesize that the major epidemic wave we observed in juvenile bats may coincide with
the waning of maternal antibodies [11,17]. Finally, differences in the sampling design (faeces versus
urine, sampling inside the cave versus outside) and PCR sensitivity towards each of the infectious
agents may also explain differences in infection dynamics between Leptospira bacteria, paramyxovirus
and CoV in RFTB. Collecting material inside the cave also allows the sampling of all age groups
(adults, newborns, non-flying juveniles and flying juveniles) over the maternity season, whereas
sampling conducted outside the cave is restricted to flying bats. Further investigations would be
required to precisely assess patterns of virus shedding at the individual level, based on bat capture
rather than environmental sampling, and give a more accurate estimation of infection dynamics for
the whole colony.

We identified an inter-annual variation of bats shedding CoV, with a shedding pulse at the end of the
second year. At least two scenarios may explain this potential increase in the prevalence of shedding bats.
First, it may reflect a desynchronization in parturition of pregnant females, leading to a second pool of
susceptible individuals at the end of the maternity season. However, the absence of newborns in the
colony after March 2018 does not support this hypothesis. Second, juvenile bats from other colonies
may have prospected the cave as a new potential roost, leading to the introduction of new susceptible
individuals to the colony and favouring virus transmission. Qur study site is the most important
known roosting site for RFTB which can host more than 40000 individuals during the maternity
season [11]. However, little is known about the geographic origin of the females aggregating at the
beginning of the maternity season, nor the destination of mothers and juveniles after they leave
the cave and more globally, how the RFTB population is structured at the island scale. Knowledge of
the structure and connectivity of bat populations is important to understand infection dynamics and
viral dispersion within and between colonies and may depend on ecological or physiological factors
[37]. Thus, studies on population structure and population dynamics through population genetics
(e.g. bat mitochondrial and nuclear DNA) and capture-mark-recapture may provide important
information on RFTB seasonal movements and viral transmission between roosting sites.

No genetic variation was observed in the sequenced CoV RdRp, although we cannot exclude that this
may be associated with the limited number of viruses we sequenced (25% of the PCR positive samples),
the length of the amplicons (179 bp) and the conservative nature of the RdRp CoVs. Therefore, we cannot
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exclude the circulation of different CoV variants in the monitored RFTB colony, at different times in the -

season. Rare co-infections with multiple CoV strains have already been reported elsewhere, either with
the same CoV group such as in Lyle’s flying fox (Pteropus lylei) colony in Thailand and in Old World leaf-
nosed bats (Hipposideros sp.) in Ghana, or with both alpha- and beta-CoVs in Egyptian fruit bats
(Rousettus aegyptiacus) in Guinea [18,38,39]. To accurately explore the genetic diversity of CoVs and
their evolution, the use of PCR systems targeting structural genes coding for the spike or envelope
proteins is needed. Sequencing the aforementioned genes may provide useful information on
phylodynamic studies of CoVs in their natural hosts, although it is challenging given the size and
variability of the spike gene [40].

A higher proportion of CoV positive samples were found in fresh faeces than in dry guano, and the
probability of detection of positive CoV guano samples did not reflect CoV dynamics in faeces. The use
of environmental samples such as dry guano instead of fresh samples may then not be appropriate to
study virus infection dynamics in bat colonies. Wacharapluesadee et al. [41] investigated CoV presence
in dry bat guano in Thailand and only 3.8% of guano samples tested positive for CoV. As enveloped
viruses are considered more sensitive to denaturation than non-enveloped viruses, full CoV viral
particles may be rapidly degraded in the environment under the action of humidity, rain, temperature
or ultraviolet exposure [42—46]. On the other hand, the detection of CoV RNA in bat guano before the
birthing season, when the cave was empty, might suggest the environmental persistence of viral
particles in guano over time. Previous experimental studies revealed that viruses such as other alpha-
CoVs (i.e. transmissible gastroenteritis virus and murine hepatitis virus) can survive (i.e. replicate in
host cell lines) up to three weeks at 25°C and several months at 4°C in water and pasteurized sewage,
and even longer under low humidity on indoor surfaces [45,46]. These patterns also corresponded to
those of Betacoronavirus (beta-CoVs) such as SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 [44,47-49]. Since most of
these studies were focused on water detection and only a few on fomites, there is limited information
available regarding CoV survival in soil. Environmental or indirect transmission of bat-borne
pathogens to other hosts through the contamination of shared habitats has already been hypothesized
for some viruses and bacteria [50]. In our study, the lack of virus isolation limits further interpretation
about the potential of dry guano as a suitable route of transmission to other hosts. In addition, our
estimation of CoV prevalence is based on RNA detection and may not reflect the prevalence of bats
shedding infectious particles. Future experimental studies on CoV survival in dry bat guano under
different abiotic conditions (temperature, humidity and ultraviolet radiation) may provide useful
answers on viral infectivity duration in the environment.

Alpha- and beta-CoVs have also been reported in many other mammalian hosts [38-40].
Investigations on bat viruses and how they interact with their hosts in wild environments have
considerably improved our knowledge of disease emergence but are still not sufficient for anticipating
future outbreaks [51-53]. The development of ecological studies is still needed to determine the
drivers and patterns in viral shedding and cross-species transmission [54] and to better assess the
conditions, places and timing of emergence risk [55,56]. Environmental alterations such as biodiversity
loss and land-use change are considered as key drivers of virus emergence [57,58]. Factors associated
to these environmental changes (food scarcity, stress and pollution) may directly impact viral
shedding dynamics at the individual and population levels [3,59,60]. Habitat fragmentation and
human encroachment into wild areas enhance contact with infected wild animals, therefore facilitating
spillover opportunities [57,58]. For a better anticipation of the emergence in other hosts, including
humans, long-term eco-epidemiological studies are needed to precisely assess CoV transmission
dynamics in wild reservoirs [57,61-63]. The recent SARS-CoV-2 emergence highlights the need for a
better assessment of CoV diversity and spillover risk, at both local and regional scales.
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Annexe 3. Protocoles d'échantillonnage dans les deux colonies de maternité du
Petit Molosse. En haut: échantillonnage sur feuilles de Benchguard © en
dessous de la colonie de Trois-Bassins dans la grotte. En bas : Echantillonnage
de la colonie de Sainte-Marie. (A) Transformateur électrique. (B) Installation du
dispositif de collecte. (C) Collecte des échantillons.
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Colonie de maternité de Trois - Bassins

Colonie de maternité de Sainte - Marie
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Annexe 4. Hoarau A.O.G., Joffrin L., Dietrich M., Mavingui P., and Lebarbenchon
C. Viral infection dynamics and diversity in two Reunion free-tailed bat colonies.
Session poster a la conférence intertanionale “Island Biology 2019”.
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Viral infection dynamics and diversity
in two Reunion free-tailed bat colonies
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e 1- BACKGROUND N 3- MATERIAL AND METHO

Bats are natural hosts of many infectious agents. During the past — Fresh droppings were collected in two maternity colonies (Figure 1)
decades, bat-borne viruses have been involved in spillovers to other

mammal species, including humans. However, current knowledge on\ Trois Bassins (Natural cave) Sainte Marie (Building)

disease epidemiology and ecology is still limited in bat populations. |

/, 2- OBJECTIVES

We investigated viral infection dynamics and diversity in the Reunion‘
free-tailed bat (Mormopterus francoismoutoui; Family: Molossidae) in
two types of habitats, on Reunion Island. We focused on two zoonotic
viruses COmmOﬂ'v reported in bat populations: Coronavirus (COV) and Figure 1: Reunion free-tailed bat colonies. Photographs of the two colonies and their
Astrovirus (AtsV). location.
& ‘ — RNA was extracted and cDNA was synthesized
— CoV and AstV were detected with PCRs targeting RdRp* gene
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* 17.3% (+3%) positive samples for CoV (141/814 tested) A

«  Significant effect of time on prevalence (P<0.007) (Figure 2)
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+ Detection of viruses genetically related to AstVs usually found in

Mammals and Birds (Figure 4)
* 3infection peaks . .
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— Role of population structure (e.g. age, sexe) and susceptible hosts?
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antibodies?)
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Annexe 5. Hoarau A.O.G., Koster M., Le Minter G., Dietrich M., Mavingui P., and
Lebarbenchon C. Viral coinfection dynamics in Reunion free-tailed bats
(Mormopterus francoismoutoui). Session poster a la conference internationale
“18th Ecology and Evolution of Infectious Diseases” (EEID 2021).
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CONCLUSION
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* Independent infection dynamics in the maternity colony

Acknowledgments: Axel O. G. Hoarau is supported by a “Contrat doctoral" PhD fellowship from Université de
La Réunion. This work was funded by the VIROPTERE program (INTERREG V Océan Indien). P lﬂM IT ||“| !nserm OlRD T
C ing author: axel.o.g il.com s b e i e R & Remon

Twitter: @Ax_hoarau




242
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Abstract: Astroviruses (AstVs) are RNA viruses infecting a large diversity of avian and mammalian
species, including bats, livestock, and humans. We investigated AstV infection in a free-tailed bat
species, Mormopterus francoismoutoui, endemic to Reunion Island. A total of 380 guano samples
were collected in a maternity colony during 38 different sampling sessions, from 21 June 2016 to
4 September 2018. Each sample was tested for the presence of the AstV RNA-dependent RNA-
polymerase (RdRp) gene using a pan-AstV semi-nested polymerase chain reaction assay. In total,
27 guano samples (7.1%) tested positive, with high genetic diversity of the partial RARp gene
sequences among positive samples. Phylogenetic analysis further revealed that the detected viruses
were genetically related to AstVs reported in rats, reptiles, dogs, and pigs, but did not cluster with
AstVs commonly found in bats. Although more investigations need to be conducted to assess the
prevalence of infected bats in the studied population, our findings show that Reunion free-tailed
bats are exposed to AstVs, and suggest that cross-species transmission may occur with other hosts
sharing the same habitat.

Keywords: Astroviridae; Molossidae; Reunion Island; Indian Ocean

1. Introduction

Astroviruses (AstVs; Family Astroviridae) are positive-sense single-stranded RNA
viruses and have been detected in a large diversity of mammalian and avian species [1]. In
humans, eight serotypes have been described worldwide, accounting for 2-9% of acute
non-bacterial gastro-enteritis cases in children [2]. AstVs are also responsible for diseases in
livestock, poultry, and domestic pets [1]. In wild animals, they have been mostly described
in bats ([3] and in aquatic birds [4], although detection in other hosts has been reported,
such as in marine mammals [5] and in non-human primates [6]. In addition to this large
host diversity, the evolutionary history of AstVs is characterized by frequent cross-species
transmission events [7], supporting limited host specificity and a risk of spillover and
emergence in humans [8].

AstVs have been reported in African insectivorous bats, in particular in species of the
Miniopteridae and Rhinonycteridae families [9-12]. Detection rates vary greatly depending
on the study design and the tested species [3], and the prevalence of bat shedding AstVs
within populations is also highly variable. For instance, we estimated the prevalence of
shedding bats ranging from 20% to 81% for Trinenops afer in Mozambique, depending on
the time of sample collection [9]. Such a strong seasonality has been reported in both
tropical and temperate regions and could be associated to bat population dynamics, in
particular in maternity colonies (e.g., an increase in the population size and density during
the formation of the colony; [13]). Body condition and co-infection with other viruses have
also been identified to be positively correlated with AstV infection in bats [14,15].

Viruses 2021, 13, 1524. https:/ /doi.org/10.3390/v13081524
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The islands of the Western Indian Ocean host eleven of the twenty bat families de-
scribed worldwide [16], with a highly contrasted diversity pattern between islands. Mada-
gascar shelters 46 bat species, of which nearly 80% are endemic [17,18]. In contrast, the
small oceanic islands surrounding Madagascar are inhabited by a limited number of bat
species. For instance, only three species occur on Reunion Island, and only one of them,
the Reunion free-tailed bat (RFTB; Mormopterus francoismoutoui; Molossidae), is endemic to
the island.

RFTB is the most abundant bat species on Reunion Island. This small insectivorous
species roosts in large colonies in natural caves and synanthropic habitats such as bridges
and houses [19]. Based on guano sampling in an RFTB maternity colony, we investigated
the temporal variation in AstV shedding for more than 2 years (28 consecutive months),
with a particular emphasis on the parturition period. Partial sequencing of the AstV RNA-
dependent RNA-polymerase (RdRp) gene and phylogenetic analyses were performed to
assess the diversity and the origin of the detected viruses.

2. Material and Methods

The study was conducted in the main RFTB colony known to date on Reunion island,
within a natural cave of 30 m® on the West coast of the island (21,111° S, 55,259° E). The
colony is monospecific and mostly composed of adult females during the early stages
of the breeding season (October to December); and of neonates and juveniles, after the
parturition period (from mid-December onward; Dietrich et al., 2015). Between 40,000 and
50,000 flying adult bats have been estimated before parturition; however, after the breeding
season, the cave remains totally empty from bats (May to September) [20].

A non-invasive sampling was set up to limit colony disturbance. During each sam-
pling session, we collected guano samples in the narrowest part of the cave entrance, in
ten different sampling points separated by 50 cm along a 4.5 m transect (Supplementary
Figures 51 and S2). Sterile open-ended 2 mL syringes were used to collect a core sample,
in order to obtain ¢. 130 mg of guano. Each guano sample was immediately mixed with
1.5 mL of Virus Transport Media (VIM; e.g., [21]). Samples were maintained in a cooler
with ice packs in the field and stored in a —80 °C freezer within two hours.

In total, 380 samples were collected during 38 different sampling sessions between 21
June 2016 and 4 September 2018. During each sampling session, the colony was visually
monitored in order to classify the relative population size (no bat, less than half of the cave
covered with bats, and more than half of the cave covered), and to assess the population
age, structure, and timing of parturition based on the presence of adults, neonates, and
juveniles.

Guano samples were mixed and centrifuged at 1500 x g for 15 min. RNA extraction
was performed on 140 uL of supernatant, with the QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN,
Valencia, CA, USA). Reverse-transcription was done on 10 puL of RNA using the ProtoScript
II Reverse Transcriptase and Random Primer 6 (New England BioLabs, Ipswich, MA,
USA) [21]. cDNAs were tested for the presence of the AstV RdRp gene using a pan-AstV
semi-nested polymerase chain reaction (PCR) assay [22]. PCR products of the expected size
were submitted for direct Sanger sequencing (Genoscreen, Lille, France). Chi-square tests
were conducted to investigate the effects of the sampling date and the sampling location in
the transect, on the probability of successful detection of the AstV RdRp gene. Statistical
analyses were conducted with R 3.4.4 [23].

A phylogenetic analysis was performed on the RARp gene sequences obtained in this
study (GenBank accession numbers MK966904 to MK966918, and MZ274075 to MZ274086)
and 84 reference RdRp sequences of AstVs detected in a large diversity of bat species,
in particular from Africa (Madagascar, Mozambique, and Gabon), as well as in other
vertebrate hosts (e.g., avian, human, and livestock). Sequences were aligned with the CLC
Sequence Viewer 8.0 (CLC Bio, Aarhus, Denmark). Maximum-likelihood analysis was
conducted using PhyML 3.1 [24], with an evolutionary model selected by Model Generator
0.85 (GTR + 1+ I' I =0.13, @ = 0.83; [25], and 1000 bootstraps.
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3. Results and Discussion

In total, 27 guano samples (7.1%) tested positive for the presence of AstV, without
differences between the sampling location along the transect (x? =11.8;df =9; p = 0.23).
Although no variation was observed between the two sampling seasons (x> = 0.17; df = 1;
p = 0.68), significant differences in the number of positive samples between sampling dates
were detected ( ;(2 =74.8; df =37; p <0.001), with AstVs mostly detected after the parturition
period (late December), in February and March (Figure 1). This pattern suggests a potential
effect of the population age structure [14] rather than changes in size and density associated
with the formation of the colony [13]. A previous investigation on paramyxovirus and
Leptospira spp. infection dynamics in the same bat colony revealed two peaks of infection:
one during the colony formation and the other two months after the birth pulse [20]. The
latter may coincide with the detection of most AstVs in February and March, and the first
one with the positive samples detected in December. Although these results support the
occurrence of AstV RNA in the RFTB environment, our sampling design precludes further
conclusions on the prevalence of shedding bats in the population. Bat individual sampling
is needed to further support AstV infection in RFTB and identify population-related factors
involved in the temporal and spatial transmission dynamics.

Juveniles mes—————

Jun.

Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. May Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. May Jun. Jul. Aug. Sep.

2017 2018

Figure 1. Number of Astrovirus positive guano samples as per sampling session (brown marks). Ten samples were collected

during each sampling session. Green shading indicates the relative bat population size: light green: no bat inside the cave,
mid-green: less than half of the cave occupied by bats, dark green: more than half of the cave occupied by bats. Presence of
adults, neonates, and juveniles bats is represented by gray bars.

Two samples collected before the breeding season (in July and September 2016), when
the cave was not occupied by bats, also tested positive for AstV, and suggest a possible
environmental persistence of AstV RNA in bat guano. AstV persistence in the environment
could potentially favor bat infection during cave colonization at the beginning of the
breeding season, but also create an opportunity for virus spillover to other vertebrate
hosts. Rats (Rattus rattus) have been sighted in the vicinity and within the cave during the
study period, and previous studies have shown that paramyxoviruses may be transmitted
between rats and RFTB in the studied cave [20]. Bat guano is also used as a fertilizer
for agricultural crops, worldwide, and is regularly harvested on a small scale by local
farmers for personal use [26]. At our study site, bat guano was indeed harvested in the
cave entrance throughout the course of the breeding season. The detection of viral RNA
does not provide evidence of the maintenance of infectious particles in bat guano and
virus isolation would be required to experimentally assess the infectious ability of bat
AstVs outside their hosts. However, transmission routes of bat viruses to humans remain
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unclear [27], and given the high propensity of AstVs for cross-species transmission [7],
our finding underlines that the risk of AstV spillover from bats to human should be fully
investigated.

Analysis of the 27 RdRp partial sequences revealed a high genetic diversity (up to 49%
of partial RARp sequence differences). This finding is consistent with previous studies on
bat AstVs in Madagascar [21], continental Africa [9-12], and other bat populations, world-
wide. Such a high level of sequence diversity in a single bat species nevertheless contrasts
with the low diversity measured for paramyxovirus and Leptospira in the same colony [20]).
Classification of AstV based on host species origin has been largely challenged for the
past years [28] because AstVs isolated from different animal species can be genetically
similar [9,11,21], but also because genetically different viruses can be isolated from a single
species [11,29]. To improve AstVs classification, the International Committee on Taxonomy
of Virus now recommends comparing the AstV RdRp gene to capsid gene sequences [2],
although sequencing of the capsid remains challenging for bat-origin AstVs.

The phylogenetic analysis further revealed that the detected viruses were genetically
related to AstVs found in rats, reptiles, dogs, cats, and pigs, but did not cluster in a single
bat AstVs clade (Figure 2). This result could reflect the limited number of AstV nucleotide
sequences available from Molossid bats in public databases, and, more broadly, from bats
in tropical areas. Because our study was based on environmental sampling, however, we
cannot exclude that the detected viruses came from other hosts than RFTB. As previously
mentioned, rats, but also feral dogs (Canis lupus familiaris), and zebu (Bos taurus indicus),
have been regularly sighted close to the cave entrance. Avian species such as the house
sparrow (Passer domesticus), Madagascar turtle-dove (Nesoenas picturatus), and common
myna (Acridotheres tristis) have also been observed near the cave and can be in direct contact
with bat guano. Further investigations involving sampling of individual bats and other
host species in the vicinity of the cave, as well as sequencing of the AstV capsid gene, could
provide information on the level of potential cross-species transmission in this ecosystem.
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Figure 2. Maximum likelihood consensus tree derived from 111 Astrovirus (AstV) RNA-dependent
RNA-polymerase partial nucleotide sequences (390 bp). Black dots indicate nodes with bootstrap
values higher or equal than 70. Red: sequences generated in this study. Scale bar: mean number of

nucleotide substitutions per site.
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