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Résumé

La dengue est l'arbovirose la plus répandue a I'échelle globale avec la moitié de la population
mondiale vivant en zone a risque, majoritairement au sein de la ceinture tropicale et
subtropicale. Le virus de la dengue (DENV), agent étiologique de cette maladie, est un
Orthoflavivirus comptant quatre sérotypes différents (DENV-1 a DENV-4). Deux espeéeces de
moustiques a savoir Aedes aegypti et Aedes albopictus sont les principaux vecteurs impliqués
dans la transmission du DENV dans les populations humaines au niveau mondial. Depuis 2017,
I'tle de La Réunion, département frangais d’outre-mer situé dans le Sud-Ouest de I'Océan Indien
(SO0Ql), fait face a une épidémie de dengue sans précédent caractérisée par une augmentation
significative du nombre de cas humains et de formes séveres de la maladie. Le moustique Ae.
albopictus étant reconnu comme |'espece vectrice du DENV dans les populations humaines
réunionnaises, I'objectif principal de cette thése était d’étudier les interactions entre le DENV et
les populations d’Ae. albopictus de La Réunion afin de mieux comprendre le réle de ce vecteur
dans I'épidémiologie de la dengue. Dans la premiére partie de cette these, nous avons retracé
I'historique de la dengue dans le SOOI, et plus particulierement a La Réunion. Nous avons ensuite
caractérisé la diversité génétique des souches virales de DENV-1 et DENV-2 ayant circulé a La
Réunion et aux Seychelles lors des dernieres épidémies. La troisieme partie de cette thése a été
consacrée a l'analyse de la compétence vectorielle (aptitude d’'une population de moustiques a
transmettre un pathogéne donné) des populations d’Ae. albopictus de différentes générations
(générations FO et F2) et collectées dans différents sites autour de I'lle. Nous avons également
examiné l'influence des bactéries endocellulaires Wolbachia sur les phénotypes de compétence
vectorielle. Pour finir, nous avons étudié la compétence vectorielle des populations d’Ae. aegypti
et d’Ae. albopictus provenant de différentes iles du SOOI et infectées par les virus de la dengue,
du Chikungunya et du Zika. Les résultats de ces travaux permettent de mieux comprendre
I'épidémiologie de la dengue et les dynamiques de transmission des arbovirus dans les fles du
SOOI, particulierement a La Réunion .

Mots clés : virus de la dengue, Aedes albopictus, Aedes aegypti, compétence vectorielle,
Wolbachia, épidémiologie, ile de La Réunion, Sud-Ouest de I'Océan Indien.



Abstract

Dengue is the most widespread arbovirosis worldwide, with half the world's population living in
at-risk areas, mainly in the tropical and subtropical belt. Dengue virus (DENV), the etiological
agent of this disease, is an Orthoflavivirus with four different serotypes (DENV-1 to DENV-4). Two
species of mosquito, Aedes aegypti and Aedes albopictus, are the main vectors involved in
transmitting DENV to human populations worldwide. Since 2017, Reunion Island, a French
overseas department located in the South-West Indian Ocean (SWIO), has been facing an
unprecedented dengue epidemic characterized by a significant increase in the number of human
cases and severe forms of the disease. As the Ae. albopictus mosquito is recognized as the vector
species of DENV in human populations on Reunion Island, the main objective of this thesis was to
study the interactions between DENV and Ae. albopictus populations on Reunion Island, in order
to better understand the role of this vector in dengue epidemiology. In the first part of this thesis,
we retraced the history of dengue fever in the SWIO, and more specifically in Reunion Island. We
then characterized the genetic diversity of DENV-1 and DENV-2 viral strains circulating in Reunion
Island and the Seychelles during recent epidemics. The third part of this thesis was devoted to
analyzing the vectorial competence (ability of a mosquito population to transmit a given
pathogen) of Ae. albopictus populations of different generations (FO and F2 generations)
collected in different locations around the island. We also examined the influence of the
Wolbachia intracellular bacteria on vector competence phenotypes. Finally, we studied the
vectorial competence of Ae. aegypti and Ae. albopictus populations from different SWIO islands
infected with dengue, Chikungunya and Zika viruses. The results of this work provide a better
understanding of the epidemiology of dengue and the transmission dynamics of arboviruses in
the SWIO islands, particularly on Reunion Island.

Keywords : Dengue virus, Aedes albopictus, Aedes aegypti, vector competence, Wolbachia,
epidemiology, Reunion Island, South West Indian Ocean.
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Introduction générale

La symbiose, étymologiquement « la vie ensemble », est un terme dont le sens biologique
génére des controverses entre scientifiques depuis sa création par Anton de Bary en 1879
(Martin and Schwab 2012). Aujourd’hui la définition consensuelle de la symbiose en biologie est,
une interaction étroite et durable entre organismes hétérospécifiques. Les symbioses peuvent
étre catégorisées selon la balance colts/bénéfices percue par chaque organisme impliqué dans
I'interaction. Ces catégories sont si diversifiées qu’elles forment un continuum allant du
mutualisme, dont la balance est majoritairement bénéfique pour les organismes en interaction, a
son antipode, le parasitisme, dans lequel I'organisme parasite tire bénéfice de l'organisme hote
au détriment de ce dernier. A mi-chemin entre ces deux extrémes, se trouve le commensalisme,
avec des bénéfices percus par I'un des organismes de I'interaction sans colt mesurable pour le
second. Le mode de vie parasitaire a pour sa part été adopté par des organismes tres différents
se distribuant dans I'ensemble des regnes du vivant. Aucun de ces regnes n’étant non plus
épargné par ce mode de vie, puisque tous abritent des organismes endossant le colteux role
d’hdote. Le mode de vie parasitaire regorge donc d’'une multiplicité d’interactions et de
mécanismes d’adaptation associés a celles-ci.

Les interactions parasitaires, malgré leur grande diversité, sont soumises a des contraintes
communes que Claude Combes (Combes 2001) a conceptualisées en utilisant deux filtres, dont
I'ouverture conjointe conditionne I'établissement du cycle parasitaire. Louverture du premier
filtre, dit « de rencontre », rend compte de la nécessité de co-localisation spatiale (contrainte de
biocénose) et temporelle (contrainte éthologique) des pathogénes et de leurs hotes. Le filtre de
compatibilité dont I'ouverture est conditionnée, comme son nom l'indique, par la compatibilité
entre hote(s) et pathogene(s), représente une deuxiéme contrainte incontournable. D’une part,
les ressources que le parasite puise chez I’'h6te doivent pouvoir contenter I'ensemble des besoins
nécessaires a son développement (angle d’exigence métabolique/de ressources). D'autre part, le
parasite doit étre apte a se développer au sein de I'environnement-h6te malgré les systemes de
défense de celui-ci (angle d’évasion immunitaire). Le degré d’ouverture de ces filtres n’est pas un
parametre figé. Il peut évoluer dans le temps, notamment suite a des introductions/extinctions
d’espéces hotes, réservoirs ou parasites (Ogden et al. 2019; Talapko et al. 2019; Meissner et al.
2022), a des modifications comportementales (Woolhouse 2006; Ezenwa et al. 2016), a des
évolutions génétiques chez les partenaires biologiques impliqués dans une interaction (Vazeille et
al. 2007; Sekhwal et al. 2015; Goubert et al. 2017; Grunwald et al. 2022), ou encore a des
modifications environnementales et biologiques (Daszak et al. 2001; Frentiu et al. 2014; Hawaria
et al. 2020). En d’autres termes, l'interaction parasitaire est tributaire de 'ensemble des variables
susceptibles de modifier la probabilité de rencontre ou la compatibilité entre hotes et parasites.

Parmi les interactions parasitaires, les maladies a transmission vectorielle (MTV) sont les
conséquences symptomatiques d’infections par des bactéries, virus, champignons et parasites
(stricto sensu: protozoaires, nématodes) véhiculés entre les hotes par I'intermédiaire d’un hote
hétérospécifique: le vecteur. Les contraintes sont grandes pour la mise en place de ces cycles
parasitaires a transmission vectorielle. En effet, 'ouverture conjointe des filtres de rencontre et
de compatibilité précédemment décrits dépend de trois organismes hétérospécifiques, dont un
organisme pathogene (i.e. organisme parasites lato sensus responsables de maladies
infectieuses) et deux hotes trés différents. Ces derniers doivent se rencontrer, se transmettre le
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pathogene, et assurer tous deux, aussi différents soient-ils, le développement dudit pathogene.
Les vecteurs sont la plupart du temps des insectes piqueurs-suceurs (Figure 1) qui transmettent
les pathogenes a un hote hétérospécifique lors d’un repas pris sur celui-ci. Malgré ces
contraintes, ce mode de transmission est répandu dans le monde du parasitisme, comme en
témoigne la grande diversité d’associations hote-vecteur-pathogéne (Figure 1). En outre, les MTV
représentent, a elles seules, plus de 17% des maladies infectieuses humaines. Elles constituent
un enjeu majeur de santé publique avec plus d'un million de décés chaque année, et prés
d'1/7éme de la population mondiale touchée (WHO 2020a). Les arthropodes, et plus
particulierement les moustiques, sont les vecteurs principaux des MTV humaines les plus
importantes. Etudier les interactions entre les différents organismes impliqués dans ces
symbioses parasitaires a transmission vectorielle, notamment les MTV humaines transmises par
les moustiques vecteurs, est la premiere étape permettant de comprendre les épidémies,
d’identifier les mécanismes de propagation et, a terme, de pouvoir en limiter les conséquences
voire méme de les éradiquer.

Les fles habitées de la région du Sud-Ouest de I'Océan Indien (SOOI) situées au sein de la
ceinture tropicale représentent un terrain d’étude propice aux études de telles interactions. Il
s’agit de Madagascar, de l'archipel des Mascareignes, avec La Réunion, Maurice et Rodrigues, de
I'archipel des Comores, avec Grande Comore, Mohéli, Anjouan et Mayotte, et de 'archipel des
Seychelles (voir carte dans Publication 1). Afin de faire face a leur isolement géographique, les
écosystémes insulaires entretiennent des échanges aériens et maritimes importants entre eux et
avec les continents, fournissant des conditions propices pour observer et différencier la
transmission locale de pathogénes au sein d’une fle, de celle régionale entre iles, voire méme de
celle intercontinentale (Tortosa et al. 2012). C’est le cas de La Réunion, une fle volcanique
francaise qui est profondément marquée par sa dimension multiculturelle, entretenant des liens
socio-économiques intenses avec les autres fles du SOOI, telles que les Seychelles, Madagascar,
Mayotte, ou encore les Comores, mais également avec des pays continentaux d’Europe et d’Asie.
Les spécificités de certains de ces écosystemes insulaires, en termes d’isolement géographique,
d’aire limitée, et de diversité limitée en espéeces vectrices ou réservoirs, les rendent également
adaptés au décryptage plus fin des interactions hoéte-vecteur-pathogéne dans ces cycles de
transmission singuliers alternant hote vertébré et vecteur arthropode (Tortosa et al. 2012). En
effet, les Tles du SOOI abritent des moustiques vecteurs de MTV humaines, dont la distribution et
la densité sont favorisées par les climats tropicaux (Delatte, Dehecq, et al. 2008; Delatte et al.
2009; Bousses et al. 2018). Elles font de ce fait fréquemment face a des épidémies de MTV
transmises par des moustiques vecteurs, tels que le paludisme, le Chikungunya, la fievre de la
vallée du Rift, ou encore la dengue (Tchen et al. 2006; Delatte, Dehecq, et al. 2008; D’Ortenzio et
al. 2011; Balenghien et al. 2013). Les iles du SOOI représentent donc un terrain pertinent pour
I’étude des interactions hote-vecteur-pathogene et pour la compréhension de I'épidémiologie des
MTV. Cela est d’autant plus vrai depuis quelques années dans certaines les du SOOI, notamment
a La Réunion, ou les épidémies de dengue connaissent une augmentation de leur fréquence, de
leur durée et de la sévérité de la maladie (Hafsia et al. 2022). En effet, I'lle de La Réunion fait face
a une épidémie ininterrompue de dengue depuis 2017 avec plus de 72 276 cas biologiquement
recensés par I'Agence Régionale de Santé Réunion, dont 2 823 hospitalisations, plus de 550 cas
séveres, et 77 déces a déplorer (Hafsia et al. 2022; Santé Publique France 2024a).
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Au vu de I'historique épidémiologique de la dengue a La Réunion, l'ouverture
conjointe des filtres de rencontre et de compatibilité entre humains, moustiques Aedes
albopictus (dits moustiques tigres, uniques vecteurs incriminés sur I'ile), et virus de la
dengue (DENV) ne fait aucun doute d’un point de vue empirique. Louverture du filtre de
rencontre a été confirmée par la détection d’'une méme souche de DENV de sérotype 1
(DENV-1) dans des pools d’Ae. albopictus de terrain et dans le sérum de patients lors d’une
micro-épidémie de dengue en 2004 a La Réunion (Pierre et al. 2005). Pour le filtre de
compatibilité, les résultats précédemment obtenus pour La Réunion sont plus contrastés.
Certaines études vont dans le sens d’un filtre de compatibilité ouvert, avec des moustiques
Ae. albopictus pouvant s’infecter et transmettre le DENV (Paupy et al. 2001; Vazeille et al.
2010). Au contraire, les résultats d’'une autre étude suggerent une ouverture plus limitée de
ce filtre, avec des moustiques tigres dont la compétence a transmettre le DENV est
compromise du fait de leur infection naturelle par la bactérie endosymbiotique Wolbachia
(Mousson et al. 2012). Cependant, aucune de ces études n’utilise a la fois des souches virales
de DENV locales et des moustiques tigres d’origine réunionnaise récemment échantillonnés
sur le terrain, éloignant ainsi les résultats obtenus en conditions contrélées de la réalité du
terrain. Il apparait ainsi clairement que I'étude du filtre de compatibilité reste a approfondir,
tant pour mesurer son degré d’ouverture, que pour étudier les parametres qui I'influencent,
notamment les interactions entre moustique, DENV, et Wolbachia. Ces études permettraient
d’affiner la compréhension du patron épidémiologique singulier de la dengue a La Réunion.
Au vu de la situation géographique de La Réunion, étudier l'ouverture de ce filtre de
compatibilité dans les autres fles du SOOI permettrait également d’apprécier les risques de
propagation de la dengue et d’autres MTV d’intérét médical dans 'ensemble de la région. Le
but de telles études est de cerner plus justement les enjeux de santé publique présents et a
venir en lien avec certaines MTV au sein du SOOI, notamment en ce qui concerne la dengue
actuellement en plein essor dans la région, et particulierement a La Réunion.

Dans ce contexte, 'objectif du travail de thése était d’explorer la compatibilité entre
DENV locaux et populations réunionnaises de moustique tigre, avec un focus sur les effets de
la densité de Wolbachia sur le DENV in insecta. Il a également été question d’examiner la
compétence des Ae. albopictus et Aedes aegypti des fles du SOOI a transmettre divers
arbovirus d’intérét médical. U'hypothése générale de ces travaux étant que les interactions
multipartites entre les différents protagonistes du cycle parasitaire définissent la trajectoire
et le devenir des épidémies. Afin de rendre compte de ce travail, la premiere partie de ce
manuscrit est dédiée a une synthése bibliographique permettant de définir le pathosystéeme
vectoriel, de décrire Wolbachia et son influence sur ce pathosysteme vectoriel, ainsi que de
présenter spécifiguement les différents modeéles et contextes biologiques de ces travaux de
thése. Dans un second temps, les travaux de recherches sont exposés selon trois axes
principaux, a savoir (i) une description des souches de DENV circulant a La Réunion, et (ii) la
mesure de la compétence vectorielle des populations d’Ae. albopictus de La Réunion vis-a-vis
des souches locales de DENYV, et (iii) la mesure de la compétence vectorielle des populations
d’Ae. albopictus et d’Ae. aegypti de la zone du SOOI quant a la transmission des virus de la
dengue, du Chikungunya et du Zika. Un résumé des résultats des travaux de these et un
épilogue sur I'histoire de la dengue a La Réunion concluent ce manuscrit.
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Synthese bibliographique

1. Pathosysteme et moustiques vecteurs

1.1. Généralités sur les pathosystémes vectoriels

1.1.1. Pathosystéme et mode de vie parasitaire

Un pathosysteme représente I'ensemble des différents acteurs intervenant dans le
cycle de vie et de développement d'un parasite lato sensu dans un environnement donné. Il
s'agit du parasite lui-méme, de son ou ses hoétes, ainsi que des interactions directes ou
indirectes entre eux et avec le milieu ou ils évoluent. Le pathosysteme constitue un
sous-ensemble de I'écosysteme dans lequel il se trouve, les interactions qui s'y déroulent
sont de ce fait dépendantes des conditions biotiques et abiotiques de ce plus large ensemble
gu'est I'écosystéme. Sont qualifiés de parasites tous les organismes qui ont un mode de vie
parasitaire et les virus. Le mode de vie parasitaire signifie que pour leur développement, leur
reproduction, ou encore leur transmission, les parasites tirent profit de leurs hotes, au
détriment de ces derniers. Le parasitisme est dit obligatoire si le parasite doit
impérativement avoir un hote pour achever son cycle, dans le cas contraire il est dit
facultatif. Certaines relations symbiotiques mutualistes peuvent notamment basculer vers
une relation hote-parasite si I'un des deux partenaires est affaibli ou si 'un prend le dessus
sur l'autre, comme certaines bactéries mutualistes du microbiote intestinal humain par
exemple (Hooper et al. 2012). Les cycles parasitaires peuvent étre plus ou moins complexes
et faire intervenir un ou plusieurs hoétes. Les ressources détournées par les parasites sont trés
diverses. Certains vont par exemple soutirer de I'eau ou des substances nutritives a leur hote
(Ruiz-L and Madrid-V 1992; Ahmad et al. 2017), d'autres vont accaparer les soins parentaux
(Sato et al. 1986; Schulze-Hagen et al. 2009), se servir de leur hote comme d’un support
physique nécessaire au succes de leur développement (Putz and Holbrook 1986), et d'autres
encore vont utiliser la machinerie et/ou les ressources cellulaires de leur héte pour leur
développement. Cependant, avant de pouvoir détourner les ressources de leurs hotes
qguelles qu’elles soient, les parasites doivent atteindre ces hotes et les infecter. Rentre alors
en jeu la notion de transmission des parasites.

1.1.2. Transmission et vection

La vie des parasites obligatoires dépend entierement de leurs hotes. En effet, pour
réaliser leur cycle de vie et assurer leur descendance, les parasites doivent étre transmis d’un
hote infecté a un hote susceptible. Certains parasites se transmettent des parents a la
descendance, la transmission est alors dite verticale. C’est notamment le cas du virus de la
diarrhée virale bovine se transmettant de la vache au foetus par franchissement de la
barriere placentaire, et qui peut causer de lourdes pertes économiques dans les élevages
(Lindberg 2003). D’autres parasites sont transmis via l'environnement de I'h6te, dite
transmission horizontale. Cela comprend toutes les transmissions par contact entre
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individus, avec des milieux et surfaces contaminés, ou encore celles qui se font par
I'utilisation de la chalne trophique pour se transmettre. Il existe également des parasites
usant de stratagémes exceptionnels pour parvenir a leur fin, telle que la manipulation de la
reproduction ou du comportement de leurs hotes. Dans le premier cas, les parasites vont
manipuler la reproduction de leur hote (diminution de la survie de la descendance non
infectée, modification du type de reproduction, ...) afin de s'assurer un meilleur taux de
transmission dans la population. C’est notamment le cas de la bactérie intracellulaire
Wolbachia chez de trés nombreux arthropodes et nématodes (Werren et al. 2008). Dans le
second cas, la manipulation du comportement des hotes infectés permet a certains parasites
d’atteindre leur prochain milieu de vie ou prochain héte. Par exemple, le plathelminthe
Dicrocoelium dendriticum manipule le comportement de son hote fourmis afin de se
transmettre plus facilement a son hote bovin suivant (Otranto and Traversa 2003;
Martin-Vega et al. 2018). Pour finir, certains parasites ne vont s’appuyer sur I'éthologie de
leur hote pour se transmettre, sans nécessairement les manipuler. C’est le cas des parasites a
transmission vectorielle ou I’h6te utilisé comme moyen de transport est qualifié d’hote
vecteur. Celui-ci recherche activement I’hote suivant et ce, pour effectuer son propre cycle
de développement. Le vecteur transporte ainsi directement le parasite vers I’héte suivant.

La transmission vectorielle a été décrite pour la premiere en 1878 par Patrick Manson
avec le filaire Wuchereria bancrofti transmis a I’homme par les moustiques Culex fatiguans
(Chernin 1983), et plusieurs types de transmission vectorielle et de vecteurs ont depuis été
découverts. Seuls les vecteurs arthropodes hématophages seront étudiés dans la suite de ce
manuscrit. Tout d’abord, la transmission passive est un évenement trés rare et fortement lié
au hasard. Si un arthropode a des extrémités contaminées par des parasites, comme les
pattes d’'une mouche avec des champignons par exemple, et qu’il se pose sur un animal ou
sur les plaies d’un animal, il peut alors lui transmettre de facon passive ce parasite (Kamyszek
1968). A cette transmission passive s‘oppose celle dite active et pour laquelle deux modes de
transmission existent, 'un mécanique et l'autre biologique. Tous deux ont pour point
commun l'utilisation d’un vecteur arthropode hématophage qui de par son régime
alimentaire assure la transmission du parasite d’'un hote a un autre. Un taon qui effectue
deux repas sanguins successifs, le premier sur un bovin infecté par des trypanosomes et le
second sur un bovin sain, peut transmettre quelques parasites au second par simple transfert
mécanique du fait de son proboscis contaminé lors du premier repas (Desquesnes and Dia
2004). Ce mode de transmission mécanique active reste tout a fait sporadique. Pour ce qui
est de la transmission vectorielle biologique active, le parasite doit infecter le vecteur et se
développer en son sein avant d’étre transmis de nouveau a un autre héte du cycle. Le
vecteur est dans ce cas un hote a part entiere du cycle de vie du parasite, et peut alors avoir
différents statuts: sain, infecté, ou infectant. Le pathosysteme est alors qualifié de
pathosystéme vectoriel et comprend: le parasite, le vecteur, et I’h6te (Figure 2). Dans la suite
du manuscrit, lorsque la transmission vectorielle sera énoncée, il s’agira uniguement de
transmission vectorielle biologique active réalisée par un vecteur arthropode hématophage.

16


https://www.zotero.org/google-docs/?3tjBcY
https://www.zotero.org/google-docs/?kZk9NJ
https://www.zotero.org/google-docs/?kZk9NJ
https://www.zotero.org/google-docs/?JWnlMI
https://www.zotero.org/google-docs/?4J5ahM
https://www.zotero.org/google-docs/?4J5ahM
https://www.zotero.org/google-docs/?CrINaB
https://www.zotero.org/google-docs/?CrINaB

Ecosysteme

Environnement

I Pathosystéme vectoriel \
| Hote vertébré |
I |
| Vecteur |
I |
I |
| Transmission
I
| vectorielle I
\ ]
\ /
N e o o ——_— e ——_— — — — — — -

Figure 2 : Pathosystéme vectoriel et transmission vectorielle d’un parasite lato sensu dans un environnement
donné. Le pathosysteme vectoriel est un sous-ensemble de I'écosysteme dans lequel se jouent ces interactions
entre héte vertébré, vecteur et parasite.

Il est intéressant de noter que dans le but d’augmenter la fréquence de contact entre
le vecteur et I’hote vertébré, ces parasites a transmission vectorielle ne sont pas en reste en
ce qui concerne la manipulation de leurs hétes (Schwartz and Koella 2001). Une appétence
plus importante pour les repas sanguins a par exemple été observée chez des phlébotomes
infectés par des parasites du genre Leishmania sp., avec un taux de piqlre plus élevé, et donc
potentiellement plus de transmission du parasite (Jefferies et al. 1986). Le virus de la dengue
(DENV), quant a lui, a une double action. D’un c6té, il rend les moustiques plus maladroits
dans la localisation et la perforation des vaisseaux sanguins lors de leurs repas, ce qui a pour
conséquence d’augmenter le nombre de piglres et le nombre d’hétes vertébrés nécessaires
a une prise de sang complete, favorisant ainsi sa transmission (Wei Xiang et al. 2022). Par
ailleurs, l'infection par le DENV peut également modifier le microbiote de la peau de I'hote
vertébré qui attire alors de fagon plus importante les moustiques, ce qui favorise la
transmission du virus aux moustiques cette fois-ci (Zhang et al. 2022).

Les vecteurs sont responsables de la transmission de nombreux pathogénes chez
I'Homme et les animaux, causant des épidémies aux lourdes conséquences économiques et
de santé publique. Parmi eux, les moustiques sont sans nul doute les vecteurs les plus
tristement célebres. Et pour cause, outre la nuisance de l'irritation qu’ils induisent par leurs
pigldres, les moustiques sont les animaux les plus meurtriers pour 'Homme (Figure 3). lls
sont responsables de plus d’un million de morts par an (WHO 2020a), loin devant les autres
vecteurs (Figure 3). Mais comment de si petits animaux peuvent causer autant de dégats ?
Qui sont-ils et pourquoi sont-ils de si bons vecteurs ?
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Figure 3 : Liste des animaux les plus meurtriers pour 'Homme au monde avec les estimations du nombre de
morts dues a chacun pour l'année 2015. Figure traduite a partir de I'image réalisée par la Fondation

Bill-et-Melinda-Gates et extraite de https://pbs.twimg.com/media/CufaCOvXEAA-IMg.jpg.

1.1.3. Les moustiques vecteurs : qui sont-ils ?

Les moustiques sont des insectes de I'ordre des Dipteres de la famille des Culicidae.
Les données de 2008 mentionnent I'existence de 3 614 especes de moustiques répartis en
deux sous-familles: Anophelinae qui comprend 3 genres d’une part, et Culicinae avec 110

genres (site web: https://mosquito-taxonomic-inventory.com). Les moustiques sont des
insectes holométaboles, c’est-a-dire des insectes dont la métamorphose de I'ceuf a I'adulte
est complete. Cette transformation se fait progressivement au cours de quatre stades de vie:
I'ceuf, la larve, la nymphe et |'adulte (Service 1993; Carnevale and Robert 2009) (Figure 4).

ADULTES

%// FEMELLE MALE
==y > = \ .
=2 . f

REPAS DE SANG -

)

Dessin : Marine Aubert

Figure 4 : Cycle de vie des moustiques dont les femelles sont anautogénes. Figure extraite de
http://www.institutpasteur.nc/les-moustiques-et-la-dengue/ .
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Les ceufs des moustiques, d’'un demi a un mm de long, sont pondus a l'interface
air/eau ou proche d'un point d'eau sur un substrat humide, dans un endroit qui peut soit
entrer en contact avec |'eau soit étre entierement submergé par celle-ci. Apres la ponte, les
ceufs deviennent résistants a la dessiccation, résistance dont l'intensité et la durée
dépendent de l'espéce (Farnesi et al. 2015; Farnesi et al. 2017) (Figure 5). Au contact de
I'eau, et une fois le développement embryonnaire fini, les ceufs éclosent en larves (Figure 4).

Aedes aegypii [/ AR
Anopheles aquasalis [

Culex quinquefasciatus \

L 1 L l I 1 // l l !

0 5 10 15 20 25 60 65 70 75

Heures en conditions séches

Figure 5 : Résistance a la dessiccation des ceufs de moustiques. Le graphique, traduit de Farnesi et al., 2015,
présente la résistance a la dessiccation des ceufs de trois especes de moustiques placés en conditions séches
apres avoir complété 80% de leur embryogenese. Les barres indiquent les périodes les plus longues pendant
lesquelles les ceufs présentent une viabilité importante. * = a minima.

Les moustiques connaissent quatre stades de développement larvaires aquatiques
distincts qu’ils atteignent par transformations et mues successives, allant du stade L1 d’'un a
deux mm et faisant directement suite a I'éclosion, jusqu'au stade L4 d’un a deux cm (Figure
4). Les larves se composent toutes d’'une téte, d’un thorax et d’'un abdomen segmenté
(Figure 4). Elles sont pour la plupart détritivores et filtreuses, certaines pouvant étre
prédatrices (Merritt et al. 1992), et respirent a l'aide d’un syphon respiratoire (ou d’un
spiracle selon I'espéce) porté par les derniers segments de I'abdomen et affleurant la surface.

Puis, intervient la nymphose qui est la métamorphose du stade L4 en pupe, appelée
aussi nymphe (Figure 4). Celle-ci, courbée en avant, comprend deux parties: le
céphalothorax, surmonté dans sa partie dorsale de deux trompettes respiratoires, et
I'abdomen segmenté terminé par deux palettes natatoires caudales (Figure 4). Les nymphes
ne se nourrissent pas et entament leur derniere métamorphose qui dure en moyenne un a
deux jours. Une fois celle-ci achevée, le tégument de la nymphe s'ouvre par une fente
dorsale longitudinale a la surface de l'eau. L'adulte ailé, ou imago, s’extrait de I'exuvie
nymphale et fait sécher ses ailes en restant posé a la surface de I'eau avant de prendre son
premier envol. Son milieu de vie est désormais le milieu aérien/terrestre (Figure 4).

Le corps des moustiques adultes est divisé en trois parties : une téte, un thorax et un
long abdomen (Figure 4). La téte porte les yeux composés et les antennes qui sont des
organes sensoriels (Montell and Zwiebel 2016), et les pieces buccales adaptées en appareil
suceur ou piqueur-suceur selon I'espéce, appelé proboscis (Burkett-Cadena 2019). Ce dernier
posséde deux canaux dont un salivaire qui permet d’excréter la salive, et I'autre alimentaire
qui permet d’ingérer les repas. Le thorax porte les appareils locomoteurs et abrite, dans sa
partie antérieure, les glandes salivaires du moustique. L'abdomen abrite, quant a lui, une
partie du systéeme digestif avec le jabot, I'estomac, l'intestin et le rectum. Pour finir, le
systeme circulatoire des moustiques adultes est constitué d'une cavité générale,
I’'hémoccele, contenant I’hémolymphe qui est un liquide incolore dans lequel baigne les
organes, les substances nutritives et les déchets découlant de leur utilisation, ainsi que
certaines cellules immunitaires, les hémocytes (Wirkner et al. 2013).
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Peu apres leur émergence, les moustiques femelles adultes s'accouplent pour
I'unique fois de leur vie. Elles stockent le sperme dans les spermathéques, organes dans
lesquels les femelles puisent pour féconder leurs ceufs avant chaque ponte, ou oviposition.
Ainsi, bien qu'elles n'aient été fécondées qu'une fois, les femelles peuvent pondre a plusieurs
reprises au cours de leur vie. Chaque oviposition compte approximativement de 10 a 200
ceufs selon l'espéce et les ressources disponibles pour le développement des ceufs chez la
femelle. Les adultes se nourrissent de sucs végétaux. Mais, les femelles de certaines especes,
dont les Anopheles, les Culex, et les Aedes, sont anautogenes. Elles doivent compléter ce
régime sucré par des repas de sang pour la maturation des ceufs avant chaque ponte, d’ou
un proboscis piqueur-suceur. La spécificité d'hotes pour ces repas de sang dépend de
I'espece, certaines piquant uniquement les oiseaux ou les mammiféres par exemple (Service
1970; Tempelis et al. 1976), et d'autres étant plus opportunistes (Delatte et al. 2010). La
succession d’événements entre deux repas sanguins est appelée cycle gonotrophique et
comporte trois phases (Beklemishev 1940). La premiére est la recherche d'un hote pour la
prise du repas sanguin et le repas en lui-méme, la seconde est la digestion du sang et la
maturation des ceufs, et la troisieme est la recherche d'un site de ponte et l'oviposition
(Figure 6). Ce cycle peut durer de deux a huit jours en fonction, entre autres, de I'espece de
moustiques, des conditions climatiques, ou encore du nombre de cycles gonotrophiques déja
effectués par la femelle (Mala et al. 2014). La digestion du sang peut notamment étre plus
rapide dans les zones tropicales que dans les zones tempérées, mais aussi plus rapide en
saison seche qu’en saison humide dans une zone tropicale (Service 1993; Mala et al. 2014).

Femelle
/ Gorgée \

Néonate Recherche d’héte, Maturation
f repas sanguin des ceufs
Cycle
Accouplement “ .
| \ gonotrophique 1
= T Femelle
emelle Femelle Gravide
Fécondée A jeun

\ Ponte

Figure 6 : Cycle gonotrophique d’'une femelle moustique. Figure extraite et modifiée a partir de Pradel, 2006.

1.1.4. Les moustiques vecteurs : de leur alimentation dépend la vection.

De cette nécessité de repas sanguins chez les femelles anautogénes provient le
probléme de la transmission des MTV, ces femelles jouant le réle de vecteur biologique de
I'agent étiologique de la maladie, le transportant activement d'un individu infecté a un
individu sain lors de ses repas de sang. Le moustique s’infecte avec le pathogéne en prenant
un repas sanguin sur un hote infecté, pathogéne se développant ensuite au sein du
moustique jusqu’a atteindre sa salive. Le moustique transmet alors le pathogene a des hotes
sains via sa salive lors de ses prochains repas sanguins. En effet, les moustiques injectent leur
salive a la composition extrémement complexe (Ribeiro et al. 2007) lors des repas de sang
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pour, entre autres, empécher '"hémostase afin de maintenir le sang fluide, et retarder
I'inflammation a I'endroit de la piqQre afin de ne pas avertir I’'h6te de sa présence (Ribeiro
1987). Ainsi, par les pathogenes qu’ils peuvent contenir, les quelques nanolitres de salive
injectés a un hoéte par les femelles moustiques lors des repas sanguins sont indirectement
responsables d’un probléme majeur en santé humaine et vétérinaire au niveau mondial.

En effet, comme mentionné précédemment, les MTV représentent plus de 17% des
maladies infectieuses humaines, avec prés d'1/7éme de la population mondiale impactée et
plus d’un million de déces chaque année (WHO 2020a). Or, les moustiques sont les vecteurs
des MTV humaines les plus importantes en termes d'incidence, de mortalité et de morbidité.
En téte de ce triste podium se trouve le paludisme avec 608 000 déces et 249 millions de cas
estimés en 2022 (WHO 2023), et qui est transmis par une cinquantaine d'espéces de
moustiques du genre Anopheles dont Anopheles gambiae. Le paludisme est causé par des
parasites de la famille des Haemosporida et du genre Plasmodium, dont Plasmodium
falciparum et Plasmodium vivax sont les plus dangereux pour I'Homme. Vient ensuite la
dengue qui cause 96 millions de cas symptomatiques et de 20 000 a 40 000 décés chaque
année, et dont l'agent étiologique, le DENV, est essentiellement transmis par des moustiques
du genre Aedes (Bhatt et al. 2013; WHO 2023; CDC 2023). D’autres MTV humaines aux
répercussions sanitaires et économiques majeures sont transmises par les moustiques telles
qgue la filariose lymphatique (51 millions d’infections en 2018) et des arboviroses (pour
“arthropod borne virose”) avec notamment le chikungunya, le zika, la fievre jaune (170 000
cas séveres et 60 000 déces en 2013), ou encore l'encéphalite japonaise (68 000 cas
symptomatiques chaque année dont 30% sont fatals) (WHO 2018a; WHO 2019a; WHO
2019b; WHO 2020b; WHO 2022). Bien que la plupart de ces MTV circulent de facon
endémique dans la ceinture tropicale et subtropicale, certaines sont connues pour leurs
flambées épidémiques aux conséquences dramatiques. Cela a été dernierement le cas du
zika dans I’'Océan Pacifique entre 2007 (185 cas en Micronésie) et 2013 (ex. 55 000 cas en
Polynésie Francaise) et en Amérique du Sud depuis 2015 (ex. 1,3 millions de cas en 2015 au
Brésil), ou encore du chikungunya dans I'Océan Indien de 2004 a 2007 (plus de 2 millions de
cas) et en Amérique latine en 2016 (prés de 350 000 cas)(Singh et al. 2016; WHO 20183;
WHO 2020b).

Le régime alimentaire des moustiques femelles a donc de lourdes conséquences en
termes de santé publique, et cela risque d’empirer dans un futur proche. En effet, avec
I'augmentation des températures et des précipitations induites par le changement
climatique (GIEC et al. 2019), la répartition des espéces de moustiques est en cours
d'évolution (Kraemer et al. 2019; Hertig 2019; Li et al. 2021). Certaines zones jusqu'ici plutot
épargnées pourraient devenir des zones de transmission active au sein de populations
humaines relativement naives face a ces MTV. Ajouter a cela 'augmentation de la population
humaine située en zones déja a risque, les colits économiques et la morbidité associés a ces
MTV risquent en effet de s’aggraver. De facon intéressante, ces MTV n’impliquent que peu
d’especes de moustiques, et fort heureusement au vu des conséquences dramatiques que
cela a déja sur I’humanité. En effet, tous les moustiques ne sont pas aptes a transmettre des
pathogenes, tous ne sont pas vecteurs (Leake 1992). Et, tous les moustiques qui sont
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vecteurs ne sont pas aptes a transmettre tous les pathogenes a transmission vectorielle
(Leake 1992). Cela va dépendre de la capacité vectorielle des populations de moustiques.

1.2. La capacité vectorielle des moustigues

Dans un premier temps définie pour I'étude de la malaria (Macdonald 1956), puis
généralisée par la suite pour I'ensemble des MTV (Kramer and Ciota, 2015), la capacité
vectorielle (CV) est une expression visant a modéliser I'épidémiologie de la transmission des
parasites véhiculés par les vecteurs. Elle représente l'aptitude qu’a une population de
moustiques a établir un cycle épidémique pour un pathogéne donné. Concréetement, elle
permet de déterminer le nombre moyen d'infections secondaires induites dans une
population d’hotes susceptibles a partir d'un moustique infecté. Le calcul de la CV prend en
compte les parametres intrinseques a la population de moustiques ayant une influence sur la
transmission des pathogenes, a savoir le nombre de femelles moustiques retrouvées par
hotes (m), le taux journalier de pigdre (a), le taux de transmission au sein des moustiques
exposés ou compétence vectorielle (b), la probabilité de survie quotidienne (p), et la période
d’incubation extrinséque (n, ci-apres PIE). La CV est ainsi modélisée par I'expression (Kramer
and Ciota 2015):

CV=ma’xbp"/ -log p

Cette expression, lorsqu’elle est multipliée par la durée de la virémie chez I'hbte
(Garrett-Jones 1964; Benkimoun et al. 2021) permet de calculer le RO qui évalue, pour sa
part, le nombre moyen de cas secondaires qu’un cas d’'une maladie infectieuse peut générer,
au cours de sa phase infectieuse, dans une population susceptible. Laspect multifactoriel de
la CV peut parfois la rendre difficile a appréhender d’un point de vue expérimental. Ces
travaux de thése s'intéressant a l'ouverture du filtre de compatibilité entre moustiques
vecteurs et arbovirus, les paramétres de la CV qui sont nécessaires d’étudier concernent la
compétence vectorielle et la PIE.

1.2.1. La compétence vectorielle et la période d’incubation extrinseque

La compétence vectorielle d’'une population de moustiques est définie comme étant
le taux de moustiques pouvant assurer la multiplication et la transmission vectorielle
biologique active d’un pathogene donné. Elle est donc le résultat de I'aptitude de chaque
moustique de la population a s’infecter avec un pathogene lors d’un repas sanguin
contaminé; a faire disséminer ce pathogéne en son sein jusqu’a ce qu’il atteigne les glandes
salivaires; puis a le transmettre via la salive lors d’un nouveau repas de sang sur un autre
hote (Figure 7). La compétence vectorielle d’une population envers un pathogéne donné
peut étre totale, partielle ou nulle, avec respectivement la totalité, une partie ou aucun des
moustiques de la population étant aptes a le transmettre. Le temps qui s’écoule entre
I'ingestion du pathogeéne par le moustique et la transmission a un nouvel héte via I'injection
de la salive correspond a la PIE (Figure 7). Une fois les femelles moustiques devenues
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infectantes (i.e. capables de transmettre le pathogene), elles sont estimées le rester toute
leur vie (Hardy et al. 1983). De ce fait, plus la PIE est courte, plus la probabilité de
transmission du parasite par la femelle moustique au cours de sa vie est élevée.
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Figure 7 : Séquence de la compétence vectorielle d’'un moustique, de I'infection a la transmission. Figure
extraite et modifiée a partir de Chouin-Carneiro et dos Santos, 2017.

Les parameétres de la CV, y compris la compétence vectorielle et la PIE, sont sous
I'influence de facteurs extrinseéques tels que la température, I’"humidité, I'exposition aux
insecticides, ou encore la compétition pour les ressources mais aussi des facteurs
intrinseques tels que la génétique du vecteur et du parasite, les barriéres physiques et
immunitaires présentes chez le vecteur, ou encore son microbiote.

1.2.2. Les facteurs extrinseques au pathosysteme vectoriel

Lenvironnement dans lequel évoluent les vecteurs est d’une grande importance dans
la définition de la CV. linfluence qu’il exerce sur celle-ci peut avoir lieu au cours des
différents stades de vie du moustique. En effet, méme lorsque le vecteur en devenir n’est
encore qu’une larve, cet effet de l’environnement peut se répercuter sur la CV des
moustiques adultes par l'effet de report (ou “carry-over effect” en anglais). En ce qui
concerne les facteurs abiotiques, la température joue un réle clé dans la détermination de la
PIE et de la compétence vectorielle (Kenney and Brault 2014; Ciota and Keyel 2019). Une
augmentation de la température de leur gite larvaire induit notamment une augmentation
des taux d’infection et de dissémination du Sindbis virus chez les moustiques Ae. aegypti une
fois adultes par l'effet de report (Muturi and Alto 2011). Et, 'augmentation de la température
ambiante lors de la PIE des vecteurs adultes peut, par exemple, améliorer le taux de
transmission du virus du Nil occidental (WNV) par une population de Culex pipiens (Vogels et
al. 2016) ou augmenter sa réplication chez des Culex quinquefasciatus (Anderson et al. 2010),
ou encore réduire la durée de la PIE du DENV-2 chez les Ae. aegypti (Watts et al. 1987). Par
ailleurs, la température et I’humidité agissent de concert sur d’autres éléments de la CV que
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sont la survie du vecteur et la densité de population, mais également sur la durée du cycle
gonotrophique et le taux de piqdre journalier (Ciota and Keyel 2019). D’autres facteurs
abiotiques peuvent influencer la compétence vectorielle des moustiques comme, par
exemple, la composition biotique et physico-chimique des gites larvaires (Hery et al. 2021).
Lexposition des larves a l'insecticide malathion induit notamment une augmentation des
taux d’infection et de dissémination du Sindbis virus par les Ae. aegypti une fois adulte
(Muturi and Alto 2011). La disponibilité en ressources est un autre paramétre important des
gites larvaires. Par exemple, un stress alimentaire au stade larvaire peut induire une
diminution de la survie des larves et des adultes et donc une diminution de la densité de la
population de moustiques, parameétres clés de la CV (Alto and Lounibos 2013). La limitation
des ressources au sein d’un gite larvaire associée a une compétition intra- ou interspécifique
importante, peut aussi avoir des répercussions sur la taille et le temps de développement des
larves d’Ae. albopictus, induisant par la suite une augmentation du taux de dissémination du
DENV-2 chez les moustiques adultes (Alto et al. 2008). Deux hypothéses peuvent expliquer
cet effet sur la compétence vectorielle des moustiques: la premiére étant une compétence
vectorielle augmentée du fait d’'un manque de ressources pour la mise en place d’'une
réponse protectrice efficace; et la seconde étant a l'inverse une compétence vectorielle
diminuée avec un parasite peinant a trouver les ressources nécessaires pour contourner le
systéeme immunitaire et/ou se développer correctement au sein de son hote vecteur. Par
ailleurs, un gite larvaire expérimentalement appauvri en densité de micro-organismes, en
plus d’influencer les traits d’histoire de vie des moustiques, peut aussi étre délétere pour le
développement des pathogénes, comme c’est le cas pour les oocytes de Plasmodium
falciparum chez les vecteurs Anopheles gambiae (Okech et al. 2007). De facon intéressante,
la composition du repas sanguin (Huang et al. 2017) peut aussi avoir un effet sur la
compétence vectorielle des moustiques. Cela a été montré chez les Ae. aegypti avec une
réduction de leur taux d’infection par le DENV ou par le virus du Zika (ZIKV), du fait d’'une
concentration importante en anticorps anti-dengue ou en lipoprotéines a faible densité dans
les repas sanguins, respectivement (Nguyen et al. 2013; Wagar et al. 2017).

Ces facteurs extrinseques peuvent influencer directement les éléments de la CV, mais
ils peuvent aussi les influencer indirectement via une perturbation du développement des
vecteurs, et donc une modification de certains de leurs facteurs intrinseques (Alto and
Lounibos 2013). Ces perturbations du développement des moustiques peuvent notamment
induire des changements de [l'efficacité de leurs barrieres physiques, immunitaires et
microbiologiques face aux infections (Alto and Lounibos 2013; Ciota and Keyel 2019).

1.2.3. Les facteurs intrinseques au pathosysteme vectoriel

Divers facteurs intrinseques au pathosystéme vectoriel influencent la CV. Parmi eux se
trouvent I'éthologie du vecteur, avec notamment la spécificité d’hote pour les repas sanguins
ainsi que la fréquence de pig(res lors d’un cycle gonotrophique qui impactent directement le
taux de transmission d’un pathogéne dans une population héte (Scott and Takken 2012),
mais également le taux d’infection de la population vectrice en elle-méme (Kantor et al.
2018; Cui et al. 2019; Armstrong et al. 2020). Ces points ont d'ailleurs été mis en avant lors
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de I'analyse du role du moustique Ae. aegypti dans le devenir pandémique du DENV au cours
des derniéres décennies (Brady and Hay 2020). Le facteur qui nous intéresse
particulierement dans ce manuscrit est la génétique, que ce soit celle du vecteur ou celle du
pathogene, et ses effets sur la compétence vectorielle et |a PIE.

1.2.3.1. Le fond génétique des vecteurs et des pathogenes

La compétence vectorielle et la PIE d'un pathosysteme vectoriel donné vont
dépendre de la génétique du vecteur, avec des différences observées pour un méme
pathogene entre les espéces vectrices. Le ZIKV a par exemple une PIE plus courte chez les
moustiques Ae. aegypti par rapport aux moustiques Ae. albopictus (Armstrong et al. 2018).
Leffet de la génétique du vecteur peut également s’observer entre populations d’'une méme
espéce et méme entre individus d’'une méme population. Chez Ae. aegypti par exemple, les
individus d’'une méme population mais appartenant a différentes familles génétiques
présentent des PIE différente vis-a-vis d’une souche de DENV-3 (Ye et al. 2016). Un des
aspects génétiques qui peut expliquer les différences de compétence vectorielle entre les
individus d’'une méme population sont les genes de résistance aux insecticides. La résistance
aux organophosphates entraine notamment une augmentation de la compétence vectorielle
des Cx. quinquefasciatus a transmettre le WNV (Atyame et al. 2019).

La compétence vectorielle et la PIE vont également dépendre de la génétique du
pathogene. Les moustiques Cx. quinquefasciatus peuvent, par exemple, transmettre le virus
de I'encéphalite japonaise (Van den Eynde et al. 2022), mais sont incompétents pour le ZIKV
appartenant a la méme famille des Flaviviridae (Kauffman and Kramer 2017). Et, différentes
especes de Plasmodium sp. présentent une PIE différente chez leurs vecteurs Anopheles
darlingi (de Barros et al. 2011). Certaines mutations dans le génome des pathogénes peuvent
expliquer ces différences de compatibilité entre vecteurs et pathogenes. La mutation A226V
présente dans certaines souches du CHIKV leur a par exemple permis une meilleure
transmission par les vecteurs Ae. albopictus et, ainsi, la mise en place d’une épidémie sans
précédent dans le SOOI, notamment a La Réunion (Vazeille et al. 2007).

Les différences en termes de compétence vectorielle et de PIE sont donc grandement
influencées par les interactions entre génotypes du vecteur et du pathogene. Cela a par
exemple été démontré lors d’'une étude expérimentale utilisant plusieurs populations d’Ae.
albopictus des Amériques exposées a différentes souches du ZIKV (Azar et al. 2017). Qui plus
est, selon le génotype des parasites, la spécificité des vecteurs pouvant assurer leur
transmission varie. Par exemple, les pathogénes du genre Plasmodium infectant les humains
peuvent étre transmis uniquement par des moustiques du genre Anopheles (Sinka et al.
2012), tandis que les espéces infectant les oiseaux, tel que Plasmodium relictum, ont un
spectre de vecteurs compétents beaucoup plus large avec entre autres des espéces vectrices
des genres Anopheles, Culex et Aedes (LaPointe et al. 2012). Ces différences d’aptitude a la
vection sont le reflet d’'une compatibilité différente entre vecteurs et pathogenes en ce qui
concerne les angles d’exigence métabolique et d’évasion du systeme immunitaire. La
nécessité en lipides (dont le cholestérol) pour le cycle de réplication des flavivirus est un
exemple maintenant bien connu d’exigence métabolique. Chez le vecteur moustique,
I'apport en lipides pour les flavivirus va notamment dépendre de I’"h6te sur lequel le repas
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sanguin a été pris, ce qui pourrait expliquer que certains moustiques sont plus ou moins
bons vecteurs en fonction de leur éthologie, et méme expliquer les différences d’aptitude a
la transmission d’un parasite entre les vecteurs d’'une méme population (Vial et al. 2021). En
ce qui concerne l'angle d’évasion immunitaire, les systemes de défense des moustiques ont
en effet été identifiés comme modulateurs de la compétence vectorielle en fonction des
interactions entre génotypes du vecteur et du pathogene, et aussi en fonction de
I'environnement dans lequel ces interactions se déroulent (Franz et al. 2015; Sanchez-Vargas
et al. 2021; Carpenter and Clem 2023). Ces systémes de protection, pouvant intervenir lors
des différentes étapes du cycle parasitaire au sein du vecteur, comprennent des protections
physiques, immunitaires, et d’autres facteurs ayant un effet protecteur contre les
pathogenes, comme le microbiote (Figure 8).

Immunité cellulaire /
et élargie

{

Barriére des
glandes
salivaires )

Enzymes
digestives et
membrane

Barriére intestinale, - s
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Figure 8 : Systemes de défense des moustiques face a l'infection, la réplication et la dissémination des

pathogénes a transmission vectorielle. Au sein du vecteur, les pathogénes, ici des virus, rencontrent des
barrieres physiques, cellulaires, microbiennes et immunologiques, qui sont influencées par le fond génétique du
moustique. Figure extraite et traduite a partir de Lewis et al. 2023.

1.2.3.2. Les systémes de protections
e Les barriéres physiques

Elles sont représentées par les cellules et tissus du vecteur que le pathogene doit
franchir les uns aprés les autres afin d’atteindre la salive de celui-ci, salive qui est sa voie de
sortie pour étre transmis a un nouvel hoéte. Il s'agit de la membrane péritrophique (Huber et
al. 1991), de I'épithélium intestinal (Bartholomay and Christensen 2002; Cirimotich et al.
2010; Brown and Hernandez 2012; Franz et al. 2015), de la lame basale (Carpenter and Clem
2023), et des cellules acineuses des glandes salivaires (Sanchez-Vargas et al. 2021).

e Les défenses immunitaires
Lorsqu’un vecteur est infecté par un pathogene, des défenses immunitaires se
mettent en place dont la nature dépend du pathogéne mais aussi du vecteur. Il peut s’agir de
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'immunité humorale, des mécanismes d’interférence ARN (ARNi) ou encore de I'immunité
élargie. Pour activer les voies efficaces contre le type de pathogéne qui l'infecte, le
moustique possede des molécules, les PRRs (Pattern-Recognition Receptors), qui
reconnaissent et se lient aux PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) du pathogéne
(Kumar et al. 2018). Une fois les PRRs liés aux PAMPs, des cascades de réactions sont
déclenchées permettant d’activer des genes de I'immunité.

Limmunité humorale des moustiques comprend trois voies, les voies Toll (Shin et al.
2005; Frolet et al. 2006; Xi et al. 2008), Imd (Meister et al. 2005; Garver et al. 2012; Carissimo
et al. 2015), et JAK/STAT (Barillas-Mury et al. 1999; Gupta et al. 2009; Jupatanakul et al.
2017). Chacune d’elles activent la sécrétion de peptides antimicrobiens (PAMs) via des
cascades de signalisation cellulaire et I'expression de différents génes (Kumar et al., 2018).
Ces trois voies sont loin de s’exclure mutuellement mais semblent au contraire agir de
concert pour la protection face a l'infection par certains parasites. Cela est notamment
révélé par des études expérimentales montrant le role de chacune des trois voies dans la
lutte contre l'infection par le DENV au sein des Ae. aegypti, que ce soit de facon directe avec
les voies Toll et JAK/STAT (Xi et al. 2008; Jupatanakul et al. 2017) ou de fagon indirecte pour la
voie Imd (Ramirez et al. 2012). Par ailleurs, I'infection par le DENV dans des cellules d’Ae.
aegypti a montré la sur-régulation significative de sept PAMs appartenant a trois familles
différentes : trois défensines, deux cécropines, une gambicine et une attacine (Xiao et al.
2014), indiquant une complémentarité potentielle de ces PAMs ainsi que des voies
humorales qui les expriment. La nature et la quantité de I'expression des genes dépendant
des voies humorales et de la sécrétion des PAMs qui en découle, ainsi que leur efficacité, va
dépendre de I'espéce de moustique, voire méme de I'individu moustique, du parasite, de la
voie activée, du temps, et de l'organe infecté (Sanders et al. 2005; Garver et al. 2009;
Luplertlop et al. 2011; Carvalho-Leandro et al. 2012).

Le mécanisme d’interférence ARN (ARNi), particulierement conservé au sein du
vivant, est un systeme d’inhibition de I'expression des genes qui est séquence-spécifique et
médié par de 'ARN non-codant. Ce systéme est également utilisé pour dégrader les ARN
exogenes des parasites infectant les cellules hotes. De ce fait, ce systeme constitue un
rempart majeur face aux arbovirus contre lesquels il est particulierement efficace. Les PAMPs
initiant 'ARNi sont des ARN double brins endogénes ou exogénes, qui vont étre réduits en
petits fragments d’ARN simple brin (sSRNA pour small RNA en anglais) par des complexes
protéiques. Ce sont ces sRNA qui associés a d’autres complexes protéiques vont permettre
de dégrader les ARN des séquences qui leur sont complémentaires. Il existe différents types
de mécanismes d’ARNi selon l'origine de ces PAMPs, leur taille, les protéines par lesquelles ils
sont recrutés, mais également selon leur role et devenir: la voie des siRNA (small interfering
RNA), principale voie antivirale (Hussain et al., 2016), la voie des miRNA (microRNA)(Winter
et al. 2007; Dennison et al. 2015), et la voie des piRNA (piwi interacting RNA)(Vodovar et al.
2012; Olson and Blair 2015). L'importance de la voie des siRNA dans la défense contre les
arbovirus a été montrée par son implication dans la défense antivirale au sein de différents
pathosystémes vectoriels (Keene et al. 2004; Franz et al. 2006; Sdnchez-Vargas et al. 2009;
Brackney et al. 2009; Khoo et al. 2010; Blair 2011). A ce jour, le miR-252 est le seul miRNA
ayant démontré un effet antiviral en régulant I'expression de la protéine d’enveloppe du
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DENV-2 au sein des cellules du vecteur Ae. albopictus, limitant donc l'efficacité de la
réplication virale (Yan et al. 2014), avec possiblement des répercussions sur la compétence
vectorielle. L'implication de la voie des piRNA dans l'interférence virale a notamment été
montré pour différents arbovirus chez les vecteurs Ae. aegypti et Ae. albopictus (Hess et al.
2011; Morazzani et al. 2012; Vodovar et al. 2012; Léger et al. 2013; Varjak et al. 2017).

Limmunité élargie correspond aux mécanismes de développement du moustique et
de régulation de I'homéostasie cellulaire détournés dans un but de protection face a
I'infection par des parasites. La mélanisation, par exemple, est détournée afin de créer une
capsule de mélanine autour d’un pathogene détecté préalablement par certains hémocytes.
Cette capsule hermétique permet de priver le pathogéne de ressources et de le confronter
aux especes réactives a I'oxygene créées lors de la production de la mélanine, et induisant un
stress oxydatif délétére ou méme l|étal pour le pathogene (Kumar et al. 2018). Linfection
d’une cellule par un parasite peut aussi induire le mécanisme d’apoptose, mais cet effet
anti-parasitaire a été peu observé (Vaidyanathan and Scott 2006), la plupart des études
montrant a I'inverse qu’une activité apoptotique sur-régulée par la présence d’un pathogene
peut faciliter son infection et sa dissémination au sein du vecteur (Chen et al. 2012; Wang et
al. 2012). Il a été suggéré que les pathosystemes vectoriels efficaces ont probablement
évolué afin déviter une déclenchement trop important de l'apoptose dans le but de
maintenir une infection systémique mais non létale au sein du vecteur et pouvoir ainsi
compléter le cycle parasitaire et étre transmis a un nouvel héte (Clem 2016). Les parasites
peuvent également étre dégradés par autophagie, par phagocytose (Hillyer et al. 2003), ou
encore par l'action de protéines de choc thermique, comme cela a déja été montré par la
surexpression de la protéine de choc thermique HSC70B, faisant suite a I'infection des An.
gambiae par le virus o'nyong-nyong, induisant une diminution de la réplication et de
I'infection du virus (Sim et al. 2007).

e Le microbiote

Pour finir, un facteur qui peut a la fois intervenir sur les ressources disponibles et
I'immunité du moustique est son microbiote. Le moustique n’est pas simplement le vecteur
de parasites, il constitue également un environnement-h6te pour de nombreux
micro-organismes symbiotiques, commensaux, ou méme parasites, et c’est cet ensemble qui
est appelé microbiote (Jupatanakul et al. 2014; Azar and Weaver 2019; Gao et al. 2020). Bien
que les bactéries soient le type de micro-organismes le plus étudié du microbiote, car
représentant sa fraction la plus importante, il peut aussi contenir des virus, des
champignons, et méme des protistes (Guégan et al. 2018). La densité et la nature du
microbiote dépendent de I'espéce des moustiques, de leur génétique, de leur sexe, de leur
stade de vie, des facteurs biotiques et abiotiques de leur environnement, et aussi de leur
alimentation (Jupatanakul et al. 2014; Scolari et al. 2019). Il est par exemple reconnu que les
moustiques élevés en condition de laboratoire hébergent une diversité microbienne plus
faible que les populations de terrain (Hegde et al. 2018; Scolari et al. 2019). Les interactions
plus ou moins directes de ces micro-organismes avec leur environnement-hdte et avec les
parasites a transmission vectorielle qui y arrivent peuvent moduler la capacité vectorielle des
moustiques vis-a-vis de ces parasites (Jupatanakul et al. 2014; Azar and Weaver 2019; Gao et
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al. 2020). Par exemple, le microbiote intestinal des An. gambiae peut étre modifié du fait de
la présence d’antibiotiques dans le repas de sang, modification qui induit une augmentation
de la susceptibilité a l'infection du vecteur face a des parasites du genre Plasmodium
(Gendrin et al. 2015). Le microbiote peut notamment induire ces modifications de la capacité
vectorielle des moustiques en modifiant leur physiologie, leurs réponses immunitaires, et
aussi la disponibilité en ressource pour le développement/la réplication des parasites (Scolari
et al. 2019). Par exemple, le champignon Beauveria bassiana, peut agir sur la physiologie du
moustique en réduisant sa durée de vie, sa fécondité, et en augmentant la durée du cycle
gonotrophique, facteurs importants de la capacité vectorielle (Kean et al. 2015; Deng et al.
2019). Mais il agit également sur I'immunité des moustiques puisqu’il peut par exemple
activer les voies canoniques de l'immunité des vecteurs Ae. aegypti réduisant leur
susceptibilité a I'infection face au DENV-2 (Dong et al. 2012). Les virus du microbiote peuvent
eux aussi agir sur la capacité vectorielle des moustiques a transmettre des arbovirus, soit
parce que leur présence active la voie ARNi des moustiques avant méme l'infection par les
arbovirus, soit parce qu’ils entrent en compétition avec eux (Nasar et al. 2015; Scolari et al.
2019; Ohlund et al. 2019). C’est notamment le cas de l'alphavirus Eilat, spécifique des
insectes, qui diminue la réplication virale d’arbovirus a transmission vectorielle au sein des
cellules d’Ae. aegypti (Nasar et al. 2015). Parmi les micro-organismes qui affectent la
compétence vectorielle, les bactéries endosymbiotiques Wolbachia sont de plus en plus
étudiées.

2. Interactions tripartites : Wolbachia et ses effets sur le pathosysteme
vectoriel

2.1. Généralités sur Wolbachia

2.1.1 Ecologie et biologie

Wolbachia sp. est une alpha-protéobactérie, a gram négatif, endosymbiotique
obligatoire de l'ordre des Rickettsiales, de la famille des Anaplasmataceae (Werren et al.
2008). Décrite pour la premiere en 1924 par Hertig et Wolbach dans les ovaires des
moustiques Culex pipiens (Hertig and Wolbach 1924), cette bactérie a depuis été retrouvée
chez de nombreux arthropodes, ainsi que chez des nématodes filaires et des nématodes de
plantes (Manoj et al. 2021; Kaur et al. 2021). Les analyses les plus récentes estiment que
Wolbachia est présente chez environ 60% des espéeces d’arthropodes (Zug and Hammerstein
2012; Weinert et al. 2015). Le large spectre d’hétes de Wolbachia s’explique, entre autres,
par les interactions symbiotiques que cette bactérie a su développer avec eux. Ces
interactions sont réparties le long du continuum allant du parasitisme au mutualisme, et leur
diversité démontre les grandes capacités d’adaptation de Wolbachia. Par exemple, les
souches de Wolbachia wVulC et wVulM, sont des parasites de la reproduction des cloportes
Armadillidium vulgare qu’elles infectent pour se propager le plus efficacement possible dans
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la population (Cordaux et al. 2004), tandis que la souche wBm est dans une relation
mutualiste obligatoire avec le nématode filaire Brugia malayi, dépendant I'un de 'autre pour
leur survie respective grace a l'apport réciproque de substances organiques particulieres
(Foster et al. 2005). Pour sa part, la souche Wolbachia wMel est un mutualiste facultatif de la
nutrition des Drosophila melanogaster, leur permettant une fécondité plus importante que
celle des drosophiles non infectées lorsque le fer vient a manquer dans leur environnement
(Brownlie et al. 2009), mais wMel peut aussi avoir un léger phénotype de parasite de la
reproduction chez cet hote (Hoffmann 1988). Le phénotype d’interaction symbiotique est
déterminé par la/les souches de Wolbachia et par 'espéce hote (voir méme la population
hote) impliquées dans l'interaction observée (Boyle et al. 1993; Hoffmann et al. 1994;
Werren et al. 2008). Ce phénotype d’interaction n’est pas un parametre figé, il peut évoluer
dans le temps, comme ce fut par exemple le cas en Californie pour les Wolbachia wRi des
Drosophila simulans qui en une vingtaine d’années passerent du parasitisme au mutualisme
(Weeks et al. 2007). Les hotes peuvent étre infectés par une ou plusieurs souches de
Wolbachia (Werren et al. 1995), et les populations d’'une méme espece hbte peuvent
présenter des profils d’infection différents (i.e. infectées ou non, par une ou plusieurs
souches, infectées par des souches différentes) (Landmann 2019).

Wolbachia peut infecter a la fois les tissus somatiques et les tissus reproducteurs de
ses hotes. Sa répartition au sein de I'environnement-héte va dépendre de son phénotype
d'interaction avec celui-ci, et implicitement des interactions entre génotype bactérien et
génotype hote (Sicard et al. 2014). Chez de nombreux hotes arthropodes, Wolbachia peut
presque étre considérée comme une infection systémique (Sicard et al. 2014; Pietri et al.
2016) (Figure 9). Elle se transmet essentiellement de la meére a la descendance par
transmission transovarienne verticale, et est de ce fait retrouvée dans les cellules germinales
puis les ovocytes des femelles hbtes arthropodes (Kaur et al. 2021). Chez les hotes
arthropodes males, Wolbachia n’est pas présente dans les cellules germinales, elle en est
exclue lors de la spermiogenese, lorsque le cytoplasme excédentaire dans lequel se trouve
les Wolbachia est retiré de la téte des spermatides (Kaur et al. 2021). Tous les hotes des
Wolbachia, arthropodes ou nématodes, appartiennent au super-embranchement des
Ecdysozoaires, ils se développent par mues successives (Le Guyader and Lecointre 2016).
Linfection par Wolbachia étant persistante au cours de ces mues, la transmission de cette
bactérie est donc également transstadiale (Hertig and Wolbach 1924; Chao et al. 2021). Par
ailleurs, Wolbachia posséde la capacité de franchir les membranes cellulaires de ces hétes,
capacité démontrée suite a l'infection systémique (tissus somatiques et germinaux) obtenue
apres la microinjection de la bactérie dans la cavité générale d’hbtes sains (Boyle et al. 1993;
Xi et al. 2005; Frydman et al. 2006; Werren et al. 2008). Bien que les mécanismes ne soient
pas encore totalement élucidés, Wolbachia peut grace a cela se transmettre de facon
horizontale entre des espéces hotes différentes. Il est cependant a noter que tous les
arthropodes et nématodes ne sont pas permissifs a I'infection par cette bactérie, le succes de
ce transfert horizontal dépendant en effet de l'ouverture du filtre de compatibilité entre la
bactérie et I’'h6te une fois mis en contact (Rigaud and Juchault 1995; Werren et al. 2008;
Sanaei et al. 2021). Ce transfert horizontal peut avoir lieu grace a différents comportements
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des hotes, tels que la prédation ou le cannibalisme de proies infectées, le partage d’une
méme niche écologique avec des espéces infectées, ou encore le parasitisme (parasites I.s.
ou parasitoides) sur des hotes infectés ou le transfert de Wolbachia a des hétes sains par des
parasites infectés (Sicard et al. 2014; Sanaei et al. 2021; Kaur et al. 2021). A la suite de
blessures, les contacts sanguins peuvent aussi permettre la transmission de Wolbachia entre
individus d’une méme espece ou d’especes différentes, comme cela a été démontré
expérimentalement chez les cloportes (Rigaud and Juchault 1995). La phorésie est, elle aussi,
suspectée dans le transfert de Wolbachia entre des poux et des mouches (Covacin and
Barker 2007). La combinaison de tous ces modes de transmission participe a I'incroyable
répartition de Wolbachia au sein des Ecdysozoaires, et la diversité de ces modes de
transmission se reflete par les résultats des analyses phylogénétiques et de co-phylogénie
entre Wolbachia et ses hotes.
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Figure 9 : Distribution de Wolbachia dans les tissus somatiques de ses hotes arthropodes. Les points verts
montrent les tissus et organes somatiques dans lesquels Wolbachia a été déja été détectée par PCR et cytologie
fluorescente chez les hotes drosophiles (A) et moustiques (B). Figure modifiée a partir de (Pietri et al. 2016).

2.1.2. Diversité phylogénétique

Le genre Wolbachia ne comprend pour l'instant qu’un seul représentant, Wolbachia
pipientis, mais de nombreuses souches de celui-ci existent. De multiples études de détection,
de séquencage, et d’analyses phylogénétiques, ont permis de classer toutes ces différentes
souches de Wolbachia en 17 grandes lignées phylogénétiques appelées supergroupes qui
sont notés de A a F, de H a Q, et S (Kaur et al. 2021) (Figure 10). Certains supergroupes
comprennent des Wolbachia rencontrées chez un seul type d’hétes, comme le supergroupe |
de Wolbachia dont les hotes sont tous de I'ordre des Siphonaptéres, le K avec les hotes de la
superfamille des Tetranychidae, ou encore le C et le D incluant uniquement des Wolbachia
mutualistes de nématodes filaires (Figure 10) (Kaur et al. 2021). D’autres supergroupes
contiennent des Wolbachia présentes chez une plus grande diversité d’hotes ; c’est le cas des
supergroupes A et B dont les Wolbachia sont mutualistes et/ou parasites de nombreux
arthropodes différents, ou du supergroupe F dont les hotes sont soit des filaires soit des
arthropodes (Figure 10) (Kaur et al. 2021). Chez les arthropodes, les études
co-phylogénétiques entre Wolbachia et ses hotes montrent I'absence de congruence,
traduisant ainsi de nombreux transferts horizontaux entre les espéeces hotes (Werren et al.
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2008). Dans l'état actuel des connaissances, les supergroupes A et B sont ceux qui
contiennent le plus de souche de Wolbachia et d’hoétes différents. Mais ils sont aussi, avec les
supergroupes C et D, parmi les plus étudiés du fait de I'importance médicale et vétérinaire de
certains hotes des Wolbachia qui leur appartiennent. Par exemple, les moustiques Cx. pipiens
et Ae. albopictus infectés, comme décrit précédemment, par les bactéries des supergroupes
A (wAIbA) et B (WAIbB et wPip), sont les vecteurs d’'importants arbovirus infectant 'Homme.
Les nématodes Onchocerca volvulus, Brugia malayi, ou encore Wuchereria bancrofti causant
de graves filarioses chez I'Homme sont eux-mémes infectés par des Wolbachia du
supergroupe C pour le premier (wOv), et du D pour les deux autres (wBm, et wWb
respectivement). La lisibilité et la compréhension de la phylogénie des souches de Wolbachia
ont été rendues difficiles par la présence de nombreux éléments mobiles dans leurs
génomes, par leur grande diversité, et par leur capacité a effectuer de la recombinaison
entre elles (Werren et al. 2008). Cela s’est amélioré grace a lintense prospection de
nouvelles souches bactériennes et de nouveaux hotes (ou population d’hotes), aux typages
par séquencages multilocus (MLST) (Baldo et al. 2006), et aussi aux séquencages plus
fréquents et profonds du génome complet des souches de Wolbachia ainsi trouvées.
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Figure 10 : Phylogénie des Wolbachia. Représentations schématiques des relations phylogénétiques du genre
Wolbachia et des genres freres de la famille des Anaplasmataceae (A), et un arbre phylogénétique consensuel
non enraciné basé sur I'ARNr 16S des principaux supergroupes de Wolbachia. Les couleurs verte, orange, ou
grise, correspondent aux différents phénotypes d’interaction symbiotique hote-Wolbachia retrouvés dans
chaque supergroupe. Le symbole de phage représente les supergroupes de Wolbachia pour lesquels il existe
des preuves génomiques de la présence du prophage WO intact ou relique. Figure extraite et traduite a partir
de (Kaur et al. 2021).

2.1.3. Organisation des génomes

La taille des génomes de Wolbachia varie entre les souches, allant de 0,96 a 1,8 Mb
(Kaur et al. 2021). Autour d’'un génome “coeur” retrouvé chez différentes Wolbachia
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séquencées, se trouvent un génome accessoire dont des éléments mobiles (transposons et
phages) varient entre les souches et participent ainsi a la variabilité de la taille des génomes
(Kaur et al. 2021). Cette partie accessoire du génome dépend, entre autres, du phénotype
d’interaction symbiotique existant entre la souche de Wolbachia et son hote. Par exemple,
les souches mutualistes obligatoires de la bactérie ont un génome 30% plus court en
moyenne que les souches parasitaires (Kaur et al. 2021), présentant notamment moins
d’éléments répétés (tels que les génes codant pour des protéines possédant des motifs
ankyrine répétés) dans le génome accessoire (Foster et al. 2005). Un autre facteur pouvant
expliquer cette différence importante de taille entre les génomes des Wolbachia mutualistes
et parasites est I'érosion génétique de certains génes devenus inutiles lors d’'une symbiose
mutualiste obligatoire a transmission purement verticale et/ou redondants avec les génes de
I’'hote (Foster et al. 2005). En effet bien que certains genes soient conservés dans les deux
types d’interactions, mutualiste ou parasitaire, tel que les genes codant pour la réplication de
I'ADN, la biosynthése de certains cofacteurs, ou encore les mécanismes de sécrétion,
d’autres génes ne subissent plus une sélection aussi drastique chez les Wolbachia
mutualistes (Brownlie et al. 2007). Ceci est lié au caractére obligatoire et donc stable de
I'interaction mutualiste qu’elles entretiennent avec leurs hoétes, les deux parties étant
totalement interdépendantes I'une de l'autre. A l'inverse, certains génes des souches de
Wolbachia parasites subissent une sélection plus importante, comme c’est notamment le cas
pour ceux en charge de la réparation de I'ADN, de la stabilité des protéines, de la division
bactérienne, et de la synthese de I'enveloppe (Brownlie et al. 2007). Cela leur permet de
survivre comme parasite dans I'environnement-h6te et/ou lors des transferts horizontaux a
une nouvelle espéce hoéte. Pour résumer, les génomes des souches parasitaires de Wolbachia
sont plus sujets a la sélection sur certains génes, codent pour d’avantages de protéines, et
possedent de plus nombreux éléments répétés, pouvant aller jusqu’a 14% dans le génome de
la souche wMel par exemple (Brownlie et al. 2007; Werren et al. 2008; Landmann 2019).. Ces
mémes souches peuvent également avoir acquis des éléments mobiles tels que le prophage
WO, qui est uniquement retrouvé dans les 5 supergroupes contenant les Wolbachia
parasites, et non chez celles mutualistes des filaires (Figure 13) (Kaur et al. 2021). Ce
prophage peut étre sous forme lysogénique et est donc retrouvé complet et intact
parfaitement intégré dans le génome de Wolbachia ; mais peut également avoir un cycle
lytique et entrainer la lyse des Wolbachia infectées (Masui et al. 2001; Fujii et al. 2004,
Bordenstein et al. 2006). Mais, il peut également étre présent dans le génome de Wolbachia
sous forme de relique, ayant perdu certains genes redondant avec le génome de Wolbachia
ou avec le génome de I’hote de celle-ci (Kaur et al. 2021). Que le prophage WO soit intact ou
sous forme de relique, certains de ses genes sont impliqués dans la détermination du
phénotype de parasite de la reproduction des Wolbachia, comme les genes participant au
male kiling (wmk) ou a I'incompatibilité cytoplasmique (cifA et cifB) par exemple (LePage et
al. 2017; Perlmutter et al. 2019; Permutter et al. 2020). D’autres éléments mobiles peuvent
étre retrouvés dans les génomes des Wolbachia, tels que les transposons qui peuvent
représenter jusqu’a 10% du génome, ou encore le plasmide pWCP récemment découvert
(Kaur et al. 2021) dans les souches de Wolbachia wPip présentes chez les Cx. pipiens
(Reveillaud et al. 2019). Lensemble des caractéristiques génomiques des souches de
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Wolbachia parasites, détaillées ci-dessus, leur conferent une importante plasticité génétique,
pouvant expliquer les phénotypes tres différents induits chez ses hétes (Landmann 2019).

2.2. Effets de Wolbachia sur ces hotes

2.2.1. Effet sur la reproduction

Au sein d'une espece hoéte donnée, la bactérie Wolbachia se transmet
majoritairement de facon verticale via les ovocytes des femelles infectées. Il n‘est de ce fait
pas rare que Wolbachia soit nécessaire ou ait un impact positif sur la fertilité, la fécondité, la
fitness, ou encore la survie de ses hotes, parameétres dont dépend drastiquement la
transmission verticale. Cela s’‘observe aussi bien pour les relations symbiotiques que la
bactérie entretient avec des hotes nématodes (Chirgwin et al. 2003; Landmann et al. 2011;
Foray et al. 2018; Landmann 2019) ou avec des hétes arthropodes (Stouthamer and Luck
1993; Min and Benzer 1997; Dedeine et al. 2001; Weeks et al. 2007; Miller et al. 2010; Fast et
al. 2011; Joanne et al. 2015; Kaur et al. 2021). Afin d’optimiser sa propagation par
transmission verticale, Wolbachia manipule la reproduction de ses hotes dans le but de
favoriser sa transmission. Quatre phénotypes de manipulation de la reproduction induits par
Wolbachia sont connus chez les arthropodes, a savoir la féminisation (Figure 11, A),
I'induction de la parthénogenese (Figure 11, B), le male killing (Figure 11, C), et
I'incompatibilité cytoplasmique (IC) (Figure 11, D) (Werren et al. 2008).
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Figure 11 : Wolbachia parasite de la reproduction et ses différents phénotypes. Le mécanisme de féminisation

Féminisation Parthénogenése Male killing

des males génétiques qui se développent en femelles phénotypiques est retrouvé dans les ordres des
Hémipteres, des Isopodes et des Lépidopteres (A). Wolbachia peut également induire la parthénogenese chez
ses hotes, éliminant ainsi les males de la reproduction (B). Ce mécanisme a été retrouvé chez les Acariens, les
Hyménopteres et les Thysanopteres. Le mécanisme du male killing est utilisé par des Wolbachia présentes chez
des Coléopteres, des Dipteres, des Lépidopteres, et des Pseudoscorpions. Les males infectés sont éliminés
durant I'embryogenése ou le développement larvaire, au profit des femelles infectées (C). Pour finir,
I'incompatibilité cytoplasmique unidirectionnelle empéche les males infectés d’obtenir une descendance avec
des femelles non infectées (D). Ce phénotype est retrouvé chez des Wolbachia infectant des arthropodes tres
diverses tels que des Acariens, des Coléoptéres, des Dipteres, des Hémiptéres, des Hyménopteres, des
Isopodes, des Lépidopteres et des Orthopteres. Figure extraite, traduite et modifiée a partir de Werren et al.
2008.
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La féminisation est particulierement étudiée chez les cloportes Armadillidium
vulgare, chez lesquels elle est notamment induite par la souche wVulC de Wolbachia (Rigaud
et al. 1991). Les glandes androgénes nécessaires a la différenciation sexuelle des cloportes
males génétiques en males phénotypiques sont rendues non fonctionnelles a cause de la
prolifération excessive de wVulC en leur sein, allant jusqu’a les hypertrophier (Werren et al.
2008). Les males génétiques, privés des hormones androgéniques de différenciation sexuelle
produites par ces glandes, se développent alors en femelles phénotypiques (Figure 11, A)
(Werren et al. 2008).

La parthénogenése thélytoque est un des phénotypes rencontrés chez des especes
hotes au développement initialement arrhénotoque dont les ceufs fécondés produisent des
femelles et les ceufs non fécondés des males (Stouthamer et al. 1990; Stouthamer et al.
1999). La parthénogenese thélytoque est une forme de reproduction asexuée au cours de
laquelle les femelles produisent une descendance femelle a partir d’'un ceuf non fécondé
(Figure 11, B). Wolbachia peut intervenir sur I'épissage de certains genes impliqués dans
I'ovogeneése, la mitose et la méiose pour aboutir a ce phénotype, et ce, a différent moment
de la formation d’un zygote diploide a partir d’ceufs non fécondés (Landmann 2019; Wu et
al. 2020). En effet, en fonction de I'espece hote, Wolbachia peut soit induire la formation de
gametes diploides en altérant la méiose chez la femelle, soit empécher I'anaphase durant la
premiére division embryonnaire, soit faire fusionner les noyaux de deux cellules suite a la
premiére division mitotique de I'embryon (Stouthamer and Kazmer 1994; Gottlieb and
Zchori-Fein 2001; Weeks and Breeuwer 2001; Pannebakker et al. 2004).

Le male killing induit par Wolbachia provoque la mortalité précoce des males infectés
par Wolbachia lors de I'embryogenése (et parfois lors du développement larvaire). Ce
phénotype est retrouvé chez de nombreux arthropodes, dont des Coléoptéres, des Diptéeres,
des Lépidoptéres, et des Pseudoscorpions (Werren et al. 2008) (Figure 11, C). En plus
d’induire un sex-ratio biaisé vers les femelles, I’élimination des males permet d’augmenter les
ressources disponibles pour les femelles. Ces derniéres peuvent également se nourrir des
cadavres de leurs fréres, favorisant ainsi leur développement (Hurst and Majerus 1993).
Cette mortalité des males viendrait de l'inhibition par Wolbachia d’'un géne au role dans la
masculinisation et dans la compensation de dosage (i.e. processus de régulation de
I'expression de certains genes liés au chromosome sexuel dans le but d’obtenir le méme
niveau d’expression de ces génes dans les deux sexes) (Fukui et al. 2015). Des études sont
nécessaires afin d'améliorer la compréhension de ce mode d’action, mais le gene wmk (de
I'anglais WO-mediated killing) porté par le prophage WO et présent chez toutes les souches
de Wolbachia induisant ce phénotype du male Kkilling, serait au coeur du mécanisme
(Perlmutter et al. 2019).

Lincompatibilité cytoplasmique (IC) est le phénotype induit par Wolbachia le plus
courant chez les arthropodes. Ce phénotype s’observe en général lors des croisements entre
males infectés par Wolbachia et femelles non infectées et se traduit par une mortalité
embryonnaire tres élevée pouvant aller jusqu’a 100% chez certaines espéces ; les autres
croisements (i.e. males infectés x femelles infectées, males non infectés x femelles infectées
ou males non infectés x femelles non infectées) étant tous compatibles (Figure 11, D) (Yen
and Barr 1971; Werren et al. 2008). L'IC entraine ainsi une diminution de la fithess des
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femelles non infectées (Figure 11, D) (Yen and Barr 1971). L'IC peut également survenir lors
des croisements lors des croisements entre individus infectés par des souches incompatibles
de Wolbachia Puisque la bactérie se transmet verticalement par la femelle, ceci aboutit en
une surreprésentation des individus infectés dans les populations d’hotes (Figure 11, D). L'IC
repose sur un systeme de “poison-antidote”, le ‘poison’ et ‘I'antidote’ s’exprimant
respectivement chez les males et les femelles infectés par Wolbachia (Werren 1997; Poinsot
et al. 2003). Les mécanismes peuvent varier (Werren et al. 2008), mais globalement le poison
présent dans le pronucléi male a pour effet de désynchroniser la premiére division mitotique
des pronucléus male et femelle. Suite a la fécondation, le poison induit une condensation et
une ségrégation anormale de la chromatine du pronucléi male entrainant un retard de la
prophase (Tram et al. 2006; Landmann et al. 2009; Beckmann et al. 2017). En l'absence
d’antidote (ou en présence d’un antidote non compatible avec le poison) dans I'ovocyte, ce
décalage entraine le blocage de la mitose et donc l'arrét de I'embryogenése dans son
premier cycle mitotique (Tram et al. 2006). Si le bon antidote est présent en quantité
suffisante dans 'ovocyte fécondé, il inhibe alors I'action du poison, vraisemblablement lors
de l'interphase, et 'embryogenése se déroule normalement (Yen and Barr 1971; Landmann
et al. 2009; Shropshire et al. 2018). Les genes codant pour le systeme poison-antidote
(CifB-CifA) se trouvent dans le génome des prophages WO infectant certaines souches de
Wolbachia (LePage et al. 2017; Beckmann et al. 2017). lls présentent une importante
diversité génétique entre les especes hotes de la bactérie, et méme entre les populations
d’une espece hote, induisant a la fois des mécanismes et des phénotypes d’IC variés (Werren
et al. 2008; Bonneau, Atyame, et al. 2018; Bonneau, Landmann, et al. 2018). Par exemple, du
fait de l'importante diversité génétique des souches de Wolbachia wPip infectant les
moustiques Cx. pipiens et regroupées en 5 groupes (wPipl a wPipV) (Atyame et al. 2011), et
de la diversification associée des génes opérant pour le systéme “poison-antidote”, I'lIC chez
ces moustiques peut étre unidirectionnelle entre males infectés et femelles non infectées
(Figure 11, D), mais aussi uni- ou bi-directionnelle entre méles et femelles infectés par des
souches différentes de wPip (Figure 12, A et B) (Bonneau, Landmann, et al. 2018; Sicard et al.
2019). A l'inverse, les souches wAIbA et wAlbB, co-infectant naturellement presque tous les
Ae. albopictus a travers le monde, présentent une faible diversité avec notamment les génes
CifA et CifB de wAlbB qui sont monomorphes (absence de données pour wAlbA), rendant I'lIC
difficile a observer en conditions naturelles chez ces moustiques (Sicard et al. 2019), et ce,
malgré leur capacité a produire de I'lC démontrée lors de croisements pour certaines
populations aux femelles mono-infectées et males bi-infectés (Kambhampati et al. 1993;
Sinkins et al. 1995) ou lors de leur transinfection dans des Ae. aegypti naturellement
dépourvus de Wolbachia (Xi et al. 2005; Sicard et al. 2019). Par ailleurs, toutes les différentes
formes d’IC peuvent étre partielles ou totales, différentes souches de Wolbachia pouvant
utiliser des mécanismes d’action pour leurs systemes “poison-antidote” plus ou moins
compatibles entre eux (Zabalou et al. 2008; Werren et al. 2008). Par ailleurs, des mémes
souches de Wolbachia peuvent présenter des phénotypes d’IC différents entre hotes naturels
et hotes transinfectés expérimentalement. C’est notamment le cas des Wolbachia wTei
présentant un phénotype d’IC aprés avoir été transinfectées au sein des Drosophila simulans
mais pas chez leur hote naturel D. teissieri (Zabalou et al. 2008).
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Figure 12 : Incompatibilité cytoplasmique uni- et bidirectionnelle entre des moustiques males et femelles
infectés par des souches différentes de Wolbachia. L'IC est unidirectionnelle lorsque seul un des croisements
réciproques est compatible, I'autre étant incompatible (A), et bidirectionnelle lorsque les deux croisements
réciprogques sont incompatibles (B). Figure extraite, traduite et modifiée a partir de (Sicard et al. 2019).

Ainsi, tous ces phénotypes induits par Wolbachia lui permettent de favoriser
elle-méme sa propagation rapide au sein des populations hotes (Werren et al. 2008). Mais,
cette bactérie n’est pas seulement connue en tant que parasite de la reproduction. Elle peut
aussi modifier I'environnement que représente son hote. Ceci peut se répercuter sur les
autres micro-organismes évoluant au sein du méme environnement-hote qu’elle,
notamment sur les pathogénes a transmission vectorielle au sein des vecteurs moustiques.

2.2.2. Wolbachia, vecteurs et pathogenes

Comme dépeint précédemment, Wolbachia peut causer des infections
quasi-systémiques et étre ainsi retrouvée dans des organes clés de la compétence
vectorielle, telles que les glandes salivaires. Elle partage de ce fait un environnement
commun, une niche commune, de facon parfois tres intime au sein méme des cellules du
vecteur (Figure 13), avec les pathogenes a transmission vectorielle. Cette colocalisation
suggere des interactions plus ou moins directes entre Wolbachia et pathogenes, notamment
via la modification de [I'environnement-h6te par la bactérie. Différents phénotypes
d’interaction peuvent aboutir de leur co-infection dépendamment des populations vectrices,
des lignées de Wolbachia, et des souches de pathogéne observées.

Figure 13 : Co-localisation des bactéries Wolbachia et du CHIKV au sein des cellules des moustiques Ae.
albopictus. (A-D) Détection et localisation par FISH des bactéries Wolbachia wAIbB et des particules virales de
CHIKV dans la lignée cellulaire C6/36 des moustiques Ae. albopictus. Les noyaux des cellules hotes sont colorés
en bleu par le marquage au DAPI (A). Les détections de 'ARNr 16S de Wolbachia, en rouge (B), et de I'ARN du
gene E du CHIKV, en vert (C), sont réalisées a |'aide de sondes oligonucléotidiques marquées a la Rhodamine et
a I'Alexa_488, respectivement. Bactéries et virus co-infectent le cytoplasme des cellules C6/36 wAlbB (D). Barre
rouge = 10 um. Figures modifiées a partir de (Raquin et al. 2015).
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2.2.2.1. Phénotypes d’interaction

Les effets de Wolbachia sur la compétence vectorielle ont été largement décrits d'un
point de vue phénotypique, en particulier sur des modeles de transfections expérimentales
de Wolbachia chez des vecteurs naturellement dépourvus de la bactérie. Les bactéries
peuvent ne pas avoir d’effet sur la compétence vectorielle, 'augmenter, ou au contraire la
diminuer. 'absence d’effet de Wolbachia sur celle-ci a été observée pour des associations
héte-Wolbachia naturelles et pour des modeles de transinfection. Par exemple, les souches
wAIbA et wAIbB n’induisent pas d’inhibition virale suite a I'infection expérimentale d’une
population d’Ae. albopictus, leur hote naturel, par une souche de DENV-2 (Blagrove et al.
2012). La compétence vectorielle des Cx. quinquefasciatus quant a la transmission de
Plasmodium relictum n’a pas non plus été modifiée suite a la transinfection de ces vecteurs
par la souche wAIbB (Kilpatrick et al. 2024). Une augmentation de la compétence vectorielle
vis-a-vis de P. relictum a en revanche été observée dans le pathosystéme vectoriel naturel
impliquant les vecteurs Cx. pipiens et leur endosymbiotes Wolbachia wPip, avec une
augmentation de la susceptibilité a I'infection des vecteurs en présence de la bactérie et une
prévalence plus importante du parasite dans leurs glandes salivaires (Zélé et al. 2014).
Linterférence de Wolbachia sur la compétence vectorielle de moustiques vecteurs quant a la
transmission de virus, de protozoaires, et de filaires a déja pu étre observée dans des
pathosystémes naturels ou transinfectés (Kambris et al. 2009; Glaser and Meola 2010;
Hughes et al. 2011; lturbe-Ormaetxe et al. 2011; Mousson et al. 2012). Pour les arbovirus,
cette diminution appelée interférence virale a notamment été montrée pour le DENV, le
CHIKV, le ZIKV, ou encore le virus de la fievre jaune (YFV) au sein des vecteurs Ae. aegypti
suite a leur transinfection par des Wolbachia de drosophiles (Moreira et al. 2009; Bian et al.
2010; Walker et al. 2011; van den Hurk et al. 2012; Hussain et al. 2013; Dutra et al. 2016).

Ces phénotypes d'interactions dépendent des génomes des différents acteurs du
pathosystéme vectoriel observé, i.e. le génome du pathogene, celui du vecteur, et celui de la
bactérie (Bourtzis et al. 2014). Par exemple, lorsque des Ae. aegypti sont transinfectés avec
une méme souche de Wolbachia wMel, un phénotype d'interférence virale est observé avec
le CHIKV mais pas avec le YFV (van den Hurk et al. 2012). Un autre exemple tres intéressant
concerne les vecteurs Ae. albopictus, naturellement bi-infectés par les souches de Wolbachia
wAIbA et wAIbB, et leur compétence a transmettre le DENV. En effet, les Ae. albopictus
présentent une importante diversité de phénotypes d’interaction avec certaines lignées
cellulaires ou populations naturelles montrant une interférence virale plus ou moins totales
(Mousson et al. 2012; Wei et al. 2021), tandis que d’autres n’en présentent pas (Bian et al.
2010; Joanne et al. 2017). Par ailleurs, des Ae. albopictus (ou leurs lignées cellulaires)
compétents pour transmettre le DENV sans que le phénomene d'interférence soit décelable,
deviennent réfractaires au DENV s’ils sont curés de leur infection naturelle par
antibiothérapie puis transinfectés avec d’autres lignées de Wolbachia comme avec wMel
(Blagrove et al. 2012) ou wMelPop-CLA (Frentiu et al. 2010). Il apparait a de multiples
reprises dans la littérature que la densité en Wolbachia peut étre un facteur déterminant
pour la mise en place d’'un phénotype d’inhibition partielle ou totale. C'est par exemple le
cas du DENV au sein des vecteurs Ae. albopictus, tant in cellulo (Lu et al. 2012) (Figure 14)
gu’in insecta (Blagrove et al. 2012; Lu et al. 2012; Bian et al. 2013; Wei et al. 2021).
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Figure 14: Inhibition de la réplication du DENV-2 induite par les Wolbachia wAlbB de facon
densité-dépendante dans les lignées cellulaires Aa23 d’Ae. albopictus. Les cultures cellulaires utilisées pour les
infections expérimentales sont dérivées de douze traitements antibiotiques différents réalisés dans le but
d’obtenir des densités en Wolbachia hétérogénes. Cing jours apres l'infection de ces cellules par le DENV-2, les
copies du génome viral ont été mesurées par RT-qPCR, et les copies du génome bactérien (gene wsp) par gPCR.
L'actine a été utilisée comme gene hote pour normaliser les données. Chaque point est la moyenne d'au moins
trois réplicats biologiques. Figure extraite et |égende traduite a partir de Lu et al. 2012.

Les phénotypes ainsi décrits sont les résultats visibles de processus d’interaction
prenant place a I'échelle cellulaire et moléculaire. En effet, d’un point de vue mécanistique,
ces phénotypes d’interactions sont la résultante de l'utilisation, de Iactivation ou du
détournement, de divers processus et composés biologiques de I'environnement-hote par la
bactérie et/ou le pathogéne. Nous allons maintenant décrire succinctement la diversité de
ces mécanismes d’action pour les interactions entre les bactéries endosymbiotiques
Wolbachia et les arbovirus, ces derniers étant les modeles biologiques d’intérét de cette
these.

2.2.2.2. Mécanismes d’interactions

Les interactions entre la bactérie Wolbachia et les arbovirus au sein du vecteur
peuvent étre plus ou moins directes et faire intervenir différents mécanismes d’actions qui
vont modifier d’une fagon ou d’une autre I'environnement-hbte que représente le vecteur
pour ces deux micro-organismes (Sicard et al. 2014; Landmann 2019; Minwuyelet et al.
2023). Les voies immunitaires et les voies métaboliques ont notamment montré étre
impliquées dans certaines de ces interactions. Plusieurs études ont été réalisées pour
comprendre le réle de 'immunité du vecteur dans les interférences virales liées a Wolbachia.
Pan et coll.,, ont montré que la transfection de wAIbB chez les Ae. aegypti entraine une
surproduction des espéces réactives a l'oxygene (ROS). Ces derniéres activent la voie Toll
impliquée dans le contrebalancement du stress oxydatif via I'action des antioxydants. Or
I'activation de la voie Toll induit a son tour I'expression de peptides antimicrobiens, la
cécropine et la défensine, qui vont inhiber la réplication du DENV dans ces moustiques,
expliquant les phénotypes d’interférence virale observé dans ce pathosysteme vectoriel
particulier (Moreira et al. 2009; Bian et al. 2010; Pan et al. 2012). De la méme fagon, la
surexpression de génes codant pour des peptides antimicrobiens a également été observée
chez des Ae. albopictus préalablement curés de leur Wolbachia naturelles puis transinfectés
avec la souche wMelPop-CLA, les rendant réfractaires au DENV (Blagrove et al. 2012).
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Cependant, ce méme vecteur infecté naturellement par wAlbA et wAlbB est compétent pour
transmettre le DENV dans certaines régions du globe et aucune surexpression des ROS ou
des génes de I'immunité n’a été observée pour le pathosystéme vectoriel naturel (Bourtzis et
al. 2000; Blagrove et al. 2012; Molloy and Sinkins 2015). Deux hypothéses, ne s’excluant pas
mutuellement, ont été formulées pour expliquer ces différences d’activation de I'immunité
observées entre pathosysteme vectoriel naturel et pathosystéeme vectoriel transinfecté par
des souches de Wolbachia étrangeres. La premiere est que I'implication de I'immunité dans
les mécanismes d’interférence virale dépendrait de |'état d'infection naturel du vecteur par
Wolbachia (i.e. infecté ou non-infecté), avec une surexpression de l'immunité pour les
transfections expérimentales, relativement récentes, et une absence de surexpression pour
les infections naturelles (Rances et al. 2012; Zhang et al. 2020). Cette étude conclut alors que
I'interférence virale observée chez les vecteurs aux infections naturelles par Wolbachia,
implique d’autres voies que I'immunité (Rances et al. 2012), et pourrait notamment étre due
a une densité inhabituellement élevée des Wolbachia dans les systemes transinfectés
comparés aux systemes naturels (McGraw et al. 2002). La seconde hypothése est que
I'utilisation des voies immunitaires comme mécanisme d’interférence virale serait
déterminée par les génotypes en présence au sein du pathosystéme vectoriel, puisqu’au
moins une étude suggere que les systémes naturels pourraient eux aussi présenter une
interférence virale avec I'immunité comme mécanisme d’action. En effet, une expression
différentielle de la voie des piARN médiée par Wolbachia au sein des Ae. albopictus infectés
par le DENV a été observé (Raquin 2012), voie immunitaire dont I'inhibition induit une
augmentation de la réplication du virus de la forét de Semliki, un alphavirus, dans une lignée
cellulaire d’Ae. albopictus (Schnettler et al. 2013).

Puisque les Wolbachia et les parasites a transmission vectorielle partagent le méme
environnement-hote, ils peuvent également entrer en compétition pour les ressources
disponibles nécessaires a leur développement respectif. Par exemple, Wolbachia et les
moustiques étant auxotrophes pour le cholestérol, ils dépendent de celui procuré par les
repas des moustiques. Cette dépendance peut induire une compétition entre les deux
acteurs pour ce facteur limitant au sein des cellules (Molloy et al. 2016). Egalement essentiel
a la réplication des arbovirus, le cholestérol s'accumule dans les cellules de moustiques Ae.
aeygpti transinfectées avec wMelPop du fait de la présence de la bactérie, empéchant le
virus de la dengue d'y accéder (Geoghegan et al. 2017) et induisant donc le phénotype
d’interférence virale. Une autre preuve de cette compétition pour le cholestérol est apportée
par la levée partielle de I'inhibition de la réplication du ZIKV médiée par différentes souches
de Wolbachia au sein de lignées cellulaires de moustiques suite a un apport en cholestérol
(Schultz et al. 2017). Un autre systéme insecte/Wolbachia/virus a déja montré le rdle de la
compétition pour le cholestérol dans l'interférence entre certaines souches de Wolbachia
(wMelCS ou wMelPop) et le C Virus de Drosophila (DCV) au sein des de Drosophila
melanogaster (Caragata et al. 2013). Le fait que cette compétition soit retrouvée dans des
systemes divers indique que le cholestérol est un élément essentiel des mécanismes
d’interférence virale. Cependant, ce métabolite n’est pas le seul lipide constituant une cible
potentielle des mécanismes d’interférence virale médiée pas Wolbachia puisque le DENV a
déja montré pouvoir perturber le profil lipidique des cellules de moustiques (Perera et al.
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2012). Par exemple, une certaine classe de lipides, les acyl-carnitines, est sous-régulée par la
présence de Wolbachia au sein des cellules d’Ae. aegypti transinfectées par wMel,
alors-méme qu’elle est nécessaire pour la réplication des arbovirus du DENV et du ZIKV qui
s'effondrent totalement en son absence, révélant ainsi un autre mécanisme potentiel de
I'interférence virale médié par Wolbachia (Manokaran et al. 2020). Par ailleurs, le fait que
Sessions et coll., ont pu déterminer un répertoire de 116 facteurs impactés par l'infection du
DENV chez Ae. aegypti, avec pour certains une implication dans la réplication virale (Sessions
et al. 2009), indique qu’il existe de nombreux facteurs qui peuvent étre les cibles potentielles
de ces mécanismes d’interférence virale. A l'inverse, d’autres facteurs modulés par la
présence de Wolbachia au sein des cellules du vecteur pourraient étre responsables de
I'interférence virale lors d’infections a posteriori par des arbovirus, et plus d’études sont
nécessaires afin de confirmer leur implication dans ces mécanismes d’interaction. En
réduisant la concentration de cet élément toxique, bien que nécessaire pour les cellules et la
bactérie, Wolbachia peut persister plus longtemps dans les cellules (Kremer et al. 2009). Il
serait donc intéressant de voir si cette voie métabolique joue un réle dans l'interférence
virale médiée par la bactérie. D’autres mécanismes de nature diverses sont mis en jeu lors
des phénotypes d’interférence virale, avec par exemple Wolbachia wAIbB qui peut inhiber la
fixation du DENV et du ZIKV aux cellules de moustiques d’Ae. aegypti, empéchant donc leur
infection (Lu et al. 2020), et il parait probable que plusieurs mécanismes interviennent de
concert pour former le phénotype d’interférence virale.

Les analyses de génomique globale (transcriptomique, protéomique,
métabolomique) sont des approches de choix pour décrypter l'implication relative de
différents mécanismes dans l'interférence virale. Par exemple, dans une lignée cellulaire
d’Ae. albopictus infectée par le CHIKV, wAlbB régule de facon concomitante plusieurs voies
de I'hote, incluant la glycolyse, le métabolisme de I'ATP, et les productions de glycoprotéines
structurales et de protéines de la capside du CHIKV, mais pas celles de I'immunité (Saucereau
et al. 2017). Dans cette méme étude, le CHIKV a été observé comme inhibant I'expression de
protéines liées aux processus de transcription, de traduction, de stockage des lipides et de la
voie des miRNAs. Or, certains éléments de la voie des microARNs (miRNAs) sont connus pour
étre séquestrés par Wolbachia pour faciliter sa colonisation (Hussain et al. 2011). Ce
détournement de la voie des miRNAs induit des sous- ou des sur-expressions de genes
pouvant conduire a l'interférence virale (Asgari 2017). Par exemple, la transinfection de
wMelPop chez Ae. aegypti induit une surexpression du géne AaDnmt2 codant pour une
méthyltransférase en détournant le miRNA aae-miR-2940, et cela entraine une augmentation
de la colonisation du vecteur par Wolbachia et une diminution de la réplication du DENV
(Zhang et al. 2013). Il serait intéressant de voir si I'inhibition de la voie des miRNAs médiée
par le CHIKV au sein des Ae. albopictus (Saucereau et al. 2017) empéche ce mécanisme
d’interférence utilisant la méme voie et observé pour le DENV au sein des Ae. aegypti
transinfectés (Zhang et al. 2013). De plus, des études complémentaires de mutagénese
inverse utilisant des ARN interférents restent a réaliser pour définir le réle précis des
différents facteurs médiés par Wolbachia ou par le CHIKV dans l'interférence virale définis
par Saucereau et coll. (Saucereau et al. 2017). Il serait également intéressant d’investiguer si
les mémes modulations sont retrouvées avec d’autres arbovirus, comme le DENV et le ZIKV,
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et plus d’études de la sorte in insecta sont également nécessaires. Il est important de noter
gu'une grande partie des études sur les modulations métaboliques et immunitaires liées a
Wolbachia concernent les drosophiles, ou des vecteurs moustiques transfectés
expérimentalement, et non ceux naturellement infectés par Wolbachia, comme Ae.
albopictus. Des efforts restent donc a entreprendre afin de mieux comprendre les
interactions des pathosystémes naturels, ainsi que leurs effets sur la compétence vectorielle
et plus généralement leur implication dans I'épidémiologie des arboviroses.

Les caractéristiques de Wolbachia présentées ci-dessus, et ces effets sur les maladies
a transmission vectorielle les plus graves et les plus incidentes ainsi que sur leurs vecteurs, en
font un atout majeur dans la lutte contre ces maladies a I'échelle globale. En effet, que ce
soit via la manipulation de la reproduction des vecteurs ou via les interférences parasitaires
gu’elle induit, Wolbachia est de plus en plus utilisée pour faire face a ces maladies,
notamment dans la lutte contre la dengue (World Mosquito Program 2023). De plus, au vu
des interactions intimes qu’elle entretient avec les vecteurs et les pathogenes qu’ils
véhiculent, son influence sur les patterns épidémiologiques et sur [‘évolution des
pathosystémes vectoriels ne doit pas étre négligée. Chez les Ae. albopictus de La Réunion, un
phénomeéne d'interférence virale a été décrit entre les Wolbachia naturellement présentes
(wAIbA et wAlbB) et le DENV, allant jusqu'a I'absence totale du virus dans les glandes
salivaires des femelles de la population testée (Mousson et al. 2012; Saucereau et al.,
données non publiées). Ces phénomeénes d'interférence sont en contradiction avec
I'épidémie qui est observée sur I'lle depuis fin 2017 et, des études complémentaires sont
nécessaires pour mieux comprendre ce paradoxe, études initiées par les travaux de cette
these dont les modeles biologiques utilisés vont maintenant étre présentés.

3. Modeles biologiques de I’étude

3.1. Les virus de la dengue

3.1.1. Uhistorique et les cycles de transmission

Il 'y a plus de 1600 ans en Chine, a I'époque de la dynastie Jin (265-420), des médecins
rendirent compte d’'une maladie nommeée « poison de I'eau » aux symptdémes particuliers au
travers d’écrits dans I'«Encyclopédie des symptomes, des maladies, et des remédes »
(Vasilakis and Weaver 2008). Cela constitue la premiere description connue d’'une maladie
dite aujourd’hui de type dengue-like. Il faudra attendre 1635 dans les Indes Occidentales
Francaises, et plus précisément dans les colonies frangaises des Caraibes, pour de nouveaux
témoignages écrits relatant des épidémies de « Coup de barre » aux symptomes semblables
a ceux décrits dans I'Encyclopédie chinoise (Vasilakis and Weaver 2008). Une description
ancienne extrémement précise de ces symptomes vient d’'un des échecs coloniaux les plus
cuisants de I'Histoire, le projet Darién (McSherry 1982). Ce projet audacieux, initié par Sir
William Paterson, avait pour but la colonisation de I'isthme du Panama par les écossais, en
raison de sa position stratégique a la croisée des grandes routes maritimes commerciales de
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la fin du XVII*™ siécle. A peine les colons arrivés, 200 furent enterrés entre novembre 1698
et mars 1699 du fait d'une épidémie lors de laquelle le colon Patrick MacDowall décrivit avec
grande précision I'évolution de sa maladie (McSherry 1982). Les symptomes évoqués sont
typiques de la dengue : forte fieévre, douleurs rétro-orbitaires, vomissements, rashs cutanés,
céphalées, myalgie, arthralgie, mauvais go(t persistant dans la bouche, et bien entendu
convalescence et fatigue de longue durée (McSherry 1982). En peu de temps, plus de 2000
des 2500 colons périrent de maladies, mais également du fait de mésententes avec les
indiens Kunas, et de confrontations avec les militaires espagnols. Le projet fut abandonné en
1700, laissant I’Ecosse ruinée et contrainte de se rattacher a I’Angleterre en 1707. Les raisons
aujourd’hui incriminées de ce fiasco sont multiples, raisons géopolitiques, choix
commerciaux, et surtout épidémies de maladies a transmission vectorielle (MTV). Bien que la
dengue ait une part de responsabilité dans cet échec, elle doit étre mise en cause dans une
moindre mesure que le paludisme et la fievre jaune, du fait de son plus faible taux de
mortalité. Toujours est-il qu’au vue de la description sans équivoque de Patrick MacDowall
elle a di, méme partiellement, contribuer a cet échec. L'Histoire contemporaine et les MTV,
dont la dengue, sont ainsi intimement liées. Elles ont exercé, et exercent toujours
aujourd’hui, une influence réciproque entre elles. Les MTV empéchant des colonies de se
former, des pays de se développer, |'Histoire de I’humanité permettant a des maladies de se
propager. En effet, pour expliquer I'acquisition par la dengue de son statut pandémique, trois
phases distinctes peuvent étre mises en évidence, toutes paralléles a I'Histoire de I’humanité
et a celle des vecteurs moustiques de la dengue (Brady and Hay 2020).

Remontons tout d’abord a l'origine de la dengue, un cycle sylvatique impliquant des
primates non humains et des moustiques de canopée tels que les Aedes luteocephalus, les
Aedes furcifer, et les Aedes taylori en Afrique, et des espéces appartenant au complexe des
Aedes niveus en Asie (Chen and Vasilakis 2011). La premiére phase vers le statut pandémique
de la dengue consista donc a sa transition d’un cycle sylvatique a un cycle incluant 'Homme,
permettant ensuite les premieres épidémies dans les zones urbaines (Brady and Hay 2020).
Les vecteurs incriminés dans cet échappement de la dengue depuis les foréts vers les milieux
anthropisés sont des moustiques de canopée connus pour en descendre parfois afin de se
nourrir sur les humains. Il s’agit notamment des Ae. furcifer en Afrique et/ou des Ae.
albopictus en Asie (Chen and Vasilakis 2011). A partir de la fin du XVII*™ siécle et du début
du XVIII*™, les citées portuaires connurent un essor considérable, reflet de I'essor du
commerce maritime, et devinrent alors de véritables plaques tournantes d’échanges
intercontinentaux de biens et de personnes (Michon 2016). Ces citées portuaires
constituérent ainsi des lieux privilégiés pour I'import/export de vecteurs, essentiellement Ae.
aegypti a cette époque, et de personnes infectées par la dengue, notamment via la traite des
esclaves. Tres attractives, ces citées s’agrandirent, avec pour conséquence la mise en place
de véritables épidémies urbaines de dengue pour celles situées en zones tropicales et
subtropicales.

Le commerce et le déplacement de personnes a I'intérieur des continents permirent
ensuite a la dengue de se propager progressivement a partir des citées portuaires vers les
grands centres urbains continentaux dans I'ensemble de la ceinture tropicale et subtropicale
(Gubler 2006). Les tailles des villes étaient alors suffisamment importantes pour soutenir des
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transmissions épidémiques d’une a quelques années. Ces descriptions plus ou moins précises
d’épidémies de type dengue-like saccumulérent du XVII®™ a la premiére moitié du XX*™
siecle (Tableau 1), se multipliant a mesure que le moustique vecteur Ae. aegypti étendait son
aire de répartition depuis I'Afrique dans le reste de la ceinture tropicale, notamment vers
'Amérique suivant les routes maritimes des esclavagistes (Powell 2018). Il est a noter que
jusqu’a la moitié du XX°™ siécle les épidémies furent plutét rares, de courtes durées, et que
presque aucune ne présenta de mortalité importante (Brady and Hay 2020), éléments qui
dénotent avec l'actuelle pandémie de dengue.

Date(s) | Localité(s)
1635 I Antilles frangaises
1699 I Panama
1779 I Etats-Unis d'Amérique (USA, Philadelphie), Indonésie (Batavia*)
1780 I Egypte (Le Caire)
1784-1785 I Espagne (Cadiz et Séville)
‘ Tanzanie (ile de Zanzibar), Egypte (Suez), Inde (Pondichéry a Calcutta, vallée du Gange), Birmanie (Rangoun en
1824), iles de la mer des Caraibes, USA (Savannah en Géorgie), Petites Antilles, Cuba, Colombie du Nord,
1823-1828 Mexique, sud-est des USA.
1827 I Saint Thomas (ile de la mer des Caraibes des USA)
1829 I Cuba
1847-1856 I Arabie Saoudite (Jeddah), Pérou (Lima en 1851)
1865 I Espagne
1868 I Egypte (Port Said)
Cotes arabes, Sénégambie**, Egypte (Le Caire), Brésil (Rio de Janeiro), Inde, Hawaii, USA (Nouvelle-Orléans),
1835-1851 cote du Golfe du Mexique, cote Est des USA, La Réunion, fle Maurice, Tahiti.
Afrique de I'Est, Syrie, Tanzanie (ile de Zanzibar et Dar es Salaam), Egypte (Port Said), péninsule arabique, Inde,
1870-1873 Birmanie, Singapour, Indonésie, Shanghai, Taiwan, fle Maurice, sud des USA
1880 I Afrique de I'Est, Gréce, Région de la mer Rouge, et du Levant***
Gibraltar (Territoire britannique d'outre-mer), Chypre, fles grecques, Turquie (ports de la mer Egée et de la mer
1887-1889 Noire), Syrie
1894-1897 I Australie, Indochine****, et Chine
1901-1907 I Chine, Indochine***, Inde, Singapour, Australie, USA (Galveston au Texas), Panama, Cuba, Colombie
1912-1916 I Panama, Chili, Argentine, Australie, Inde
| USA (Galveston et Etats du Sud de I'Atlantique*****), fles de la mer des Caraibes, Afrique du Sud, Egypte,
1922-1929 Gréce
1941-1945 | Afrique de I'Est, iles de la mer des Caraibes, de |'Australie a Hawaii, de la Papouasie-Nouvelle-Guinée au Japon

Tableau 1 : Epidémies de type dengue-like au travers le monde du XVII*™ a la premiére moitié du XXéme
siecle. * actuelle Jakarta ; ** zone géographique comprenant approximativement les bassins des fleuves
Sénégal et Gambie ; *** actuel Moyen-Orient ; **** actuellement Asie du Sud-Est continentale ; *****
comprennent le Delaware, le district de Columbia, la Floride, la Géorgie, le Maryland, la Caroline du Nord, la
Caroline du Sud, la Virginie, et la Virginie occidentale. Tableau extrait, traduit et modifié a partir de Vasilakis et
Weaver, 2008. Toutes les données ajoutées a ce tableau font I'objet d’'une revue dans ce dernier article
(Vasilakis and Weaver 2008).
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Ce fut lors de cette phase initiale, étirée dans le temps, que les premieres
découvertes sur la dengue et son mode de transmission eurent lieu. En 1916, s'appuyant sur
les récentes découvertes concernant la fievre jaune (Reed et al. 1901), le réle du moustique
Ae. aegypti en tant que vecteur de la dengue pour I'humain fut démontré (Cleland et al.
1916). En 1926, l'agent étiologique responsable de la dengue fut classé en tant qu’agent
filtrable (Siler et al. 1926) (ie. ancienne définition des virus). En 1931, ce fut au tour des
moustiques Ae. albopictus d’étre incriminés dans la vection de la dengue (Simmons et al.
1931; Snijders et al. 1931). Lors de cette premiére phase d’expansion de la dengue, les
descriptions symptomatologiques sont les seules preuves de la survenue d'épidémies de
type dengue-like. Or, la grande similarité qu'il peut parfois y avoir entre les symptomes de la
dengue et ceux d'autres MTV fait qu'il est aujourd’hui difficile de statuer avec certitude sur
I'implication de la dengue dans les épidémies de I'époque (Vasilakis and Weaver 2008). Un
exemple de ces potentielles méprises est I'incrimination de la dengue dans une épidémie qui
eut lieu a Calcutta en 1923, et pour laquelle les symptomes décrits correspondent
rétrospectivement davantage a une épidémie de chikungunya (Vasilakis and Weaver 2008).

A partir de la seconde moitié du XX siecle, les doutes furent levés sur la réelle
implication du DENV lors des épidémies de type dengue-like grace a sa détection dans le
sang de patients malades. Ce fut au cours de la Seconde Guerre Mondiale que la dengue
commenga réellement a piquer la curiosité de certains gouvernements, représentant alors
une source importante de morbidité au sein des troupes alliées et japonaises dans les
théatres d'opérations du Pacifique et de I’Asie (Gubler 2006). Les Etats-Unis décidérent de
créer et financer une unité scientifique spéciale, la “Dengue Research Unit” dirigée par le
Professeur Sabin, afin de trouver des moyens de lutte contre cette menace planant sur leurs
soldats et risquant d’amoindrir leur force de frappe. Les scientifiques japonais en firent
autant. C’est ainsi qu’entre 1944 et 1952, les premieres souches du virus de la dengue
(DENV) furent isolées, et qu’il y eut démonstration de l'existence de sérotypes différents.
Cela commenca avec le sérotype 1 (DENV-1) isolé a partir du sang d’un patient au cours
d’une épidémie a Nagasaki en 1943 par I'équipe japonaise du Professeur Hotta (Kimura and
Hotta 1944; Hotta 1952). Ce méme sérotype fut isolé chez un patient a Hawai en 1944 par la
Dengue Research Unit, qui isola la méme année un second sérotype, le DENV-2, suite a une
épidémie qui eut lieu en Papouasie Nouvelle Guinée (Sabin 1952). Sabin et Schlesinger
entreprirent alors de mettre au point un vaccin en utilisant des souches virales épidémiques
pour lesquelles ils observerent une atténuation de la virulence chez 'Homme et une
diminution de I'infection et de la charge virale chez le moustique vecteur Ae. aegypti suite a
plusieurs passages chez des souris (Sabin and Schlesinger 1945). Les vaccins préts, il ne
restait plus qu’a les tester sur les soldats volontaires. Or, la fin de la guerre sonna le glas de
cet essai cliniqgue grandeur nature avant méme |'administration des premiéres doses (Sabin
1952). A Manille, entre 1954 et 1956, une épidémie de dengue a fievre hémorragique (DFH)
permit la découverte de deux nouveaux sérotypes, le DENV-3 et le DENV-4 (Hammon et al.
1960). Tandis que la dengue présente des symptdmes modérés, certains cas peuvent évoluer
vers la DFH, appelée aujourd’hui dengue sévére, a la mortalité bien plus importante (Merle
et al. 2018; WHO 2021) (voir symptomatologie de la dengue et de la DFH dans la Boite
descriptive des symptomes ci-dessous). L'épidémie de Manille ne fut pas la premiere
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Les symptdmes les plus fréquemment retrouvés lors

Boite descriptive des symptomes

d’'une dengue «classique» sont:fortes fiévres,

céphalées, asthénie, hypotension, myalgie, arthralgie,

douleurs rétro-orbitaires, atteintes oculaires, rashs

cutanés, vomissements, leucopénie, thrombocytopénie,
ou encore adénopathie (WHO, 2021 ; Merle et al., 2018).
La dengue 3a fiévre hémorragique (DFH) est une
complication de la dengue, a l'issue potentiellement
fatale, est due a une

dégradation rapide des

symptdmes : fuite plasmatique, accumulation de fluide,

\

description d’épidémies de DFH. Il y en
eut avant cela, comme par exemple a
Philadelphie en 1780, en Australie en
1897, a Beyrouth en 1910, a Taiwan en
1916, en Grece en 1928, et de nouveau
a Taiwan en 1931 (Gubler 2006).
Cependant, I'épidémie de Manille fut la
premiére pour laquelle I'implication du
DENV fut biologiqguement confirmée
(Hammon et al. 1960). En quelques
décennies, la DFH devint l'une des dix

détresse
d’organes, notamment hépatique (WHO, 2021).

\\

causes principales d’hospitalisations et
défaillance

J

atteignit les fles du Pacifique, puis se propagea dans le sud et le centre du continent

respiratoire, hémorragies, et

de mortalité infantile en Asie du
Sud-Est (WHO 1997). Dans les années
1970 et les décennies qui suivirent, la

DFH s’étendit dans la région asiatique,

américain (Gubler 2006). Laugmentation de mortalité liée a la DFH, la présence continue
d’un ou plusieurs sérotypes de dengue a certains endroits, et la large distribution des
épidémies de DFH au sein de la ceinture tropicale et subtropicale indiquérent un
changement du pattern épidémiologique mondial de la dengue au cours de cette seconde
moitié du XX*™ siécle. Il s'agit de la deuxiéme phase de I’expansion de la dengue. En effet, les
bouleversements sociétaux, politiques, et écologiques qui advinrent dans l'‘aprés-guerre
permirent a la dengue d’entamer la deuxiéme phase de son expansion, a savoir son
endémisation, voire méme son hyperendémisation, dans les grands centres urbains de la
ceinture tropicale et subtropicale (Brady and Hay 2020) (Voir définitions dans la Boite a
définitions ci-dessous). L'hyperendémisation de la dengue est aujourd’hui reconnue comme
étant la principale responsable de I'augmentation des épidémies de DHF observée depuis la
seconde moitié du XX*™ siécle, notamment via l'effet de facilitation de I'infection par les
anticorps lors d’une dengue secondaire.

r 2

Les maladies endémiques sont des maladies infectieuses dont la présence

Boite a définitions

est continuelle ou habituelle a un endroit donné, contrairement aux
maladies épidémiques qui définissent des augmentations de cas au-
dessus des normales attendues pour un endroit donné (CDC, 2021).

Les maladies hyperendémiques sont définies comme étant des maladies
persistant a un haut niveau d’incidence dans un endroit donné (CDC,
2021). Cependant pour la dengue, le terme hyperendémique signifie que
plusieurs sérotypes de la dengue co-circulent de fagon endémique a un
endroit donné.

. S
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Quatre facteurs principaux furent déterminants dans la mise en place de cette
seconde phase d’endémisation et d’hyperendémisation de la dengue, qui dura
approximativement des années 1950 aux années 1990. Le premier fut l'accroissement
démographique mondial sans précédent associé a une urbanisation rapide et non planifiée
(Lésel 2016; United Nations 2018) avec la multiplication des constructions insalubres et
surpeuplées ainsi qu’une mauvaise gestion des eaux, des égouts, et des déchets. Ceci
augmenta considérablement le nombre de gites larvaires pour les vecteurs, favorisant ainsi la
densité de leur population, et par la méme la mise en place de cycles a transmission
vectorielle dans des endroits ol les hotes abondaient (Gubler 2006). Le second facteur fut la
globalisation des échanges et des mouvements humains, par voies maritimes et aériennes.
Avec en moyenne 9% de transports aériens en plus chaque année depuis 1960, la seconde
moitié du XX siécle conduisit Iinterconnexion entre les grands centres urbains des
différents continents a son paroxysme, rendant les imports/exports potentiels de personnes
atteintes par la dengue et des vecteurs moustiques, aussi fréquents que rapides (Gubler
2006; Messina et al. 2014). Le troisieme facteur fut le manque de moyens et d’efficacité des
programmes de lutte anti-vectorielle (LAV) dans les pays les plus touchés par la dengue
(Gubler 2006). Lapparition rapide de populations de moustiques résistantes aux insecticides
(Vontas et al. 2012) ne fut pas la seule raison a ce manque d’efficacité sur le long terme.
Linterconnexion entre les grands centres urbains permit, comme expliqué ci-dessus, I'import
régulier de moustiques vecteurs et donc le maintien de la circulation de la dengue. Cette
derniere se maintenant parfois méme a des hauts niveaux d’incidence malgré un intense
programme de LAV, comme a Singapour par exemple (Brady and Hay 2020). Pour finir, le
qguatrieme principal facteur responsable de la seconde phase d’expansion de la dengue fut
I'absence de traitement (préventifs et curatifs) efficaces, le manque de moyens des services
de santé publique, et le manque d’accés aux soins dans les pays sous-développés et en
développement les plus impactés par la dengue (Saeed and Asif 2020) Au cours de cette
seconde phase, I'endémisation et I'hyperendémisation de la dengue se cantonnerent aux
grands centres urbains de la ceinture tropicale, la majorité de ceux-ci ne reportant la
circulation que d'un a deux sérotypes a la fois (Figure 15) (Messina et al. 2014).
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Il faut attendre les années 1990 pour assister a I'explosion du nombre de zones
hyperendémiques de la dengue (Figure 15). La démocratisation des tests de sérotypage au
cours des années 1980 coincide avec cette explosion, mais elle ne peut I'expliquer a elle
seule (Messina et al. 2014). Entre 2000 et 2013, la co-circulation des quatre sérotypes de
dengue touche presque tout le Brésil, le Mexique, I'Inde, I'Indonésie, le Nord-Est de
I’Australie, ainsi que I'Asie du Sud Est (Figure 15) (Messina et al. 2014). Bien que la Figure 15
semble indiquer que I'Afrique reste encore peu concernée par |I'hyperendémisation de la
dengue, l'incidence de la dengue en Afrique est trés certainement sous-estimée (Gainor et
al. 2022) du fait d’'un manque de données (Messina et al. 2014; Saeed and Asif 2020). Ce
nouveau changement de pattern épidémiologique de la dengue constitue la troisieme et
derniere phase de l'expansion de la dengue, celle dans laquelle nous nous trouvons
actuellement, et ce, depuis les années 1990. Il s’agit de la phase de consolidation du statut
pandémique et hyperendémique de la dengue dans la ceinture tropicale et subtropicale,
s'accompagnant de sa propagation dans les zones périurbaines et méme rurales a partir des
grands centres urbains (Brady and Hay 2020). Ces derniers, de par leur taille et de par
I'hyperendémicité de la dengue qui y régne, constituent une source intarissable pour
I'importation des cas de dengue a leurs périphéries semi-urbaines, et méme rurales. Les
principaux facteurs expliquant cette troisieme phase sont les mémes que ceux de la phase
précédente, mais en plus intenses (Saeed and Asif 2020). Une parfaite illustration de
I'intensification de ces facteurs est donnée par I'augmentation drastique du nombre d’aires
de répartition de la dengue et des Ae. aegypti a partir des années 1990 (Figure 16) (Brady
and Hay 2020). En 1997, Ae. aegypti et la dengue se répartissaient dans I'ensemble des
tropiques et largement dans les zones subtropicales, avec plus de 2,5 milliard de personnes
vivant en zone a risque, soit 42% de la population mondiale (Saeed and Asif 2020). Ce
nombre a presque doublé en une décennie, avec 4 milliards de personnes vivant en zone a
risque au début des années 2010 (Brady et al. 2012). Cette incroyable augmentation est
également due a la conquéte nouvelle des aires périurbaines et rurales par la dengue,
notamment grace aux Ae. albopictus. Ce vecteur, dont la plasticité écologique permet de
faire un pont entre zones urbanisées et zones rurales, a connu une expansion fulgurante de
son aire de répartition depuis I'Asie du Sud-Est au cours de ces 50 dernieres années,
notamment via I'acheminement maritime de pneus usés entre les pays occidentaux et I'Asie,
et est aujourd’hui retrouvés sur la plupart des continents (Paupy et al. 2009; Rezza 2012).
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L'Histoire de I'humanité a ainsi influencé I’histoire de la dengue et de ses vecteurs
moustiques. Réciproquement, la dengue et autres MTV ont pu jouer un réle, parfois majeur,
dans notre Histoire. Toutefois, il serait inexact de penser qu’elles ne laissent plus leurs
empreintes sur notre présent et qu’elles n’impacteront plus notre avenir. La charge globale,
le colt financier, et I'impact en Santé Publique engendrés par la dengue peuvent encore
participer a contraindre |'Histoire de certains pays, notamment les pays les plus pauvres et
des lors, les plus vulnérables.

3.1.2. Conséquences mondiales de la dengue en chiffres clés

La dengue est I'arbovirose la plus répandue au monde avec la moitié de la population
mondiale vivant en zone a risque (Messina et al. 2019) (Figure 17). Ubiquitaire dans la
ceinture tropicale et dans la majorité des zones subtropicales, (Bhatt et al. 2013) son aire de
répartition s’étend sur 128 pays différents (Brady et al. 2012) (Figure 17).
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Figure 17 : Zones a risque de dengue en 2020. Cette carte présente les lieux regroupant les conditions
environnementales propices a la survenue ou le maintien d'épidémies de dengue en 2020. Carte extraite et
traduite a partir de (Messina et al. 2019).

Dans ces pays ou vivent 3,97 milliards de personnes, prés de la moitié de la
population vit dans les plus hauts-lieux d’incidence et de circulation de la dengue, a savoir les
zones urbaines et périurbaines comprenant respectivement 824 millions et 763 millions
d’habitants (Brady et al. 2012). Responsable de 390 millions de nouveaux cas chaque année,
dont 96 millions de cas symptomatiques, la dengue est aussi I'une des arboviroses les plus
incidentes au monde (Bhatt et al. 2013) (Figure 18). LAsie comptabilise 70% des cas
symptomatiques de dengue, dont 33 millions de cas en Inde a elle seule, '’Amérique 14 %,
dont plus de la moitié au Brésil et au Mexique, et I'Afrique 16%, avec une répartition tres
hétérogene au sein du continent (Bhatt et al. 2013) (Figure 18). Chaque année, le nombre de
cas de dengue sévere est estimé a 500 000, dont 10 000 a 40 000 ont une issue fatale
directement imputable a la dengue (Stanaway et al. 2016; WHO 2020c; WHO 2023; CDC
2023). Le taux de mortalité lié a la dengue est plus élevé chez les jeunes enfants et chez les
personnes agées, la plupart de ces déceés survenant en Asie (Stanaway et al. 2016). Plus
généralement, parmi les 128 pays qui présentent des cas de dengue, les plus impactés en
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termes de nombre de cas, de sévérité et de taux de mortalité sont les pays a faibles revenus
et revenus intermédiaires (Stanaway et al. 2016). D’autres facteurs que les parametres
socio-économiques aggravent le risque d’une incidence élevée de dengue, et permettent
d’expliquer en partie la répartition mondiale actuelle de la maladie. Par exemple, les fortes
précipitations, la température, le degré d’urbanisation d’une aire, et son niveau de
connectivité sont autant de facteurs qui facilitent significativement la diffusion de la dengue
et donc le risque d’une incidence accrue (Bhatt et al. 2013).

Infections annuelles
o
I <150,000
[ 150,000-275,000
[ 275,000-500,000
[ 0.5-1 million
[11-1.5 million : N
I 1.5-2.75 millions 3
B 2.75-7.5 millions
B 7.5-32.5 millions

Figure 18 : Charge globale de la dengue en 2010. Cartogramme du nombre annuel d'infections pour tous les
ages en proportion de la zone géographique nationale ou infranationale (Chine). Carte extraite et traduite a
partir de Bhatt et al. 2013.

Une grande incertitude sur le nombre annuel de déces directement liés a la dengue
persiste du fait d’'un manque de données dans certains pays hautement endémiques, comme
en Indonésie par exemple, ou dans certains pays d’Asie centrale (Brady et al. 2012; Stanaway
et al. 2016). Par ailleurs, et comme expliqué précédemment, les données concernant la
dengue sur le continent africain sont trés limitées pour diverses raisons dont le manque de
moyens financiers et humains, ainsi que la confusion diagnostique entre dengue et malaria
(Gainor et al. 2022). Il est certain que l'appréciation de la répartition et de I'incidence
mondiale de la dengue s’en trouve impactée, avec notamment une profonde mésestimation
des nombres de cas de dengue symptomatiques, mortels, et méme asymptomatiques a
I’échelle locale, mais aussi globale. Pourtant invisibles a I'ceil nu, les 294 millions des cas
asymptomatiques par an estimés par I'équipe de Bhatt (Bhatt et al. 2013), n’en restent pas
moins d’une grande importance dans la transmission de la dengue (Duong et al. 2015). En
effet, malgré une virémie en moyenne plus faible chez les personnes asymptomatiques, elles
peuvent transmettre tout aussi efficacement le DENV aux moustiques Ae. aegypti que les
personnes présymptomatiques, et bien mieux que les personnes symptomatiques (Duong et
al. 2015) (Figure 19). Ne pas les prendre en compte ou les sous-estimer fausse donc les
modeles prédictifs de l'incidence présente et future de la dengue, et par la méme les
estimations de son co(t, que ce soit le colt humain ou économique, a I’échelle locale ou
globale.
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Figure 19 : Profils dose-réponse par catégorie de maladie. Le pourcentage de moustiques Ae. aegypti infectés
est indiqué en fonction de la virémie (mesurée en copies d'ADNc par millilitre de plasma) pour chaque
participant a I'étude ayant permis l'alimentation directe des moustiques. La taille du point est proportionnelle
au nombre de moustiques testés par participant. L'étude comprend 8 participants asymptomatiques, 37
présymptomatiques et 117 symptomatiques. Les courbes sont des régressions logistiques des données
(excluant les participants avec une virémie indétectable). Graphique extrait et traduit a partir de Duong et al.
2015.

Lestimation des colts économiques de la dengue est difficile a appréhender, sa
dimension multifactorielle engendrant des résultats trés disparates entre les différentes
études. En résumé, les estimations de la prévalence, de la mortalité, et de la morbidité des
cas de dengue sont traduites économiquement en des journées de travail manquées, une
baisse de productivité, des colts liés au déces, ou encore des frais médicaux (détection,
soins...) (Qureshi 2020). Elles dépendent donc, entre autres, des estimations réalisées en
amont quant aux nombres de cas de dengue et a leur sévérité, mais également du montant
des frais de santé et de I'accessibilité des infrastructures de soins, facteurs intrinséques a la
politique de Santé Publique de chaque pays. En effet, les frais médicaux associés a une
infection par la dengue sont tributaires du niveau de vie moyen dans chaque pays, et aussi
du type de cas de dengue, un cas ambulatoire n’induisant pas autant de frais qu’un cas
sévere par exemple. Les frais moyens pour un cas de dengue vont de 565 pour les pays en
développement d’Afrique subsaharienne a 1146S pour les pays trés développés tels que les
USA et I'Australie (Shepard et al. 2016). De facon globale, il a été estimé que la dengue
co(terait entre 8,9 et 39,3 milliards de dollars chaque année (Selck et al. 2014; Shepard et al.
2016), et ce sans compter les symptomes chroniques handicapants faisant suite a la dengue
et le financement des programmes de LAV ou de recherche de traitements préventifs et
curatifs contre la dengue (Qureshi 2020). Son co(t est plus élevé que celui de I'Hépatite B,
de l'encéphalite japonaise, et des infections des voies respiratoires supérieures (hors
COVID-2019) en Asie du Sud Est, plus élevé que le colit du papillomavirus en Amérique, et
aussi deux fois plus élevé que celui de la tuberculose en Inde (Qureshi 2020). Prés de 40%
des dépenses globales annuelles pour la dengue sont estimées avoir lieu en Asie du Sud Est,
25% en Amérique, et 22% dans la région ouest du Pacifique (Selck et al. 2014). La dengue
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peut ainsi représenter un facteur majeur de ralentissement du développement de certains
pays, notamment pour les pays a revenus faibles ou intermédiaires, qui sont les plus touchés
par la dengue, comme I'Inde par exemple. Cela est d’autant plus vrai que les pays les plus
pauvres sont souvent ceux avec les systémes de protection sociale et de santé les plus
précaires. Par exemple, pour un cas de dengue a Puerto Rico, bénéficiaire de la Sécurité
Sociale des Etats-Unis, le ménage prend a sa charge 48% du codt total, 'employeur 7%,
I'assurance 24%, et le gouvernement 22%, tandis qu’en Inde, le ménage paie 80% de colt
total, appauvrissant encore plus une population déja parmi les plus pauvres (Qureshi 2020).

3.1.3. Lutte contre la dengue

3.1.3.1. Traitements préventifs

Malgré I'augmentation exponentielle des financements de recherche au cours des
deux derniéres décennies, aucun vaccin et aucun traitement antiviral d’origine synthétique
ou naturelle n’a encore été unanimement approuvé pour combattre efficacement la dengue
et sa propagation (Horstick et al. 2015). L'entrave principale au développement d’un vaccin
efficace est la nécessité d’une stimulation immunitaire tétravalente, donc efficace contre les
quatre sérotypes du DENV, qui perdure dans le temps. Ce paramétre est d’ailleurs un des
points faibles du seul vaccin contre la dengue jusqu’alors commercialisé, le vaccin CYD-TDV
(de I'anglais « Chimeric Yellow Fever 17D virus-Tetravalent Dengue Vaccine »), qui ne permet
gu’une faible immunisation de 34,7% contre le DENV-2 et de 43% contre les formes séveres
associées a ce méme sérotype (WHO 2018b; Redoni et al. 2020). Ce vaccin tétravalent est un
vaccin chimérique congu sur la base structurelle de la souche vaccinale vivante atténuée 17D
de la fievre jaune, pour laquelle la séquence prM/E est remplacée par celles des quatre
sérotypes du DENV. Plus connu sous son nom commercial Dengvaxia®, le vaccin de
Pasteur-Sanofi a connu une histoire tourmentée en raison de lI'augmentation du risque
d’hospitalisation et d’apparition d’'une forme sévere lors d’'une primo-infection par le DENV
chez les personnes vaccinées (Wilder-Smith 2020). Malgré les controverses autour de ce
vaccin, il est aujourd’hui autorisé dans une vingtaine de pays (Fatima and Syed 2018; Thomas
and Yoon 2019), mais I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et la Haute Autorité de
Santé en France préconisent son utilisation uniquement dans le cas de personnes vivant en
zone endémique de la dengue, agées de 9 a 45 ans, et ayant déja eu une premiere infection
par la dengue avant la vaccination (WHO 2018b; HAS 2021).

Diverses approches sont investiguées pour mettre au point un vaccin tétravalent dont
I'utilisation pourrait convenir et protéger une plus large partie de la population que ce qui est
permis actuellement par le vaccin CYD-TDV, notamment en termes d’age et de statut
sérologique pré-vaccinal vis-a-vis de la dengue. Il s’agit entre autres des vaccins vivants a
virus atténués, dits de seconde génération, car utilisant cette fois-ci la base structurelle du
DENV (donc avec ses propres protéines non-structurelles), des vaccins a virus inactivés, des
vaccins sous-unitaires recombinants, des vaccins a vecteur viral, et des vaccins a ADN (Deng
et al. 2020). Chacune de ces approches a au moins un vaccin en phase d’essai clinique | a lll
(Redoni et al. 2020; Deng et al. 2020) (Figure 20). Depuis le début de la rédaction de ce
manuscrit de these, un vaccin a passé avec succes la phase Il des essais cliniques (Patel et
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al., 2022). Il s'agit du vaccin TDV (Figure 20), aussi connu sous le nom de TAK-003, ou sous
son nom commercial QDENGA®. Ce vaccin tétravalent a virus vivants atténués du groupe
pharmaceutique Takeda est constitué de quatre souches chimériques de la dengue (TDV-1 a
TDV-4), une représentante de chaque sérotype (Osorio et al. 2011; Osorio et al. 2015). Elles
sont toutes basées sur le squelette génomique de la souche virale atténuée de DENV-2
PDK53 dont les séquences génomiques des protéines PrM et E ont été remplacées afin de
correspondre a chaque sérotype (Butrapet et al. 2000; Osorio et al. 2011; Osorio et al. 2015).
Par ailleurs, des stratégies innovantes d'immunisation basée sur |'utilisation de la protéine
NS1 sont en train de voir le jour, avec par exemple l'utilisation des particules pseudo-virales,
des séquences d’ADN, des ARN messagers, des peptides synthétiques, ou encore des
antigénes viraux (Liu et al. 2016; Lebeau et al. 2021). Un autre stratégie innovante serait de
s'appuyer sur l'inactivation chez les moustiques vecteurs de protéines impliquées dans leur
propre infection par le DENV, en rendant ces inhibiteurs accessibles dans le sang de I'h6te
humain (Liu et al. 2016). Pour finir, la salive des moustiques a la composition trés complexe
(Ribeiro et al. 2007) attire, elle aussi, I'intérét des chercheurs depuis quelques années pour
son potentiel en tant que vaccin. Certaines protéines présentes dans celle-ci facilitent
I'infection des cellules hotes par la dengue et I'apparition de formes séveres chez celui-ci,
notamment du fait de modulations de son systéeme immunitaire (Schmid et al. 2016; Pingen
et al. 2016). Un vaccin dirigé contre ces protéines empécherait ainsi cet effet facilitant
(Manning et al. 2018).
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Figure 20 : Liste des vaccins contre la dengue selon leur phase de tests préclinique ou clinique en 2020. Figure

extraite, traduite et modifiée a partir de Redoni et al. 2020.

3.1.3.2. Traitements curatifs

En ce qui concerne les traitements thérapeutiques, l'efficacité de nombreux
composés antiviraux a action directe (AAD) (i.e. dirigés directement contre les protéines
virales) ciblant chacune des protéines structurales et non-structurales du DENV a été
prouvée in cellulo. En téte des protéines virales du DENV et de leurs fonctions les plus ciblées
par ces AAD se trouvent la protéine structurale d’enveloppe (E) pour son réle lors de I'entrée
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de la particule virale infectieuse dans la cellule hoéte, la protéine multifonctions
non-structurale 5 (NS5), pour son haut degré de conservation et pour son role d’ARN
polymérase ARN-dépendante, ainsi que 'activité conjointe sérine protéase des protéines non
structurales 3 (NS3) et 2B (NS2B) (Troost and Smit 2020). Cependant, presque aucun de ces
AAD n’a fourni de résultats satisfaisants in vivo sur modele murin, et un seul ciblant I’ARN
polymérase ARN-dépendante a fait I'objet d’'un essai clinique, mais encore une fois sans
résultats probants (Troost and Smit 2020). Moins sujets a la mise en place de résistance virale
gue les AAD, d’autres antiviraux, cette fois-ci dirigés contre I’h6te, existent (ADH). Ils ciblent
des voies métaboliques, des voies de signalisation cellulaire de I’h6te qui sont contournées
ou détournées par le virus a son profit, et ce, a différentes étapes de son cycle de réplication.
Les ADH ciblant des enzymes intervenant dans les voies de repliement et de maturation des
protéines (a-glucosidase par exemple), et de biosynthése nucléotidiques (inosine
monophosphate déshydrogénase par exemple) font partis des ADH les plus investigués car
leurs cibles ont un réle capital dans le cycle de réplication viral (Troost and Smit 2020). Peu
d’ADH ont été testés cliniguement et aucun n’a franchi cette étape avec succes. Un antiviral
efficace doit I'étre si possible contre plusieurs sérotypes du DENV, étre stable pour étre
acheminé a travers tout le corps en conservant son activité, ne pas étre toxique aux doses
efficaces, et ne pas induire trop rapidement la mise en place de mécanismes de résistance de
la part du virus (Troost and Smit 2020). Les études in vivo et in vitro actuelles combinent
différents AAD et ADH aux cibles diverses, associant ainsi efficacité synergique et meilleure
protection face aux mécanismes de résistance virale (Troost and Smit 2020).

3.1.3.3. Méthodes de protection et lutte antivectorielle

Pour I'instant, le meilleur moyen de lutter efficacement contre la dengue est d’avoir
recours a la LAV. Tout d’abord, il existe des moyens individuels ou collectifs de protection
permettant a la population humaine de prévenir les piglres des moustiques femelles. Il s'agit
notamment des moustiquaires simples ou imprégnées d'insecticides et de divers types de
répulsifs. Ces méthodes de protections individuelles et collectives ont déja montré étre
efficaces, avec par exemple un recul significatif de l'incidence du paludisme grace a la
distribution et a 'utilisation de moustiquaires imprégnées en Inde (Jana-Kara et al. 1995; Dev
and Dash 2008). Pour ces méthodes de protection préventives, la sensibilisation de la
population est primordiale afin d’obtenir son efficace participation.

Afin de réduire la densité de la population vectrice, que ce soit au stade larvaire ou
adulte, il existe de nombreuses méthodes de LAV de natures diverses; elles peuvent étre
physiques, chimiques, ou encore biologiques. Elles s’appuient soit sur la destruction ou la
modification des caractéristiques biotiques ou abiotiques de I'environnement des
moustiques, soit sur 'utilisation de moustiques transgéniques ou paratransgéniques.

e La lutte physique

Elle consiste en la destruction des milieux de vie des moustiques. Un exemple connu
est I'assechement des zones marécageuses, et donc I'élimination des gites larvaires qu’elles
représentent, dans le but d’endiguer le paludisme comme cela a été le cas avec les marais
pontins prés de Rome en 1932, et de nouveau en 1962 (Sharma 2014).
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o La lutte chimique

Elle va quant a elle permettre I'élimination des moustiques via I'apport de substances
chimiques synthétiques insecticides dans leur environnement. Il existe quatre grandes
familles d’insecticides : les organochlorés (comprenant deux groupes : les cyclodiénes telle
qgue la dieldrine, et les molécules de “type dichlorodiphényltrichloroéthane” (DDT) tel que le
DDT Ilui-méme), les pyréthrinoides (dont la perméthrine et la deltaméthrine), les
organophosphorés (dont le malathion), ou les carbamates (dont le carbofurane) (Darriet
2007; Gan et al. 2021). Ces molécules agissent au niveau du systéme nerveux du moustique
en perturbant la régulation de la transmission de l'influx nerveux appelé aussi potentiel
d’action. Les molécules de type DDT et les pyréthrinoides vont bloquer les canaux sodiques
voltage dépendant en position ouverte, position dans laquelle ils permettent la propagation
du potentiel d’action (Davies et al. 2007). Leur constante ouverture induite par ces
insecticides empéche alors I'arrét de l'influx nerveux, induisant alors la tétanie puis la mort
du moustique (Davies et al. 2007). Les organophosphorés et les carbamates modifient le site
actif de l'enzyme acétylcholinestérase qui ne peut alors plus réguler la présence de
I'acétylcholine par hydrolyse au niveau des jonctions synaptiques ou neuromusculaires
(Fukuto 1990). L'accumulation de ce neurotransmetteur entraine alors un influx nerveux
continu conduisant a la tétanie et a la mort du moustique (Fukuto 1990). A l'inverse, les
cyclodiénes (dont la dieldrine) vont entrainer la mort du moustique en le paralysant, ie. en
empéchant le potentiel d’action de se propager. En temps normal, le neurotransmetteur
inhibiteur GABA (acide y-aminobutyrique) se fixe aux récepteurs GABA,, ce qui permet
I'ouverture d’un pore laissant entrer les ions chlorure qui inhibent le potentiel d’action. Or,
les cyclodienes vont modifier le bon fonctionnement des récepteurs GABA, en les
maintenant ouverts, ce qui induit une constante inhibition du potentiel d’action, et donc la
paralysie du moustique le conduisant a sa mort (Darriet 2007). La lutte chimique comprend
aussi des inhibiteurs de la croissance des moustiques, comme le novaluron, affectant les
moustiques au cours de leurs mues larvaires ou de leur nymphose (Herath et al. 2024).

e La lutte biologique

Elle utilise des éléments biotiques naturellement efficaces contre les moustiques. Elle
peut notamment utiliser des prédateurs ou des parasites entomopathogenes des moustiques
afin de diminuer la densité de la population. Les prédateurs sont généralement utilisés
contre les stades de vie aquatiques des moustiques et peuvent de ce fait étre des poissons,
dont les tilapias et les guppys par exemple, mais aussi des amphibiens, des crustacés, ou
encore des insectes comme les larves de libellules (Kendie 2020; Dambach 2020). Les
parasites utilisés pour la lutte biologique sont de natures diverses: bactéries, virus,
nématodes, ou encore champignons (Kendie 2020). Par exemple, les bactéries
entomopathogenes Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) sont utilisées comme larvicides
puisqu’elles produisent naturellement quatre toxines efficaces contre les moustiques
sensibles (Vachon et al. 2012). D’autres molécules issues de plantes, de champignons ou
d’autres bactéries peuvent également étre utilisées en tant que bio-insecticides (Mossa et al.
2018; Gupta et al. 2019).

Il existe aussi des méthodes biologiques qui permettent de réduire la population
vectrice naturelle en libérant des moustiques males transgéniques sur le terrain. Pour la
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technique de l'insecte stérile (TIS), ces males peuvent avoir été rendus stériles par
irradiation, par exemple, avant d’étre libérés sur le terrain pour aller s’accoupler avec les
femelles des populations naturelles, rendant ainsi les ceufs non viables (Knipling 1955;
Knipling 1959). La TIS est notamment étudiée a La Réunion pour faire face aux épidémies
d’arbovirus causées par les moustiques vecteurs Ae. albopictus (Gouagna et al. 2020) Une
autre technique consiste en la libération d’insectes porteurs d'un gene létal dominant (RIDL
pour Release of Insects carrying a Dominant Lethal gene en anglais). Brievement, une fois
gu'une souche RIDL homozygote avec une bonne fitness est obtenue, elle peut étre élevée
en masse en insectarium en présence d'un suppresseur du systéme RIDL. Les males sont
ensuite triés et relachés sur le terrain pour s’accoupler avec les femelles des populations
naturelles et faire ainsi diminuer la population vectrice, leur descendance ne pouvant pas
atteindre I'age adulte du fait de I'absence du suppresseur RIDL dans la nature (Thomas et al.
2000; Carvalho et al. 2015). Ces deux techniques nécessitent un élevage de masse, un tri des
moustiques selon leur sexe pour sélectionner uniquement les males, et que ces males aient
une fitness suffisante pour rivaliser avec les males des populations naturelles dans leur
succes d’accouplement. Pour finir, la paratransgénése est une technique de lutte contre les
maladies a transmission vectorielle qui est en plein essor a travers le monde. Elle consiste en
la libération de moustiques vecteurs a I’holobionte modifié par transinfection de souches
bactériennes naturellement absentes chez la population vectrice cible, et ayant pour effet
une diminution de sa compétence vectorielle. C’est le cas de certaines souches de Wolbachia
qui sont de plus en plus utilisées dans la lutte contre les arbovirus transmis par les Ae.
aegypti par le Programme Mondial Anti-Moustique (World Mosquito Program 2023). La
technique permet de remplacer la population vectrice naturelle par une population infectée
avec une souche de Wolbachia inhibitrice d’un ou plusieurs arbovirus d’intérét par
interférence virale, remplacement se faisant grace a I'incompatibilité cytoplasmique induite
par Wolbachia (Figure 21) (Hoffmann et al. 2011; Ferguson et al. 2015; Flores and O’Neill
2018). Cette technique a notamment montré étre efficace a Townsville en Australie, puisque
I'incidence de la dengue a pu étre réduite de 95% suite a la libération des Ae. aegypti
paratransgéniques pendant plusieurs années (O’Neill et al. 2019; Ogunlade et al. 2023)).

La méthode wolbachia

Des moustiques portant e Ils se reproduisent avec 9 La bactérie prend
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Figure 21 : Méthode de paratransgénése dans la lutte contre la dengue utilisant la transinfection de la
bactérie Wolbachia au sein des moustiques vecteurs. 1. La lignée de moustiques transinfectés est relachée
dans I'environnement. 2. Les moustiques de la population vectrice naturelle et de la lignée transinfectée se
reproduisent. 3. Lincompatibilité cytoplasmique induite par Wolbachia entraine le remplacement de la
population vectrice naturelle par la lignée transinfectée. La souche de Wolbachia induisant également une
interférence avec certains parasites a transmission vectorielle, ici le virus de la dengue pris pour exemple,
I'incidence de la maladie associée au parasite diminue apres ce remplacement de la population vectrice. Figure
extraite du site web du Programme Mondial Anti-Moustique.
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Les stratégies de LAV sont diverses, et le choix de celle(s) a adopter va reposer, entre
autres, sur le stade de vie, I'éthologie et I'écologie du vecteur visé ainsi que sur les patterns
épidémiologiques de la ou des MTV véhiculées par ce vecteur. Il est important de noter que
les différentes stratégies de LAV ne s'excluent pas mutuellement, bien au contraire. Par
exemple, a La Réunion la stratégie de LAV employée depuis I'épidémie de CHIKV qui sévit en
2006-2007 consiste a l'utilisation de larvicides, d’adulticides, a la destruction des gites
larvaires, mais également a des enquétes épidémiologiques de terrain, et a la sensibilisation
et I'implication de la population locale dans les mesures préventives (Dehecq et al. 2011).
Lhistorique de la dengue montre en effet qu’il n’existe pas de solution unique, et que les
meilleures chances de combattre cette maladie sont de multiplier les différentes approches :
prévention et LAV et, bientot, thérapeutique. Par ailleurs, du fait de leur toxicité, de leur
accumulation dans les chaines trophiques, de leur forte rémanence, et de I'apparition de
nombreuses résistances chez les vecteurs, résistance pouvant méme parfois entrainer une
augmentation de la compétence vectorielle des moustiques a transmettre certaines MTV
(Moltini-Conclois et al. 2018), les insecticides vont étre de moins en moins utilisés au profit
des méthodes novatrices de transgenese et paratransgenése. Cependant, ces termes de
moustiques transgéniques ou paratransgéniques peuvent parfois effrayer les populations
locales, rendant difficile le déploiement de ces techniques trés prometteuses. De ce fait, la
communication autour des MTV et des LAV est primordiale pour I'acceptation des stratégies
choisies par la population locale et pour son implication. Par ailleurs, les moustiques n‘ont
pas de frontiéres et il en va de méme pour les maladies qu’ils véhiculent. C’est pourquoi la
collaboration internationale quant a la surveillance entomologique et aux déploiements de
programmes de LAV globaux est d’'une importance capitale dans la prévention et la gestion
des épidémies associées a ces maladies, comme en témoigne la création en 2017 du World
Mosquito Program (World Mosquito Program 2023). Cet effort international doit aussi
inclure la recherche au sens large sur la dengue, que ce soit la recherche appliquée ou la
recherche fondamentale. En effet, tous types de recherche visant a mieux comprendre le
DENV, les interactions qu’il entretient avec ses hotes, et son évolution permettent de définir
de nouvelles voies préventives ou thérapeutiques, et d'améliorer les différentes méthodes de
contréle. Nos connaissances au sujet de la dengue sont donc essentielles afin de réduire les
colits humains et économiques associés a cette pandémie au devenir trés alarmant. Nous
allons donc maintenant décrire de fagon plus précise ce virus.

3.1.4. Structure, diversité, et cycle du DENV
3.1.4.1. Organisation structurale et fonctionnelle du DENV

La particule virale du DENV, ou virion, de 50 nm de diameétre dans sa forme mature,
est constituée dans sa partie la plus externe par une bicouche lipidique originaire de I'h6te
dans laquelle sont enchéassées les glycoprotéines structurales virales d’enveloppe (E) et de
membrane (prM/M) (Figure 22-A). Cette enveloppe entoure la nucléocapside virale
composée d’'une couche de protéines structurales de la capside (C) renfermant en son centre
un ARN génomique viral simple brin positif, d’environ 10 700 bases nucléotidiques (Kuhn et
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al. 2002; Ma et al. 2004) (Figure 22-A). La séquence de cet ARN génomique viral commence
par une région non codante en 5’ (5'UTR), suivie dans l'ordre des séquences codantes des
trois protéines structurales C, prM/M, et E, puis celles des sept protéines non-structurales
(NS) NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 (Figure 22-B). Puis, le génome du DENV se
termine par une partie non-codante en 3’ (3'UTR), ayant pour spécificité de ne pas présenter
de queue poly-A (Figure 22).

Bicouche lipidique .« 4&- A
LA 3
& .
SUTR
NS2A NS4A
cim e [nsi NS3 ' NS5

NS2B NS4B 3UTR

Figure 22 : Organisation structurelle du virion et du génome viral de la dengue. Figure A extraite et modifiée a
partir de ©ViralZone 2016 (Swiss Institute of Bioinformatics) et Figure B extraite de

D’un point de vue fonctionnel, la compréhension des réles de chaque partie et
chaque protéine du génome viral du DENV continue toujours d’étre approfondie, mais voici
brievement les fonctions majeures de chacune d’entre elles. La coiffe de la partie 5’UTR aide
a stabiliser 'ARN et a initier sa traduction en protéine. La séquence 5’UTR a aussi un role
dans la réplication virale notamment via le recrutement de I'’ARN polymérase
ARN-dépendante (NS5). La protéine C, en plus de son role d’empaqueter I’ARN viral pour
former la nucléocapside (Ma et al., 2004), joue un réle dans l'initiation de la traduction avec
la reconnaissance du codon start AUG. Le peptide pr de la protéine de membrane immature,
prM, va permettre de dissimuler le peptide de fusion de la protéine E pour ne pas qu'il
fusionne avec la membrane hote au cours de la maturation du virion. Ce peptide va ensuite
étre clivé par la furine au sein du réseau transgolgien pour laisser place a la protéine mature
M, au role essentiellement structurale (Chambers 1960; Li et al. 2008). La protéine E est la
plus exposée a la surface du virion mature (Zhao et al. 2021), et a de ce fait un réle
primordial dans la reconnaissance et I'interaction avec la cellule héte. Elle intervient dans la
liaison avec les récepteurs de I’'hote, posséde le peptide permettant la fusion du virion avec
la membrane de la cellule hote (Zhao et al. 2021), et certaines de ces glycosylations ont tres
certainement un réle dans le tropisme cellulaire et I'infectiosité du DENV chez ses hotes
(Mondotte et al. 2007). La protéine NS1 existe sous différentes formes, allant du monomére
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dans la lumiére du réticulum endoplasmique (RE) a I’hexamere sécrété dans le milieu
extracellulaire, en passant par les dimeres retrouvés sur les faces internes des membranes du
RE et de I'appareil de Golgi, et sur la face membranaire externe des cellules infectées par le
DENV (Muller and Young 2013). La protéine NS1 a un rdle dans la réplication et I'assemblage
viral (Scaturro et al. 2015; Plaszczyca et al. 2019), mais également dans I'évasion du systeme
immunitaire hote (Lebeau et al.,, 2021). La protéine NS2a contribue notamment a la
réplication, I'assemblage et la sécrétion des particules virales, ainsi qu’a I'évasion du systéme
immunitaire inné en inhibant I'expression des interférons-f3 (Mufioz-Jordan et al. 2003; Xie et
al. 2013; Xie et al. 2015). La protéine NS2b est cofacteur de la protéase virale NS3 (Falgout et
al. 1991; Yusof et al. 2000), avec la formation du site actif en son centre et I'ancrage du
complexe protéasique a la membrane du RE par ses parties distales hydrophobes (Falgout et
al. 1991; Clum et al. 1997; Erbel et al. 2006; Aleshin et al. 2007). La protéine NS3 a donc une
activité protéasique par sa partie N-terminale (Chambers et al. 1990; Falgout et al. 1991)
permettant de détacher toutes les protéines de la polyprotéine virale (Chambers et al. 1990;
Falgout et al. 1991; Li et al. 2014). Elle est également importante dans la réplication virale et
I'assemblage du virion via ses autres activités telles que celles d'ATPase/hélicase, de
nucléoside tryptophatase, et d'ARN tryptophatase par sa partie C-terminale (Wang et al.
2009; Li et al. 2014). Les protéines NS4a et NS4b, en plus d’avoir un réle dans I'évasion du
systtme immunitaire de I’h6te (Mufioz-Jordan et al. 2003), participent toutes deux a la
formation du complexe de réplication et a la réplication de I'ARN viral (Scaturro et al. 2015;
Ptaszczyca et al. 2019). La NS4a va également contribuer a la stabilité et la localisation
périnucléaire de ce complexe de réplication (Teo and Chu 2014; Norazharuddin and Lai
2018), et la NS4b va, quant a elle, interagir avec I'hélicase de la NS3, permettant sa
dissociation de I'ARN viral simple brin (Umareddy et al. 2006). La protéine NS5 est I'ARN
polymérase ARN-dépendante virale, et a de ce fait un réle essentiel dans la réplication de
I'ARN du DENV (Davidson 2009). Elle intervient aussi dans le processus de coiffe de 'ARNm
viral via ses activités de méthyltransférase et de guanylyltransférase (Liu et al. 2010), et
pourrait également avoir un réle dans linhibition des réponses antivirales de I'hote
(Norazharuddin and Lai 2018).

3.1.4.2. Phylogénie du virus de la dengue

Le DENV est subdivisé en quatre sérotypes, DENV- 1 a DENV-4, qui possedent une
homologie en acides aminés entre eux d’environ 60 %, et qui comprennent chacun différents
génotypes (Vasilakis and Weaver 2008; Weaver and Vasilakis 2009) (Figure 23). Le DENV-1
compte 5 génotypes différents notés de | a V, le génotype Il est celui regroupant les souches
sylvatiques. Le DENV-2, quant a lui, possede le génotype sylvatique d’une part, et les deux
génotypes épidémiques/endémiques nommés en fonction de la provenance des souches
(bien que cela n’est plus vraiment de sens puisque les souches circulent maintenant
largement tout autour du globe), et d’autre part le génotype américain et le génotype
asiatique. Ce dernier comprend lui-méme quatre lignées: la lignée cosmopolite, la lignée
asiatique 1, la lignée asiatique |, et la lignée du Sud Est asiatique/américaine. Le DENV-3 est
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composé de quatre génotypes épidémiques/endémiques différents notés de | a IV. Trés peu
de souches sylvatiques ayant été trouvées pour le DENV-3, elles n‘apparaissent pas dans les
études phylogénétiques (Weaver and Vasilakis 2009; Stica et al. 2022). Pour finir, le DENV-4
possede un génotype sylvatique et trois génotypes épidémiques/endémiques notés de | a lIl.
Il est dorénavant admis que les génotypes épidémiques/endémiques ont évolué au cours des
guelgues centaines dernieres années a partir de souches virales progénitrices sylvatiques de
facon indépendante pour chaque sérotype, mais aussi pour certains génotypes d’'un méme
sérotype (Wang et al. 2000; Stica et al. 2022) (Figure 23). Cette diversification vers des
génotypes épidémiques/endémiques s’est faite, entre autres, grace aux espéces vectrices
faisant le pont entre cycles sylvatique et urbain, et a l'urbanisation et la densité de
population plus importante qui en a découlé (Wang et al. 2000; Moncayo et al. 2004;
Vasilakis and Weaver 2008; Weaver and Vasilakis 2009; Stica et al. 2022). En revanche, la
localité d’origine du DENV n’est pas encore élucidée, bien qu’il existe actuellement plus de
preuves phylogénétiques, écologiques, et entomologiques pour une origine asiatique que
pour une origine africaine (Wang et al. 2000; Moncayo et al. 2004; Vasilakis and Weaver
2008; Chen and Vasilakis 2011).
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Figure 23 : Arbre phylogénétique des souches DENV des 4 sérotypes, dérivé des cadres de lecture ouverts
complets disponibles dans la bibliotheque GenBank. La phylogénie a été déduite a l'aide d'une analyse
bayésienne (1 million de réitérations) et toutes les branches horizontales sont mises a I'échelle en fonction du
nombre de substitutions par site. Les valeurs de probabilité bayésienne sont indiquées pour les nceuds clés. Les
souches de virus sont codées par pays de collecte abrégé/nom de la souche/année de collecte. La figure a été
extraite et la légende traduite a partir de Weaver and Vasilakis 2009.
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Cette importante diversité du DENV témoigne d’une grande capacité évolutive
notamment liée a son taux de mutation, qui comme pour les autres virus ARN, est
relativement élevé avec une moyenne d’une mutation par génome et par cycle de réplication
(Drake and Holland 1999). Il est principalement attribué a sa polymérase ARN-dépendante
(RdRp), sujette aux erreurs, créant au sein de chaque hote des populations virales avec des
variants, appelés quasi-especes, différents de la souche parentale infectante majoritaire
(Kurosu 2011), et qui peuvent avoir des répercussions sur la fitness de la population virale
dans son ensemble, sur la transmission ou encore sur la sévérité de I'infection par le DENV
(Coffey et al. 2008; Rodriguez-Roche et al. 2016; Cheng et al. 2022). Les études
phylogénétiques de la dengue montrent des périodes relativement longues entre la
divergence des lignées (Wang et al. 2000; Stica et al. 2022), suggérant une diversification
intense suivie d'une extinction de nombreuses lignées (Weaver and Vasilakis 2009). Ce
modele “d’essor et effondrement” observé pour la dengue de facon globale a travers le
temps est également retrouvé localement au cours d’épidémies en zone hyperendémique ou
le remplacement d’un sérotype par un autre impacte la diversité génétique des souches de
chacun (Zhang et al. 2005). La diversification telle gu’elle est observée par les études
phylogénétiques globales ou locales est en effet le résultat des contraintes exercées par de
nombreux facteurs sur la diversité totale de la dengue. Ces facteurs sont notamment
I'immunité de la population (a long terme pour un méme sérotype et croisée envers les
autres sérotypes), la fitness de la population virale, la capacité vectorielle des moustiques,
mais également par des facteurs anthropiques telle que la LAV, ou encore par des
évenements aléatoires (Stica et al. 2022). Un autre facteur important est I'alternance entre
hote vecteur et h6te mammifere nécessaire au maintien de la circulation des génotypes de
DENV épidémiques/endémiques. Le DENV doit en effet pouvoir réaliser son cycle de
développement au sein d’hotes trés différents, et donc conserver une bonne fitness vis-a-vis
de chacun, ce qui peut impacter sa diversification (Vasilakis et al. 2009). Ce cycle de
développement du DENV au sein de ses hotes vecteurs et humains va maintenant étre décrit.

3.1.4.3. Cycle viral et tropisme du virus de la dengue

Le cycle viral cellulaire commence par la liaison du virion de DENV a un récepteur de
surface de la cellule cible (Cruz-Oliveira et al. 2015). La particule de DENV est alors
internalisée par endocytose et, le pH acide de I'endosome dans lequel elle se trouve
provoque une modification de la conformation des protéines d’enveloppe et leur fusion avec
la membrane de I'endosome (Bartenschlager and Miller 2008; Stiasny et al. 2011) (Figure 24).
Ceci permet la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme, puis celle de 'ARN viral
simple brin positif une fois la capside éliminée. Le premier cycle de réplication débute alors
par la traduction de I'ARN viral génomique suite a son attachement aux ribosomes du
réticulum endoplasmique granuleux (Figure 24) (Bartenschlager and Miller 2008). LARN est
alors traduit en une unique polyprotéine d’environ 3400 acides aminés qui sera clivée de
facon co- et post-traductionnelle par des protéases virales et cellulaires afin d’obtenir les
trois protéines structurales et les sept protéines non-structurales décrites précédemment
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(Bartenschlager and Miller 2008). Suite a la traduction, le complexe de réplication viral est
assemblé et il induit la formation de structures membranaires dérivées du réticulum
endoplasmique appelées «vesicle packet» et dont I'invagination et la composition lipidique
sont propices a la formation de I'enveloppe virale composée d’une bicouche lipidique (Zhang
et al. 2003; Welsch et al. 2009; van den Elsen et al. 2021; Ci and Shi 2021). Ce complexe de
réplication est composé de protéines non structurales virales nouvellement traduites, de la
protéine NS5, qui comme vu précédemment est I’ARN polymérase ARN-dépendante du
DENV, de facteurs cellulaires de I’h6te, ainsi que de I'ARN viral simple brin positif, et il se
trouve au sein de l'invagination formée par la «vesicle packet» (Welsch et al. 2009; Gillespie
et al. 2010; van den Elsen et al. 2021; Ci and Shi 2021) (Figure 24). Le complexe de réplication
répligue I'ARN viral en passant par I'intermédiaire d'un brin matrice d'ARN négatif, et le brin
d'ARN positif néo-synthétisé est ensuite empaqueté par les protéines structurelles C pour
former une nouvelle nucléocapside (van den Elsen et al. 2021). Par bourgeonnement de la
membrane du réticulum endoplasmique, cette nucléocapside va étre enveloppée par les
protéines structurelles E et prM enchassées dans la bicouche lipidique constituant cette
membrane, créant ainsi des virions immatures (van den Elsen et al. 2021) (Figure 24). Cet
assemblage viral se produit dans le compartiment intermédiaire entre le réticulum
endoplasmique et l'appareil de Golgi. Les virions immatures transitent ensuite par les
différents compartiments de l'appareil de Golgi pour y étre maturés par glycosylations des
protéines virales et par clivage du précurseur de la protéine prM par les furines qui va
permettre le changement conformationnel de la protéine E conduisant a une particule virale
mature (Murugesan and Manoharan 2020) (Figure 24). Les particules virales matures sont
acheminées par la voie sécrétoire, puis libérées par exocytose sous forme de virions
infectieux (Bartenschlager and Miller 2008) (Figure 24).
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Chez ’homme, suite a la piglre infectante d’un vecteur, le DENV infecte et se réplique
au sein des cellules résidentes du derme et de I'épiderme a savoir, les cellules de Langerhans,
les macrophages dermiques, les kératinocytes, les mastocytes, les cellules endothéliales, les
fibroblastes, les cellules dendritiques dermiques ou encore les monocytes dérivés du sang
(Wu et al. 2000; Ho et al. 2001; Cerny et al. 2014; Schaeffer et al. 2015; Troupin et al. 2016;
Duangkhae et al. 2018). Certaines de ces cellules infectées vont ensuite migrer vers les
organes du systeme lymphatique, i.e. la rate et les ganglions lymphatiques (Troupin et al.
2016). Les cellules résidentes de ces organes vont a leur tour étre infectées et répliquer le
DENV qui va ensuite se répandre via le systeme lymphatique et le systeme circulatoire a
d’autres organes dont le foie qui est une cible définitive du DENV (Begum et al. 2019).

Suite a un repas sanguin contenant le DENV, quelques cellules épithéliales de
I'intestin moyen du moustique vont s’infecter, infection qui se répand progressivement aux
cellules voisines, et bientot a tout I'intestin moyen et rarement a l'intestin antérieur (Salazar
et al. 2007). Le virus se dissémine ensuite de facon quasi-systémique afin d’atteindre les
glandes salivaires, puis la salive. Lors de cette dissémination, le virus va infecter de nombreux
tissus du vecteur tels que la partie abdominale du systéme trachéal, le corps gras, les
hémocytes, I'oesophage, les tissus de la téte, les ommatidies, les tissus nerveux, les tubes de
Malpighi, ou encore les ailes (Salazar et al. 2007; Mousson et al. 2012).

3.2. Principaux moustigues vecteurs du genre Aedes

Comme énoncé précédemment, les deux vecteurs majoritaires du DENV a travers le
monde sont les Ae. aegypti et les Ae. albopictus. Les vecteurs moustiques ayant déja été
largement détaillés précédemment dans ce manuscrit, seules certaines spécificités
concernant chacune de ces deux especes vont maintenant étre présentées.

3.2.1. Aedes aegypti

Les moustiques Aedes aegypti appartiennent a la famille des Culicidés et se
composent notamment des deux sous-espéces : Aedes aegypti formosus (Aaf) et Aedes
aegypti aegypti (Aaa). Les Aaa sont une sous-espece domestiquée dérivée d’une ascendance
sylvatique originaire des foréts d’Afrique sub-saharienne et dont les représentants actuels
sont les Aaf (Brown et al. 2014; Powell 2018). Actuellement, I’hypothese la plus probable
qguant a la domestication des Aaa est qu’elle aurait eu lieu il y a plus de 550 années de cela
en Afrique de I'Ouest, région subissant de longs mois de saisons séches. Pour faire face a ces
mois de sécheresse, les réserves d’eau mises en place par les villages se trouvant a I'orée des
foréts auraient alors représenté des gites de ponte tres attractifs pour les femelles Aaf
ancestrales dont les gites naturels étaient asséchés. La proximité de I’'Homme aurait ensuite
pu conduire les nouvelles générations de moustiques Aaf issues de ces réservoirs d’eau a
I'inclure dans leur spectre d’hote pour les repas sanguins et a pondre de nouveau dans ces
gites anthropiques du fait du maintien de la sécheresse. Progressivement, ces moustiques se
seraient ainsi domestiqués et auraient commencé a diverger de leur ancétre sylvatique, mais
sans isolement reproducteur du fait de la proximité entre les villages et la forét, conduisant a
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des populations aux structures génétiques mixtes entre Aaf et Aaa, appelées proto-Aaa
(Gloria-Soria et al. 2016). Ces populations mixtes sont aujourd’hui notamment retrouvées au
Sénégal et en Angola. Les moustiques des populations proto-Aaa auraient alors été introduits
depuis I'Afrique de I'Ouest vers 'Amérique du Sud du fait de la traite esclavagiste (Brown et
al. 2014; Powell 2018). Puisque déja adaptés a survivre prés de 'Homme, ils auraient ainsi pu
survivre lors des traversées de I'Atlantique qui duraient entre deux et quatre mois. C’est suite
a cet événement d’introduction, et donc a l'isolement que cela a créé, que les sous-espéces
Adf et Aaa auraient réellement pu diverger il y a 430 a 550 ans (Brown et al. 2014; Powell
2018). Les études phylogénétiques montrent que les populations d’Ae. aegypti du Pacifique
et de I'Asie ont dérivé des Aaa d’Amérique du Sud il y a 140 a 230 ans de cela (Brown et al.
2014; Powell 2018). Cependant, il semblerait que I'introduction se soit faite dans un premier
temps depuis I’Amérique du Sud vers I'Europe, essentiellement le pourtour méditerranéen et
de la mer noire, toujours via la traite esclavagiste triangulaire entre Europe, Afrique de
I'Ouest et Amérique, puis depuis I'Europe vers l'Asie, le Pacifique et I'Australie apres
'ouverture du canal de Suez et lintensification des échanges commerciaux entre eux
(Gloria-Soria et al. 2016; Powell 2018; Kotsakiozi et al. 2018). Avant les années 1950 et
I'utilisation massive du DDT pour faire face au paludisme et a la fievre jaune, les moustiques
Aaa s’étaient répandus a travers la grande majorité de la ceinture tropicale et subtropicale et
méme dans des régions plus tempérées comme le pourtour méditerranéen ou de la Mer
Noire (Brown et al. 2014; Powell 2018; Kotsakiozi et al. 2018). Aujourd’hui, les Aaa sont
essentiellement retrouvés dans la ceinture tropicale et subtropicale et, les modeéles prédictifs

suggerent qu’ils devraient globalement y rester cantonnés les décennies a venir (Kraemer et
al. 2015; Kraemer et al. 2019) (Figure 25).

Figure 25 : Prédiction de la distribution d'Ae. aegypti au niveau mondial. La carte représente la probabilité
d'occurrence (de O bleu a 1 rouge) a une résolution spatiale de 5 km x 5 km. La figure a été extraite et la
légende traduite de Kraemer et al. 2015.
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Les Ae. aegypti et leur capacité a transmettre le YFV et le DENV sont a la base de la
découverte du concept de transmission vectorielle comme énoncé précédemment (Reed et
al. 1901; Bancroft 1906). Depuis, leur facilité a étre élevés en insectarium a permis de
multiplier les études sur la compétence des Ae. aegypti a transmettre des pathogénes, et ils
ont ainsi démontré étre les vecteurs principaux des arbovirus les plus graves par leur
incidence, leur morbidité et/ou leur mortalité pour I’'Homme: le YVF, le DENV, le CHIKV, et le
ZIKV (Souza-Neto et al. 2019). Les Ae. aegypti sont également capables de transmettre de
nombreux autres arbovirus tels que le virus Mayaro, le Virus de l'encéphalite équine de
I'Ouest, le WNV, ou encore le virus de la riviere Ross (Souza-Neto et al. 2019). Les Ae. aegypti
possedent différentes caractéristiques qui font d’eux de si bons vecteurs (Brady and Hay
2020). Leur domestication est une des caractéristiques essentielles a une bonne compétence
vectorielle puisqu’elle permet l'ouverture du filtre de rencontre entre les deux hétes du cycle
des arbovirus, a savoir le moustique et I’'Homme, de facon continue, avec une préférence
pour les repas sanguins pris sur I’'Homme s’élevant a plus de 90% (Scott and Takken 2012).
Par ailleurs, la fréquence de ces repas sanguins sur I’'Homme est aussi augmentée par la
domestication des Ae. aegypti. En effet, du fait d’une proximité et d’'une haute disponibilité a
la fois en hotes pour le repas sanguin et en gites d’oviposition, les Ae. aegypti ont moins
besoin de se déplacer. Or, le vol étant une des raisons principales pour laquelle les
moustiques ont besoin de I'’énergie fournie par les repas de sucre, ceux volant moins ont
donc moins besoin de ce type de repas, et peuvent alors favoriser la prise de repas sanguins,
augmentant le risque de transmission de pathogenes (Brady and Hay 2020). D’autres
parametres du pattern d’alimentation de ces moustiques expliquent aussi cette forte
aptitude a la vection des populations d’Ae. aegypti. Ces derniers prennent leur repas de sang
majoritairement durant le jour, les exposant a plus de risque d’interruption du repas de la
part de leur hote, ce qui a pour effet de multiplier le nombre de repas de sang lors d’un
méme cycle gonotrophique et le nombre d’hétes différents sur lesquels ces repas sanguins
sont pris, multipliant en paralléle le risque de transmission de pathogénes (Scott and Takken
2012). Par ailleurs, ces moustiques ont une importante capacité d’adaptation a leur milieu,
gue ce soit par la résistance a la dessiccation des oeufs, par le processus de “stacking” par
lequel les larves sont capables de ralentir leur nymphose pour attendre d’avoir plus de
ressources disponibles et avoir ainsi un meilleur développement, ou par le fait que les
femelles peuvent pondre dans différents gites lors d’'un méme cycle gonotrophique (Reiter
2007; Farnesi et al. 2015; Brady and Hay 2020). Cette capacité d’adaptation, associée a la
limitation a I'exposition aux prédateurs et aux dures conditions environnementales
extérieures, permettent une meilleure probabilité de survie des populations d’Ae. aegypti et
donc augmente leur capacité vectorielle quant a la transmission d’arbovirus (Brady and Hay
2020). Pour finir, I'utilisation d’'une grande diversité de gites d’oviposition (i.e. nature, taille,
et localisation) ainsi que le rapide développement de résistance aux insecticides chez cette
espéce rendent les méthodes conventionnelles de lutte anti-vectorielle moins efficaces, ce
qui favorise indirectement la capacité vectorielle des populations d’Ae. aegypti en
n’impactant pas de facon optimale leur survie (WHO 2009; Moyes et al. 2017; Brady and Hay
2020).
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A La Réunion, les Ae. aegypti correspondent a la sous-espéce Aaa (Delatte et al.
2011) et ont été décrits pour la premiere fois en 1901 (Bousses et al. 2013). La compétition
induite par I'introduction des Ae. albopictus dans les années 1920s, probablement accélérée
par l'utilisation massive du DDT pour lutter contre les vecteurs du paludisme, a presque fait
disparaitre les Ae. aegypti de I'lle dans les années 1950s (Bagny et al. 2009; Bousseés et al.
2013). Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce déclin face a Ae. albopictus, a savoir une
fitness négativement impactée par des températures s’écartant faiblement des 25°C et par
des densités de populations élevées, ainsi qu’'une moins bonne aptitude a la compétition
pour les ressources qu’Ae. albopictus (Bagny Beilhe et al. 2013). Pour ces raisons, le nombre
de gites larvaires présentant des Ae. aegypti ainsi que leur densité relative sur I'lle ont
progressivement diminué (Bagny et al. 2009). Dans les années 1980s, les Ae. aegypti
n'étaient plus retrouvés dans les gites artificiels, indiquant un recul géographique de ces
moustiques hors des zones urbaines et périurbaines (Bagny et al. 2009). lls ont ainsi été
cantonnés, a partir des années 1980s et jusqu’a présent, a quelques refuges au sein de
ravines seches, majoritairement a I'Ouest de I'lle, a une altitude inférieure a 500 metres
(Salvan and Mouchet 1994; Bousses et al. 2013; Bousses et al. 2018). Les Ae. aegypti de La
Réunion ne sont de ce fait pas présents au sein des foyers infectieux et c’est pourquoi ils
n‘ont pas été et ne sont pas incriminés dans les épidémies passées ou présentes de CHIKV et
de DENV enregistrées sur l'ile.

3.2.2 Aedes albopictus

Les moustiques de l'espece Aedes albopictus (ou moustique tigre) sont
morphologiquement trés proches de ceux de leur espéce sceur Ae. aegypti, certaines
caractéristiques permettant tout de méme de les distinguer comme, par exemple, la
présence d’écailles blanches formant une bande centrale sur le thorax des Ae. albopictus
comparée a une forme de lyre sur celui des Ae. aegypti (Walter Reed Biosystematics Unit
2020; Walter Reed Biosystematics Unit 2021). L'espéce Ae. albopictus est originaire des foréts
d’Asie du Sud Est (Smith 1956) et, en quelques décennies, elle a colonisé tous les continents,
sauf 'Antarctique, (Paupy et al. 2009; Benelli et al. 2020; Swan et al. 2022) (Figure 26). Les
récentes études de phylogéographie ont montré que les trois lignées ancestrales d’Asie du
Sud Est s’étaient ainsi propagées au reste des continents, du fait des flux migratoires
humains, avant de se diversifier en de nouvelles lignées dans certains lieux d’introduction
(Manni et al. 2017; Vega-Rua et al. 2020). Les Ae. albopictus ayant une distance de vol plut6t
limitée de quelques centaines de meétres (Vavassori et al. 2019), ils se dispersent de fagon
locale suite a leur introduction par d’autres biais, notamment via le transport automobile
(Delaunay et al. 2012). Puis, ces nouvelles lignées et les lignées ancestrales ont continué a se
propager du fait de la globalisation des échanges, augmentant continuellement l'aire de
répartition de ces moustiques et créant des évenements de ré-invasions multiples a travers
le globe (Manni et al. 2017; Vega-Rua et al. 2020) (Figure 26).
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Figure 26 : Représentation géographique de la propagation mondiale d'Aedes albopictus mettant en évidence
'ascendance commune des différentes lignées dérivées de ces moustiques. K1 a K6 représentent les
différentes lignées génétiques principales d’Ae. albopictus. Les dates entre parenthéses indiquent les dates
d’introduction des lignées de moustiques dans les différentes localités référencées. Figure extraite et modifiée a
partir de Vega-Rua et al. 2020.

Certaines caractéristiques des Ae. albopictus peuvent expliquer leur caractere tres
invasif et leur rapide propagation au niveau mondial au cours des derniéres décennies
(Benedict et al. 2007; Bonizzoni et al. 2013). Dans un premier temps, et comme pour les Ae.
aegypti, leur propagation est favorisée par la résistance des ceufs a la dessiccation qui peut
aller jusqu’a plusieurs mois (CDC 2022), facilitant ainsi leur transport et leur introduction. En
effet, ces dernieres années, l'aire de distribution de ce moustique a augmenté de fagon
significative, probablement favorisée par le transport des ceufs via le commerce
international des pneus usés (Reiter and Sprenger 1987) et des plantes exotiques (Enserink
2008). Par ailleurs, ses oeufs peuvent entrer en diapause si leur ascendance est exposée a
des photopériodes plus courtes avant de les pondre (signe annonciateur de I’hiver dans les
régions tempérées) et, ils peuvent ainsi résister a des températures basses, parfois méme en
dessous de 0°C (Kobayashi et al. 2002). Les adultes de certaines populations peuvent
également survivre et méme maintenir une activité biologique (piqdre, vol, reproduction) a
des températures basses allant de 10°C a -5°C (Mitchell 1995; Kobayashi et al. 2002; Delatte
et al. 2009). Ces caractéristiques ont permis a I'espéce Ae. albopictus de coloniser des zones
aux climats tempérés. Par exemple, depuis sa premiére occurrence en France métropolitaine
en 1999, ses introductions répétées mais contrélées de 2000 et 2006, et I'établissement non
controlé de plusieurs populations au niveau de la Cote d’Azur en 2004, les Ae. albopictus ont
depuis colonisé I'ensemble des régions et la grande majorité des départements du pays
(Scholte and Schaffner 2007). Pour finir, sa capacité d’adaptation a différents milieux,
anthropisés ou naturels, ainsi que son large spectre d’hotes pour les repas sanguins, étant a
la fois anthropophile et zoophile, lui offrent une certaine plasticité écologique qui la rende
compétitive et lui permettent une colonisation de différents milieux assez aisément (Paupy
et al. 2009; Bousses et al. 2018; Pereira-dos-Santos et al. 2020).
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Tout d’abord définis plus comme une nuisance du fait de leur rapide propagation et
de leur caractére anthropophile, les moustiques Ae. albopictus n’étaient pas réellement
considérés comme une menace pour la santé humaine (Gratz 2004). En effet, les données
présentées dans la littérature n’étaient alors que trop rarement complétes pour pouvoir
confirmer le réel statut vecteur de ces moustiques vis-a-vis d’arbovirus, avec par exemple des
moustiques retrouvés infectés sur le terrain par un virus donné mais sans donnée disponible
sur leur compétence a le transmettre (Gratz 2004). Cependant, leur implication dans les
épidémies de Chikungunya entre les années 2004 et 2007 dans la zone du SOOI, au Gabon, et
dans le pourtour méditerranéen en Europe (Vazeille et al. 2007; Bonilauri et al. 2008; Leroy
et al. 2009) et, dans les épidémies de dengue en Chine, au Japon, dans le SOOI, ou encore en
Europe (Kobayashi et al. 2018; Wei et al. 2021; Hafsia et al. 2022; Cochet et al. 2022; Santé
Publique France 2024b) ont fait passer leur statut de nuisance a celui de vecteur avéré. De
plus en plus de données sont disponibles pour les arbovirus d’intérét en santé humaine que
sont le DENV, le CHIKV, et le ZIKV et, ensemble, ces données témoignent du risque sanitaire
important que représentent ces vecteurs retrouvés maintenant sur I'ensemble des
continents (Paupy et al. 2009; Vanlandingham et al. 2016; Pereira-dos-Santos et al. 2020;
Bohers et al. 2020; Gloria-Soria et al. 2020; Obadia et al. 2022). Les capacités de résistance et
de diapause des ceufs associées a l'efficacité de la transmission verticale ces virus d’intérét
par les femelles a leur descendance font de ces moustiques une espéce réservoire
potentielle, permettant le maintien du virus en période inter-épidémique (Lequime et al.
2016; Smartt et al. 2017; Ferreira-de-Lima and Lima-Camara 2018). De plus, bien que plus
d’études soient nécessaires, la répartition a la fois urbaine et rurale des moustiques tigres,
leur large spectre d'hotes pour les repas sanguin, ainsi que leur capacité a s’infecter et a
transmettre certaines zoonoses en font des vecteurs pouvant jouer le réle de pont entre
cycle zoonotique et Homme, représentant une menace supplémentaire pour la santé
humaine (Vanlandingham et al. 2016; Pereira-dos-Santos et al. 2020; Garcia-Rejon et al.
2021). Pour finir, les Ae. albopictus sont naturellement infectées par deux souches de
Wolbachia: wAIbA et wAlbB). Dépendamment des interactions populations vectrices x
parasites observées, ces bactéries ont montré pouvoir affecter, ou non, les différents
parametres de la compétence vectorielle des moustiques tigres a transmettre des arbovirus,
comme pour la dengue par exemple (Mousson et al. 2012; Joanne et al. 2017; Wei et al.
2021). Les prendre en considération dans les études de compétence vectorielle est donc une
nécessité quand les modeles biologiques sont les Ae. albopictus.

A La Reunion, Ae. albopictus a été décrit pour la premiére fois en 1913, bien que son
installation se serait produite lors des flux migratoires humains depuis I'Asie du Sud-Est
plusieurs siécles auparavant (Edwards 1920; Vega-Rua et al. 2020). Les dernieres preuves
phylogénétiques montrent en effet que deux lignées ancestrales d’Asie du Sud Est auraient
colonisé 'Ouest de La Réunion au 18°™ siécle, puis se seraient par la suite étendue au reste
de I'lle en se diversifiant en une nouvelle lignée a I'Est (Vega-Rua et al. 2020). Aujourd’hui,
les moustiques Ae. albopictus de La Réunion présentent une importante diversité génétique
entre les individus sans structuration spatiale (Latreille et al. 2019), résultats qui peuvent étre
expliqués par ces évenements d’introductions multiples et de diversification au sein d’une
petite ile aux conditions environnementales et anthropiques permettant le brassage
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génétique des populations de moustiques. Limportance des mouvements humains
qguotidiens entre les différentes localités de I'lle ainsi que la présence de gites larvaires
abondants tout autour de celle-ci et toute I'année, sont des facteurs qui peuvent notamment
faciliter ce brassage (Delatte, Paupy, et al. 2008; Hafsia et al. 2022). Qui plus est, les Ae.
albopictus de la Réunion sont génétiquement proches, entre-autres, des populations
contemporaines malgaches, américaines, chinoises, japonaises, thailandaises ou de France
métropolitaine (Mousson et al. 2005; Maynard et al. 2017; Vega-Rua et al. 2020). Comme
expliqué précédemment, certaines de ces similarités peuvent étre expliquées par les
introductions passées, distinctes, mais avec des lignées ancestrales provenant d’'un méme
fond génétique, tandis que d’autres peuvent étre expliquées par des évenements récents
d’importation/d’exportation de moustiques du fait de la globalisation des échanges (Manni
et al. 2017; Vega-Rua et al. 2020) (Figure 26). Aedes albopictus est, avec Culex
quinquefasciatus, I'espéce de moustiques la plus abondante sur I'lle de La Réunion (Bousses
et al. 2018). Son aire de répartition s’étend a travers toute I'fle, que ce soit en milieu urbain,
péri-urbain ou méme rural puisqu’elle a aussi été retrouvée dans des zones agricoles, comme
les champs de canne a sucre, mais également dans des ravines ombragées et des espaces
forestiers non habités (Le Goff et al. 2016; Bousses et al. 2018). Limités par l'altitude, les Ae.
albopictus sont globalement retrouvés jusqu’a 800 metres d’altitude tout au long de I'année
(Delatte, Paupy, et al. 2008) (Figure 27). Toutefois, en été, ils sont retrouvés a des altitudes
encore plus élevées, atteignant les 1200 metres, au sein des cirques et hauts plateaux de La
Réunion, exception faite pour le cirque de Salazie ou ils sont aussi présents en hiver (Delatte,
Paupy, et al. 2008) (Figure 27). A La Réunion, les Ae. albopictus posent des problémes
majeurs en santé publique de par leur role de vecteurs, confirmé lors de I'épidémie de
chikungunya en 2005-2006 (Vazeille et al. 2007), et supposé lors des épidémies de dengue
ayant eu lieu lors des derniéres décennies (Hafsia et al. 2022). lls sont les vecteurs incriminés
pour ces épidémies de dengue du fait de leur forte abondance et de leur omniprésence sur
toutes les zones d’incidence de I'ile (Delatte, Dehecq, et al. 2008). Comme mentionné
précédemment, les études antérieures de compétence vectorielle des Ae. albopictus de La
Réunion a transmettre le DENV n‘ont pas permis d’obtenir des résultats homogenes et clairs
du fait de conditions expérimentales non suffisamment proches de la réalité de terrain
(Paupy et al. 2001; Vazeille et al. 2010; Mousson et al. 2012). Pour les mémes raisons, le réle
de Wolbachia dans ces résultats de compétence vectorielle (Mousson et al. 2012) peut aussi
étre remis en question. Aujourd'hui, notre compréhension de la compétence vectorielle des
populations d’Ae. albopictus de La Réunion a transmettre le DENV reste a approfondir,
surtout au vue de la nouvelle épidémie de dengue sans précédent qui a lieu sur I'lle depuis
fin 2017 (Hafsia et al. 2022). Cette amélioration de notre compréhension des interactions
entre vecteur et virus passe, dans un premier temps, par une vision claire du contexte
historique de la dengue a La Réunion et dans le SOOI. Ces recherches bibliographiques ont
fait 'objet d’une revue qui va maintenant étre présentée.
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Figure 27 : Limite hivernale de la répartition des d'Aedes albopictus a La Réunion. La ligne noire représente
I'altitude la plus élevée pour laquelle des Ae. albopictus ont été retrouvés au cours de la saison hivernale. Les
points étoilés représentent les altitudes les plus élevées ou des Aedes albopictus ont été retrouvés pendant la
saison estivale. Les points noirs représentent les sites échantillonnés pour les deux enquétes de terrain sur les
sites de reproduction d'Ae. albopictus menées, respectivement, au cours de |'été et de I'hiver 2006. La figure a
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été extraite et la légende traduite a partir de Delatte, Dehecq, et al. 2008a.

70


https://www.zotero.org/google-docs/?G3fl9Q

3.3. Publication 1 : « Overview of dengue outbreaks in the southwestern Indian Ocean and
analysis of factors involved in the shift toward endemicity in Reunion Island: A systematic

review »

PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES

L)

Check far
updates

G OPEN ACCESS

Citation: Hafsia 5, Haramboure M, Wilkinson DA,
Baldet T, Yemadje-Menudiar L, Vincent M, g1 al.
(2022 Owearview of dengue outhreaks in the
southwestem Indian Ocean and analysis of factors
ineolved in the shift toward endemicity in Reunion
Island: A systernatic review. PLoS Negl Trop Dis
16(7): eD010547. hitps.idoiorg1 01371 joumal,
pitd 0010547

Editor: Chukwunonso Nzelu, University of Calgary,
CANADA

Published: July 28, 2022

Copyright: & 2022 Hafsia et al. This is an apen
dctess arbicle distributed under the terms of the
Craative Commaons Attribution License, which
permits unrestricted wse, distribution, and
regroduction in amy medium, provided the original
author and saurce are credited.

Funding: This work was supportad by the
European Regional development Fund (RUNDENG
20201640-00222937 to PM, DIRED2018-1182 to
SH) and the Interreg (VECTOBIOMES RE0009362
ta PM. The funders had no role in study design,
data collaction and analysis, decision to publish, or
pregaration of the manuscript.

Competing interests: The authors have deckared
that no competing interasts exist.

REVIEW

Overview of dengue outbreaks in the
southwestern Indian Ocean and analysis of
factors involved in the shift toward endemicity
in Reunion Island: A systematic review

Sarah Hafsia', Marion Haramboure®**%, David Arthur Wilkinson', Thierry Baldet**,
Luce Yemadje-Menudier®, Muriel Vincent®, Annelise Tran??%5, Célestine Atyame',
Patrick Mavinguio '+

1 UMR PIMIT [Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical) CNRS 9192-INSERM 1187-1R0 249-
Université de La Réunion. ile de La Réunion, France, 2 CIRAD, UMR TETIS, Sainte-Clotilde. lle de La
Reunion, France, 3 TETIS, Univ Montpellier, AgroParisTech, CIRAD, GNRS, INRAE, Sainte-Clotilde, fle de
La Réunion, France, 4 CIRAD, UMR ASTRE, Sainte-Clotilde, ile de La Réunion, France, 5 ASTRE,
Université Montpellier, CIRAD, INRAE, Sainte-Clotilde, fle de La Réunion, France, 8 Santé publique France,
Saint Denis, La Réunion, France

* patrick mavingui @ cnrs. i

Abstract

Background

Dengue is the world's most prevalent mosquito-borne viral disease, It is endemic in many
tropical and subtropical countries and represents a significant global health burden. The
first reports of dengue virus (DENV) circulation in the South West Indian Ocean (SWIO)
islands date back to the early 1940s; however, an increase in DENV circulation has been
reported in the SWIO in recent years. The aim of this review is to trace the history of
DENV in the SWIO islands using available records from the Comoros, Madagascar, Mau-
ritius, Mayotte, Seychelles, and Reunion. We focus in particular on the most extensive
data from Reunion Island, highlighting factors that may explain the observed increasing
incidence, and the potential shift from one-off outbreaks to endemic dengue
transmission.

Methods

Following the PRISMA guidelines, the literature review focused queried different databases
using the keywords “dengue” or “Aedes albopictus” combined with each of the following
SWIO islands the Comoros, Madagascar, Mauritius, Mayotte, Seychelles, and Reunion. We
also compiled casea report data for dengue in Mayotte and Reunien in collaboration with the
regional public health agencies in these French territories. References and data were dis-
carded when original sources were not identified. We examined reports of climatic, anthro-
pogenic, and mosquito-related factors that may influence the maintenance of dengue
transmission independently of case importation linked to travel.
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Findings and conclusions

The first report of dengue circulation in the SWIO was documented in 1943 in the Comoras.
Then not until an outbreak in 1976 to 1977 that affected approximately 80% of the population
of the Seychelles. DENV was also reported in 1977 to 1978 in Reunion with an estimate of
nearly 30% of the population infected. In the following 40-year period, DENV circulation was
qualified as interepidemic with sporadic cases. However, in recent years, the region has
experienced uninterrupted DENV transmission at elevated incidence. Since 2017, Reunion
witnessed the cocirculation of 3 serotypes (DEMV-1, DENV-2 and DENV-3) and an
increased number of cases with severe forms and deaths. Reinforced molecular and sero-
logical identification of DENV serotypes and genotypes circulating in the SWIO as well as
vector control strategies is necessary to protect exposed human populations and limit the
spread of dengue.

Introduction

Dengue is the most widespread arboviral infection in the world, with half of the world's popu-
lation living in at-risk areas [1.2]. It largely spreads in tropical and subtropical regions, affect-
ing at least 128 different countries [1-3]. Although the majority of about 390 million dengue
cases estimated worldwide each year are asymptomatic, about 96 million report symptoms [3].
The disease can range from dengue fevers (DFs), with mild symptoms, to much more severe
forms called dengue hemorrhagic fever [4]. Each year, an estimated 20,000 deaths are causally
linked to dengue infections [5,6].

Dengue virus (DENV) has a positive-sense single-stranded linear RNA genome (11 kilo-
bases). It belongs to the genus Flavivirus, which includes other mosquito-borne RNA viruses
of medical importance, such as Yellow Fever, West Nile, Japanese encephalitis and Zika. His-
torically, dengue is thought to have emerged more than a thousand years ago [7,8]. The first
isolations of DENV were achieved in the 19405 [9-11]. From 1948 to 1956, serological charac-
terization identified the existence of 4 different DENV serotypes, DENV-1 to DENV-4
[7.8,11.12]. More recently, molecular analyses have highlighted the diversity of DENV geno-
types belonging to each of the serotypes [7,13,14].

DENV is transmitted to humans by mosquito vectors, mainly Aedes aggypii and Aedes albo-
pictus [15, 16]. Long-term immunity to a single infecting serotype can last for several decades
[17]. Cross-immunity between heterologous serotypes can also exist, but does not prevent
sympatric cocirculation of multiple serotypes during outbreaks [7,12,14]. Previous DENV
infection may lead to more severe disease upon infection by a secondary serotype (i.e., second-
ary infection), through “antibody-dependent enhancement” (ADE), one of the main causes of
severe and lethal DENV infections [18,19].

Observations of DF have been increasing since the end of the World War II [20]. Models
predict that populations located in at-risk areas will increase from 3.5 billion today to 6.1 bil-
lion by 2080, the majority constrained to the tropical and subtropical belt [2]. The areas where
DENV is only epidemic could become endemic or hyperendemic, and prevalence in areas
where DENV is already endemic or hyperendemic is expected to increase significantly [2].
According to the Centers for Disease Control and Prevention, epidemic defines a sudden
increase in cases of a disease above the expected norm in a given area, endemic refers to a dis-
ease with a constant or usual prevalence in a given area, and hyperendemic describes a disease
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with a persistent high prevalence in a given endemic area [21]. However, for DENV, “hyperen-
demic” can also refer to endemic circulation of multiple DENV serotypes [7.5].

The intensification of DENV circulation is associated with parameters that are strongly
marked in the tropical and subtropical areas, namely (i) human population growth and associ-
ated substandard housing and unplanned urbanization; (i} high vector population densities
and lack of effective vector control methods; (iii) scarcity of resources for DENV prevention,
surveillance, and treatment; and (iv) intensification of maritime and air traffic facilitating the
import/export of vectors or DENV cases [22]. Due to their reduced connectivity and smaller
size, island ecosystems, such as those of the South West Indian Ocean (SWIO), provide ideal
settings for the study of factors that influence DENV circulation [23].

The SWIO islands include Madagascar, and the archipelagos of the Mascarenes (with
Reunion, Mauritius, and Rodrigues), the Comoros (with Grande Comore, Mohéli, Anjouan,
and Mayotte), the Seychelles (Fig 1), as well as numerous uninhabited islets known as the Iles
Eparses (Europa, Juan de Nova, Glorieuses, and Tromelin). All inhabited SWIO islands have
experienced sporadic dengue epidemics and are colonized by Ae. aggypti and/or Ae. albopictus
vectors, with tropical climates favorable to their abundance [24]. Unlike many SWIO islands,
Reunion, a French overseas territory, has a well-developed infrastructure providing healthcare
services that allow for thorough surveillance of dengue cases as well as significant resources for
vector control [25].

This review proposes to (i) retrace the history of DENV in the SWIO islands (the Comoros,
Madagascar, Mauritius, Mayotte, Seychelles, and Reunion); (i) decipher factors involved in
the occurrence of DENV outbreaks in recent years; and (iii) summarize the control measures
implemented. We explore whether DENV transmission is evolving toward endemicity, partic-
ularly in Reunion where epidemiological data are relatively abundant.

Methods

The literature review applied the PRISMA (preferred reporting items for systematic reviews
and meta-analyses) guidelines [26]. We used published data on DENV by searching in the
PubMed and Google Scholar databases using the keywords “dengue” or “Aedes albopictus”
simultaneously with each of the SWIO islands the Comoros, Madagascar, Mauritius, Mayotte,
Seychelles, and Reunion. After sorting, each article was read in full. We also compiled an
extensive database by extracting information from French dengue case reports in Reunion and
Mayotte since 2007, These data were provided by the regional unit of the French national pub-
lic health agency (https://www santepubliguefrance fr/regions/ocean-indien) in collaboration
with the French Indian Ocean health agencies (ARS-0I and CIRE-OI). Only nonconfidential
data records were used, and we did not have access to clinical data, impairing the use of guide-
line such as RECORD [27]. References reporting no original empirical data were disregarded.

Owerall, we examined 29 publications and 224 reports (168 from Reunion and 56 from
Mayotte). We identified observational, interventional, and population-based records and
extracted data to evaluate the number of serologically confirmed cases as well as severe forms
and deaths, Missing fields as a result of broad data heterogeneity meant that multivariate
meta-analyses were inappropriate. Thus, compiled data were used to examine trends in disease
incidence and severity.

Results
Updating history of DENYV circulation in the SWIO islands

The first dengue outhreak was documented in 1943 in the Comoros [28]. A dengue outbreak
was reported in Reunion Island in 1977 to 1978 involving DENV-2 and Ae. albopictus as vector
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Fig 1, Islands of the southwestern Indian Ocean. The enlargement on the top right details the map of Beunion Island
with the locations of the main cities, The rectangles show the dengue history in the region, The different dates
correspond to the DEWNY outhreaks, and the colored circles represent the serotypes responsible for these outhreaks, red
for DENY -1, orange for DENV -2, green for DENV-3, and purple for DENV-4. Cartographic data: admimistrative
boundaries for Mayotte and Reunion Island come from OpenStreetMap; administrative boundaries for other countries
come from ICPAC Geoportal. Software: QGIS3.10. Map was created using QGIS. Basemap: GADM data (hitps: ‘v,
gadmoorp'datahunl). AN, Anjouan; C5, Coralline Seychelles DENV, dengue virus GADM, Global Administrative
Areas; GC, Grande Comore; G5, Granitic Seychelles; MH, Mohéli; MU, Mawritiug MY, Mayotte; RE, Reunion Island;
ROy, Rodrigues.

Bttpsdovorg 10,131 pournal pritd. 001054 79001

[29], with approximately 30% of the population infected [30]. Viral isolation from patient
serum [31] alse confirmed the spread of DENV-2 infection by Ae. albopictus in the Seychelles
in 1976 to 1977, infecting nearly 80% of the population [32]. In 1993, DENV-1 outbreak
occurred on the Comoros with Ae. aegypti as vector [33,34].

After a period described as “interepidemic” with sporadic cases, “microepidemics” occurred
in the 2000s. First in the Seychelles, between 2003 and 2004, with more than 400 patients diag-
nosed and active transmission of DENV-1 confirmed by entomological studies [35]. Then in
Reunion in 2004, 228 cases were diagnosed in the west of the island with DENV-1 and Ae.
albopictus as the main vector [36]. The same DENV-1 serotype caused an outbreak in Toama-
sina, eastern Madagascar, 2 years later in 2006 [37]. DENV-1 was also implicated in small out-
breaks in Reunion in 2007 and 2008 with 28 and 44 autochthonous cases, respectively (Fig 1).
Ogccurrence of dengue-like syndromes was demonstrated by a sentinel surveillance system
deployed in Madagascar between 2007 and 2008 [32]. Ae. albopictus was also suspected in the
transmission of 234 DENV-2 cases in Mauritins in 2009 [39], In 2010, autochthonous cases of
DENV-3 were reported for the first time in the region, in the Comores [40], Mayotte and
Reunion (with 54 and 18 autochthonous cases, respectively) [41]. A 2011 seroepidemiological
survey in the Comoros showed the circulation of different arboviruses, including the 4 DENV
serotypes at high rates [42]. For example, as many as 80% of about 300 individuals had neutral-
izing antibodies to DENV on the island of Grande Comore [42]. In contrast, in 2008 a serolog-
ical survey among 1,825 volunteer blood donors in Reunion revealed an overall seroprevalence
of 3.1%, suggesting a population mostly naive for dengue infection [43]. In 2012, both DENV-
1 and DENV-2 were implicated in an outbreak in Mayotte with 43 autochthonous cases, while
in Reunion, DENV-1 and DENV-3 were diagnosed in 31 and 21 autochthonous cases in 2012
and in 2013, respectively. Then in 2014, only DENV-2 was reported in SWIO: The Comoros,
Mayotte, and Reunion Island (with 470 and 29 autochthonous cases, respectively) [41]. Only 6
autochthonous cases were reported in Reunion 1 year later. In Mayotte, no dengue cases were
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reported between 2015 and 2018. In 2019, a new outbreak was observed in Mayotte with 186
confirmed cases related to DENV-1. This outbreak was uninterrupted and was followed by a
highest transmission of DENV-1 in 2020 with 4,305 confirmed cases [41]. In addition, the first
severe cases (including hemorrhage, hepatic injury, and vasoplegia) and & associated deaths
were reported in Mayotte in 2020 [41]. No autochthonous cases of dengue have been reported
sinee the end of 2020 in Mayotte [41].

Following the microepidemics described in Reunion between 2004 and 2015, a surveillance
system was set up by the CIRE-OI (cellule interrégionale d'épidémiologie Océan Indien) that
allowed more efficient monitoring of DENV outbreaks and the identification of DENV vari-
ants circulating on the island. These data (number of cases, severity and DENV serotypes)
highlight a shift of epidemiological profile of dengue in Reunion from 2016, as detailed below.

Epidemiology of dengue in Reunion Island

Number of confirmed cases and incidence rate of dengue. Following low-level DENV
circulation from 2004 to 2015, a considerable increase in the annual number of dengue cases
was reported from 2016, In 2016, the number of cases was 231 (221 autochthonous cases and
10 imported cases) with an incidence rate of 26 autochthonous cases per 100,000 people (Fig
2). A slight decrease in the annual number of cases was observed in 2017 with 103 dengue
cases (94 autochthonous and ¥ imported cases) and an incidence rate of 11 autochthonous
cases per 100,000 people, During the period 2018 to 2021, the total annual number of autach-
thonous dengue cases increased significantly: 6,759 in 2018, 18,217 in 2019, 16,414 in 2020,
and 29,577 in 2021. The population incidence was 790, 2,127, 1,916, and 3,448 autochthonous
cases per 100,000 population in 2018, 2019, 2020, and 2021, respectively,

DENYV serotypes circulating in Reunion Island. The 4 DENV serotypes have been
detected in Reunion since 1977 to 1978: the 3 serotypes DENV-1, DENV-2 and DENV-3 in
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Fig 2. Incidence of autochthonous dengue cases per million population in Reunion from 2004 to 2021, Incidence is expressed in cases per million
population for visualization purpoeses. The distribution of DENV seratypes are given for autochthonouws cases based on the number of samples
serotyped in 2016 (93 out of 221), 2017 (94 out of 94), 2018 (950 out of 6,770}, 2019 (883 out of 18,217), 2020 (836 out of 16,414), and 2021 (978 out of
29,577). DENV, dengue virus; ND, unavailable data,
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Table 1. Summary of the number of confirmed cases of dengue and severe dengue disease in Reunion from 1977 to 2021,

Year

1977 to 1978

2004
2005
2006
2007
2008
2009
20010

2012
2013
2004
2015

201"

Total number of cascs

W
128
ND
NI
28

103
6,77
18,217
16,414
29,577

Autochtonous cases Imported cases Dengue severity DENY serotypes
Huospitalizations Severe cases Deaths
W NI NI NI NI+ 2
228 N ND NI NI 1"
NI N ND ND NI NI
M N NI NI NIy M
28 NI 7 0 ] 1"
44 4 MD ND NI 14 3
& 4 ND NI NI b
13 14 1 i il I3 4
2 2 & i it NI
31 7 o il 0t i 3t
21 12 4 0 il R
24 15 0 i it P
A 4 o i i} N
221 10 18 3 il 1%,2% 3
94 4 14 il it 1, 2 g
6,759 11 154 27 & 2
18,217 N 620 75 14 1%,2% 3
16,414 NI 7HT 108 22 R L
29,577 N 1,111 245 33 1"

‘When serotyping was performed, the origin {i.e., from autochthonous or imported cases) is given,

“Serotype identified in autochthonous cases,

‘Serotype identified in imported cases.

“In 2021, data available only from January to the beginning of October,

NI, unavailable data.

httpsdoi.org10 1 371/ journal prtd. 001 0547 1001

autochthonous cases and the 4 serotypes DENV-1, DENV-2, DENV-3, and DENV-4 in
imported cases (Table 1),

For autochthonous cases, DENV-1 was the only serotype circulating on the island in 2004,
2007, 2008, and 2021, Only DENV-2 circulated in 2009, 2014, 2017 and 2018 (Fig 2). DENV-3
was first detected on the island in 2010 and was the only serotype detected that year. After this
first detection, DENV-3 cocirculated with DENY-1 in 2012 and 2013 and the cocirculation of
the 3 serotypes DENV-1, DENV-2, and DENV-3 was reported in 2015 to 2016, 2019, and 2020
[41,44].

Data on DENV serotype distributions were often partial or incomplete; we thus limited our
interpretation of serotype abundances in autochthonous cases to samples tested between 2017
and 2021 (Table 1). During this period, DENV-1 and DENV-2 were predominant, and a small
number of coinfections were detected in 2019 and 2020 (Fig 2). In 2021, only DENV-1 was
reported between January and August.

Dengue severity in Reunion Island. As observed in other countries, the clinical signs
described in most reported dengue cases in Reunion are classic DF symptoms. Data regarding
the severity of dengue combine reported hospitalizations due to symptoms such as respiratory
distress, thrombopenia, lethargy, renal and hepatic failure, andfor more severe symptoms such
as dengue shock syndrome (D55, as well as a small number of cases of dengue hemorrhagic
fever (DHF) and death. The first severe case of dengue was described in 2016 and the first den-
gue-related death in 2018. This recent severity of dengue in Reunion may be related with a
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significant increase in the number of cases and hospitalizations coinciding with the cocircula-
tion of 3 DENV serotypes (DENV-1, DENV-2, and DENV-3) since 2016 (LTable 1, Fig 2).

Strikingly, several severe ophthalmological cases related to DENV-1 infection have been
reported, notably in 2020 and 2021 [41]. From 2019 to and 2021, secondary infections (indi-
vidual who already had DF in the past) were reported in several patients, accounting for 6.7%
of confirmed cases in 2020. Deaths in patients with secondary infections increased from 0 in
2018 to 7% in 2019, 18% in 2020, and 24% in 2021. The median age of dengue-infected patients
is about 40. Severe forms and deaths mostly occurred in older patients with comorbidities
such as diabetes and hypertension. However, increasing numbers of dengue-induced mortali-
ties have been observed in younger patients {including children) without comorbidities [41].

Trends of transmission seasonality and the geographic distribution of dengue cases in
Reunion Island from 2017 to 2021, Strong seasonal patterns in dengue incidence were
observed in Reunion from 2017 to 2021, Outbreak peaks were observed between March and
June, corresponding to the end of the austral summer, which is typically hot and humid, and
then gradually decreases from June to July during the austral winter. From 2017 onward, a low
level of DENV circulation was observed until the end of the year, unlike previous years when
transmission stopped during the austral winter. This persistence of DENV during the interepi-
demic period is a new trend that may favor a rapid increase in cases early in the year,

The geographic distribution of dengue cases during the 2016 to 2020 outbreaks revealed a

contrasting pattern in Reunion, Generally, the southern and western parts of the island are the
most affected, while dengue incidence is generally low in the eastern and central parts. In
2016, the first cases were reported in Saint Joseph in the south of the island. then the dengue
wave spread to the west and the north. In 2017, 2018 and 2019, most dengue cases occurred in
the west, notably in the cities of Saint Paul, Saint Louis, and La Possession, and in the south
especially in Saint Pierre and Petite-le. Unlike previous years, the 2020 dengue outbreak was
characterized by the circulation of DENVs in the west of the island at the beginning of the out-
break. Thereafter, the number of cases increased rapidly and a wider geographic spread was
observed. In 2020, most DENV-3 cases were reported in the east, in particular in Saint Andre,
while overall DENV circulation in this city was low, For 2021, the west of the island is the most
alfected, particularly in the cities of Le Port, La Possession, and Saint Paul. Several factors
related to DENV genotypes, human populations, mosquito vectors, and environmental and
weather, as well as the interactions between these factors, may explain the observed spatiotem-
poral distribution of dengue cases in Reunion over the past few years, We have also examined
how some of these factors may explain the epidemiology of dengue in Reunion.

Factors affecting the emergence and spread of DENV in Reunion Island

Human demographics. Reunion Island covers an area of 2,512 km” for a population of
about 850,000 inhabitants, with an average density of 339.8 inhabitants per km®. Between 2007
and 2012, the population increased by an average of 1% per year and since 2012, the popula-
tion increased by 0.5% [45]. The population is expected to reach 1 million by 2030. Due to the
mountainous nature of the center of the island, more than 50% of the population is located in
coastal areas, where the density can reach over 1,000 inhabitants per km? [46]. The main cities
are Saint Denis in the north (147,931 inhabitants), Saint Paul in the west (104,519 inhab.), and
Saint Pierre in the south (84,212 inhab.) (Fig 1).

From 2016 to 2021, a majority of dengue cases (approximately 95%) were observed in the
western and southern coastal areas in dense population centers [43]. However, although
equally densely populated, the northern region reported only a small percentage (approxi-
mately 3%} of cases, suggesting that demographic characteristics alone do not explain dengue
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lransmission in Reunion, As far as we know, the relationship between demography and den-
gue circulation [47] has not been studied in Reunion.

Geographic mobility of human populations. Geographic mobility into and within
Reunion contribute to the introduction and spread of DENV. The 2 airports (Roland Garros
and Pierrefonds) handle over 2.5 million passengers a year, a number increasing on average by
3.5% per year since 2005. Most of Reunion’s air traffic is with Mauritius and mainland France.
However, there are many direct and indirect air links with Southeast Asia, where dengue is
endemic, thus facilitating the potential introduction of new dengue serotypes/genotypes to the
island [41]. Indeed, from 2008 to 2020, between 1 and 9 confirmed dengue cases were
imported each year from Asia (Cambodia, India, Indonesia, Malaysia, Myanmar, the Philip-
pines, Sri Lanka, and Thailand), neighboring Indian Ocean islands (the Comoros archipelago.
Madagascar, the Maldives, and the Seychelles), Oceania (French Polynesia), but also Central
America (Micaragua), South America (French Guiana and Brazil), the French Caribbean
islands (Guadeloupe and Martinique), and Africa (Tanzania) [44]. Of note, in 2015 to 2016, 3
different serotypes (DENV-1, DENV-2, and DENV-3} were identified in 3 travelers returning
from Indonesia and Malaysia [44], highlighting the diversity of DENV variants regularly intro-
duced to the island. Also, comparison of the complete DENV-2 genomes from Reunion (2018)
and Seychelles (2016) revealed 99.8% identity [45], suggesting that these DENV strains may
have circulated between the SWIO islands.

Within the island, population movements are continuous between all areas resulting in
active daily interconnection (Fig 3). After a dengue introduction into a given area of the island,
the circulation of the virus is progressive, spreading mainly locally around an epicenter
through the vectors. Human population movement may contribute to the emergence of new
epicenters, notably when outbreak spreads throughout the island, even in remote locations
from the original epicenter.

Climatic factors. The climate of Reunion is subtropical, characterized by 2 seasons: the
austral winter (or “dry season”) from May to October, with mild temperatures (average
minima of 17 to 20°C and average maxima of 26 1o 287Ca, at sea level), less precipitation and
trade winds blowing regularly from the east; the austral summer (or “rainy season”), from
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November to April, with higher temperatures (average minima ranging from 21 to 24°C, and
average maxima from 28 to 31°C, at sea level), humidity and rainfall (http:/fwww. meteofrance,
refclimat/description-du-climat). Local variations in climate are pronounced due to the highly
uneven relief and different wind exposures. The east is exposed to oceanic humidity brought
by the trade winds and registers some world rainfall records, with cumulative measures
exceeding 10 meters per year in some places (annual maximum of 15,931 mm), and even in
the dry season, rainfall remains significant. Conversely, the western leeward side of the island
benefits from the shelter of the relief and is much drier {annual minimum of 183 mm).

Even if some contrasts exist, this subtropical climate is suitable for the development of the
dengue vector, Ae. albopictus, throughout the year, particularly on the coastal parts of the

island [24,49]. This annual persistence seems to be more marked in recent years with mosquito
densities remaining relatively high on the coast during the austral winter. The current dengue
outbreak is occurring under favorable conditions as records of temperatures have been
reported since 2017: 2019 was the warmest year recorded since measurements began over 50
years ago (Fig 4). Indeed, warmer temperatures favor the development of vectors from aquatic
to adult stages (see next section), as well as dengue transmission, by shortening the extrinsic
incubation period and increasing vector competence [50]. Interestingly, the first 2 dengue out-
breaks in Reunion (1977 and 2004) occurred during hot years with above-normal annual tem-
peratures (Fig 4). The impact of rainfall on current dengue outbreaks is less clear. Indeed, 2017
was classified by Météo France as the third wettest year since 1972, whereas 2019 was the sixth
driest year in 50 years.

Entomological and environmental factors. Twelve mosquito species including Ae. albo-
pictus and Ae. aegypti are recorded in Reunion [31]. As in Madagascar, Mauritius and Sey-
chelles, Ae. albopictus is the main dengue vector in Reunion [16]; only a few populations of Ae.
aegypti persist in certain isolated areas [49]. Ae. albopictus is present throughout the island and
rermains active up to 1,200 m [24]. The abundance of Ae. albopictus is high during the austral
summer, with a peak in March, although some variation is observed across the island [52].
Temperatures positively impact the development of aquatic stages [53]. Likewise, precipitation

favors the creation of breeding sites, which are necessary for larval development [24]. How-
ever, heavy rainfall can sometimes wash out breeding siles, increasing mortality of aquatic
stages [54].
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Fig 4. Average annual temperature in Reunion Island, 1968 to 2019 {deviation from long-term average). Black
diamonds indicate dengue outhreaks.
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Biotic factors, and in particular human behavior, also have an important effect on the popu-
lation dynamics of Ae. albopictus. The storage of water in containers (e.g., flower plates or
vases) provides breeding sites, which can be productive even during dry seasons [24]. These
anthropogenic breeding sites favor the transmission and endemicity of dengue in tropical
areas as observed for Ae. aegypti [55,56]. In Reunion, the monitoring of breeding sites con-
ducted by the Regional Health Agency indicates that anthropogenic sites are more numerous
in the western part of the island [52]. Indeed, the drier climate in this region obliges the inhab-
itants to store water. These reasons (higher temperature, and breeding site availability
throughout the year), may partly explain the higher abundances of Ae, albopictus in the west of
the island, and the higher DENV transmission.

Control strategies against DENV in Reunion Island and SWIO islands

In the absence of specific treatments to control human infection by DENVs, the availability of
vaccines would be the preferred method to reduce worldwide DENV transmission, both in
local populations and travelers. However, a tetravalent vaccine with a high level of protection
against all DENV serotypes is not yet available. Moreover, the Dengvaxia vaccine is currently
subject to safeguards [57] and its use is not recommended for French overseas territories.
Therefore, controlling Ae. albopictus populations, the main vector of DENV in the SWIO
islands, is the only affordable measure to limit the transmission of DENV.

The current implementation of vector control against Ae. albopictus in Reunion and the
other SWIO islands is mainly based on mechanical suppression of the breeding sites and
chemical treatments with insecticides. In Reunion, since 2007, vector control programs are
performed using Biti (Bacillus thuringiensis var. israelensis toxins) for larval control and delta-
methrin (pyrethroids) against adults [58]. In Mauritius, in addition to deltamethrin-based
adulticide treatments, temephos (organophosphate) is used against larvae. However, the effec-
tiveness of vector control is limited by the difficulty of accessing private gardens that do not
allow an exhaustive coverage of the areas to be treated [24] and by the multiplicity of cryptic
breeding sites, making their treatment difficult. Besides, the control of mosquito populations
using insecticides is increasingly threatened by the selection of resistance mechanisms and is
disfavored due to the associated collateral environmental damage.

In recent years, several alternative, innovative and environmentally-friendly methods have
been developed to control Ae. albopictus [59-61]. Among these methods, the sterile insect
technigue (SIT) is based on the principle of releasing males rendered sterile by irradiation,
into the environment to mate with wild females [62,63]. These females will therefore not pro-
duce viable embryos, resulting in the population reduction. Pilot trials have been conducted in
Italy to reduce Ae. albopticus populations [64,65], and a field trial is ongoing in Reunion [66].
In addition to SIT, incompatible insect technique (IIT) is also considered. IIT relies on the use
of the maternally inherited Alphaproteobacteria Wolbachia to induce sterility in target popula-
tions through the cytoplasmic incompatibility (CI) phenotype. In mosquitoes, Wolbachin
induce a form of embryonic death or CI resulting from sperm-egg incompatibility occurring
when Wolbachia infected males mate with uninfected females or females infected with an
incompatible Wolbachia strain [67]. IIT targeting Ae. albopictus has been successfully applied
in a field trial in the United States [68]. In Reunion, IIT facilitated by the use of a selective sex-
ing-strain [69] has shown promising results for controlling mosquito populations. WHO rec-
ommend integrated mosquito management to sustainably reduce their densities and arbovirus
transmission [70]. Combining SIT and 1IT technologies [71] has been shown to have an
enhanced impact on Aedes control in China and Thailand [72,73].
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Discussion

This review provides an update on dengue outbreaks in the SWIO region and discusses factors
that may explain the uninterrupted circulation of the virus since 2017 in Reunion leading to
an endemic situation. Based on recent public health data, we showed that different dengue
serotypes are currently circulating in the islands of the SWIO region where competent mos-
quito vectors are present, This is consistent with a more widespread trend observed across the
tropical belt and even beyond in subtropical and temperate regions colonized by Aedes vectors
[5,20]. Besides the morbidity and mortality induced by each serotype, data suggest that the suc-
cessive or cocirculation of DENV-1, DENV-2, and DENV-3 serotypes in Reunion may have
contributed to the increase in disease severity through the ADE effect [19]. Indeed, the epide-
miological profile of DENY has significantly changed since 2017 in Reunion with an increased
incidence of both mild and severe disease, including in young patients. In addition, popula-
tions in the SWIO islands, including Reunion, experience a high prevalence of preexisting
chronic conditions such as diabetes and heart disease, making comorbidities in local DENV
infection common, and thus representing aggravating factors for the development of severe
forms and deaths [74]. Another striking change is the increasing appearance of DENV-
1-related ophthalmic disorders since late 2020,

Despile a reinforced vector control program, the increased DENV incidence observed in
Reunion these last 4 years is not an exception worldwide. It may be explained by several factors
such as (i} the human population of Reunion has increased 1.6 times in less than 30 years, 36%
of whom are under 20 years old, and most of them were naive to DENV; (i) human behaviors
such as mobility, use of water storage containers; (iil) environmental and climatic factors that
show, respectively, a deterioration of natural environments and an increase in temperatures;
and (iv) the abundant vector populations of Ae. albopictus that are maintained almost year-
round, including during the winter period.

The DENV outbreak that started in 2017 persists until today, suggesting that DENV has
become endemic in Reunion. Mayotle seems to follow the same shift as Reunion, as previous
microepidemics without severe cases have been replaced by a continuous circulation since
2019, with low level circulation during interepidemic periods, Due to the increasing public
health burden caused by DENV in the SWI0 islands, as well as the shift in DENV-associated
pathologies, it is clear that DENV should be categorized as a major public health priority in the
region, requiring multilevel control and intervention measures. Because Reunion and Mayotte
are French territories welcoming many international travelers each year, they can be consid-
ered as a potential sources of DENV introduction to Europe and the world. Increased importa-
tion of DENV into southern Europe where Ae. albopictus has recently established, could
present a serious health risk 1o European populations.

Limitations

We queried 2 bibliographic databases and cross-referenced the information with exhaustive
data from health agencies. We cannot exclude the possibility that some articles may have
escaped us, in particular concerning the dating of the first SWIO outbreaks, since the gray lit-
erature indicates earlier dates. The lack of access to detailed clinical data prevented the applica-
tion of any protocol or meta-analysis. The lack of completeness of serology and its
heterogeneity may have introduced a bias in our estimates of disease incidence.

Conclusions

Despite the implementation of a reinforced surveillance of dengue as a compulsory disease
and years of vector control program mainly based on insecticides, the DENV circulation that
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was sporadic is tending toward an endemic pattern in Reunion and probably in the SWIO
region, Thus, emphasizing the fact that this health risk must be addressed through a holistic

approach at the regional and global levels.

Key Learning Points

Strong socioeconomic links exist between the South West Indian Ocean (SWIO)
islands and Southeast Asia (especially China, Thailand, and India), the region of the
world most affected by dengue, which may facilitate the regular introduction of den-
gue virus (DENV) serotypes/genotypes into the region.

Climatic (temperature and rainfall) and anthropogenic {demography and human
activities) factors in the west of Reunion favor the abundance of Aedes. albopictus pop-
ulations and consequently the transmission of dengue.

Certain indicators illustrate the endemic trend of dengue in Reunion: (i) uninter-
rupted circulation of DENV since 2017 in a mostly naive population; (i) cocirculation
of different serotypes; and (iii) an increase number of cases with severe forms and

deaths.

Conventional vector control actions (mechanical suppression of breeding sites and
treatments with insecticides) must be reinforced by alternative methods as part of an
integrated strategy. In this context, pilot trials of sterile insect technique (SIT) and
incompatible insect technique (IIT) are underway against Ae. albopictus in Reunion,

-
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La réalisation de cette revue nous a permis d’ancrer un peu plus le projet de thése
dans la réalité épidémiologique de la dengue a La Réunion. Se rendre compte que le pattern
de la dengue évoluait sous nos yeux, et de facon sans précédent sur I'lle, nous a fait ajuster
nos priorités de recherche, sans pour autant changer notre hypothése générale. Pour rappel,
cette derniere était que les interactions multipartites entre Wolbachia, Ae. albopictus, et
DENV définissent la trajectoire et le devenir des épidémies de dengue a La Réunion. Par le
biais de cette revue nous avons en effet pu identifier des questions dont les réponses
pourraient aider, entre autres, les services de lutte anti-vectorielle a gérer efficacement les
futures épidémies dans un nouveau contexte sanitaire qu’est 'endémisation de la dengue sur
I'lle. Le projet de thése n’était alors plus uniquement d’étudier I'effet de Wolbachia sur la
compétence vectorielle des Ae. albopictus de La Réunion, comme ce qui avait été
initialement prévu, mais de mettre cet effet en relation avec les patterns épidémiologiques
particuliers observés au sein de I'ille du fait de ce nouveau contexte sanitaire. De ce fait, nous
avons décidé d’étudier un peu moins en détails les mécanismes moléculaires d’interactions
tripartites entre moustiques, Wolbachia, et DENV, mais de facon plus approfondie leur role
dans I'hétérogénéité spatiale de l'incidence de la dengue sur I'lle en s’appuyant sur le
matériel biologique local et contemporain de I'épidémie. Le mémoire expérimental ci-apres
présente ces travaux de recherches selon trois axes: (i) une description des souches de DENV
circulant a La Réunion, (ii) la mesure de la compétence vectorielle des populations d’Ae.
albopictus de La Réunion vis-a-vis des souches locales de DENV en lien avec leur densité en
Wolbachia, et (iii) la mesure de la compétence vectorielle des Ae. albopictus et Ae. aegypti
de la zone du SOOI quant a la transmission de différents arbovirus d'intérét.
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Mémoire expérimental

1. Description des DENV circulant a La Réunion

1.1. Introduction

La synthése bibliographique permet de constater que la mise en place de cycle
épidémique du DENV, dépend notamment des interactions entre le génotype du vecteur
moustique d’une part et celui de la souche de DENV d’autre part (Kramer and Ciota 2015).
Cela a été montré a de nombreuses reprises par des études in cellulo et in insecta
(Lambrechts et al. 2009; Fansiri et al. 2013; Guo et al. 2013; Quintero-Gil et al. 2018; Wei et
al. 2021). Par ailleurs, ces interactions ne sont pas des parametres figés dans le temps. Elles
peuvent notamment évoluer au gré des mutations qui surviennent au sein des génomes
viraux. Ces mutations peuvent, par exemple, favoriser la transmission par un vecteur donné
des souches virales les arborant, augmentant ainsi I'ouverture du filtre de compatibilité. Cela
a été le cas lors de I'épidémie de Chikungunya a La Réunion en 2005-2006 puisqu’une
mutation A226V sur le gene E a conduit a une meilleure transmission par Ae. albopictus
(Schuffenecker et al. 2006; Vazeille et al. 2007).

A La Réunion, le vecteur impliqué dans I'interaction avec le virus de la dengue (DENV)
est le moustique tigre Ae. albopictus. De récentes analyses génomiques microsatellites et de
polymorphisme nucléotidique entre et au sein de différentes populations d’Ae. albopictus
échantillonnées a travers toute I'lle de La Réunion, ont permis de démontrer une diversité
génétique importante au sein des populations, sans pour autant qu’il y ait de différenciation
génétique entre elles (Sherpa et al. 2018; Latreille et al. 2019). Pour ce qui est du DENV, et
comme mentionné précédemment, I'épidémie débuté depuis fin 2017 a fait intervenir la
circulation conjointe et/ou successive de trois différents sérotypes du DENV, le sérotype 4
étant le seul a ne pas avoir encore été détecté chez des cas autochtones depuis le début de
cette épidémie (Hafsia et al. 2022). Le sérotype 2 a été le seul sérotype détecté de 2017 a fin
2019, puis des cas autochtones liés a des infections par les sérotypes 1 et 3 ont également
commencé a étre mis en évidence. Le sérotype 1 est ensuite progressivement devenu
majoritaire sur les deux autres au cours de I'année 2020, jusqu’a étre I'unique sérotype
détecté en 2021.

Les travaux menés dans la premiére partie consistaient a caractériser génétiquement
les souches de ces différents sérotypes de DENV circulant depuis fin 2017 a 2021 a La
Réunion. Cela nécessitait la recherche et I'acquisition d’échantillons de sang et/ou de plasma
de cas autochtones de DENV a La Réunion au cours de cette épidémie. Par ailleurs, une
circulation inter-ile de la dengue au sein de la région du SOOI ayant déja été suggérée
précédemment, des échantillons des Seychelles ont également été récupérés aupres des
partenaires de 'UMR PIMIT. Ces acquisitions sont explicitées en détail dans la section
suivante. Les échantillons exploitables (volume, quantité et qualité d’ARN viral) ont ensuite
été séquencés. Les informations issues du séquencage ont renseigné sur les génotypes en
présence lors de I'épidémie de La Réunion, mais également sur leurs origines potentielles, ou
tout du moins sur leur filiation géographique, grace a la réalisation de phylogénies.
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1.2. Echantillonnage et détection des virus

Les acquisitions d’échantillons ont été faites par des prélévements sanguins chez des
patients volontaires a La Réunion et aux Seychelles. Les échantillons des Seychelles ont été
collectés par le Ministere de la Santé des Seychelles lors des épidémies de dengue de janvier
2015 a décembre 2016. A La Réunion, les échantillons provenaient de patients volontaires ou
inclus dans les projets de cohortes CARBO (Cohort of patients Infected by an Arbovirus) et
DEMARE (Epidemiological study of DEngue virus infections in MAdagascar and REunion
Island).

Les premiers travaux menés sur les prélevements de deux patients réunionnais ont
été rapportés dans une publication ol jai été coauteure et qui est présentée dans la
prochaine section (1.3. Publication 2: “Complete Genome Sequences of Dengue Virus Type 2
Epidemic Strains from Reunion Island and the Seychelles”).

Le projet CARBO (NCT01099852 sur clinicaltrials.gov) est une cohorte regroupant les
données personnelles et échantillons de patients infectés par un arbovirus en France. Le
projet a été initié a I'Hopital Universitaire de La Martinique en 2010 et s'est étendu a La
Réunion (CARBO-Réunion) a partir de 2018 suite au début de I'épidémie de dengue. A La
Réunion, le projet est mené par le CHU et les échantillons sont conservés au Centre de
Ressources Biologiques (CRB) de La Réunion. Certains échantillons ont pu étre transférés au
laboratoire PIMIT pour analyse. Le projet DEMARE porté par le Global Health Institute
(Université de Geneéve) a été mené en collaboration avec le CHU de La Réunion et le
laboratoire PIMIT. Il consiste en une étude épidémiologique dont I'objectif est de déterminer
I'importance et le role des cas asymptomatiques de dengue dans la transmission du virus a
La Réunion. Pour cela, des prélevements sanguins ont été effectués sur des volontaires
asymptomatiques vivant autour du lieu de résidence de cas autochtones déclarés lors de
I'épidémie de 2019 a 2020. L'étude DEMARE, a laquelle jai pu contribuer, a d’ailleurs été
valorisée par un article pour lequel je fais partie des co-auteurs (voir en Annexe 1.
Publication 6 : “Investigation of Dengue Infection in Asymptomatic Individuals during a
Recent Outbreak in La Réunion.” De Santis et al., 2023). Ces deux projets de cohortes ont été
approuvés par le Comité de Protection des Personnes en France, et des consentements écrits
ont été recueillis aupres de chaque participant. Au cours de ce travail de thése, un total de
216 échantillons de CARBO-Réunion et 397 échantillons de DEMARE ont été récupérés. A ces
échantillons réunionnais se sont ajoutés 9 échantillons provenant de [|'épidémie des
Seychelles de 2016 et traités durant le stage de Master 2 de Mme Barbar Tatiana, que j’ai
encadrée techniquement au cours de cette thése. Le plasma de chacun de ces échantillons
de sang a été récupéré par centrifugation, et I'’ARN qui en a été extrait a ensuite été testé par
des RT-qPCR sérotypes-spécifiques afin d’identifier les préléevements positifs aux différents
sérotypes de DENV (DENV-1 a -4). Cette méthodologie, empruntée a I'Institut Pasteur, a été
mise en application au sein du laboratoire PIMIT. Les échantillons positifs et présentant une
guantité suffisante d’ARN, presque uniquement des échantillons de DENV-1 (fin 2019 a
2021), ont été sélectionnés pour le séquencage du génome complet. Ces séquencages des
souches de DENV-1 ont fait I'objet d’un article dont je suis co-premiére auteure, et qui est
présenté dans la section 1.4. Publication 3: “Genetic characterization of Dengue virus
serotype 1 circulating in Reunion Island, 2019-2021, and the Seychelles, 2015-2016".
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Complete Genome Sequences of Dengue Virus Type 2
Epidemic Strains from Reunion Island and the Seychelles

Hervé Pascalis,® Leon Biscornet, ™ Céline Toty,” Sarah Hafsia,” Marjolaine Roche,® Philippe Després,® Célestine Atyame Mten,”

Jastin Bibi,© Meggy Louange,™* Jude Gedeon,™* Patrick Mavingui®

MR Processus Infectiows en Miliey Insulaire Trapscal, Universté de La Rdunion, CNRS 9192, INSERM LITTET, IR 249, Platefemme de Recherche CYROI, Sainte Clotilde La
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ABSTRACT Dengue wirus has recently reemerged in the southemn Indian Ocean is-
lands, causing outbreaks in Reunion Island and the Seychelles. In the present study,
we determined the complete genome sequences of closely related clinical isolates of
dengue virus type 2 circulating in the Seychelles in 2016 and Reunion Island in
2018.

Like many tropical regions in which competent mosquito vectors are present, the
islands of the southwestern Indian Ocean have experienced a renewal of human
pathogenic arbovirus emergence (1, 2). Indeed, dengue virus type 2 (DENV-2), belong-
ing to the Flavivirus genus (Flaviviridae family), has reemerged, causing outbreaks in
Reunion Island and the Seychelles. Between December 2017 and April 2019, 49,000
DENV-2-infected cases with 428 hospitalizations were recorded in Reunion Island (3, 4).
In the Seychelles, 1,967 suspected cases with 215 hospitalizations were reported
between January 2015 and December 2016 (5).

Here, we report the whole-genome sequencing of two DEMV-Z strains, namely,
RUul, isolated from Saint-Gilles, Reunion Island, in 2018, and RU16417, isolated from
Victoria, Seychelles, in 2016. Sera were collected from patients with dengue symptoms
(fever, myalgia, headache, asthenia, and thrombocytopenia) and without recent travel
histary. RNA was extracted using the QlAamp kit (Qiagen). cDNA was synthesized using
ProtoScript Il with random primers (New England) and was purified using the QiAquick
kit (Qiagen). Libraries were prepared with the Nextera XT kit (llumina) and subjected to
paired-end sequencing (2 % 250 bp) on an lllumina HiSeq 4000 system (Genoscreen).
The total read counts were approximately 1,034,620 (RWul) and 622,542 (RU16417). The
read quality was assessed by FastQC (6). Adapters and leading and trailing low-guality bases
(Q scores of =230) or N bases were removed using Trimmomatic software (7). Trimmed
reads, ranging from 64 to 250 bases, were assembled by mapping to a reference Thai
DENW-2 genome (GenBank accession number NC_001474) using Bowtie2 v2.1.0 (8). The
numbers of reads that mapped to the reference genome were 498,356 (RUJul) and
264,288 (RU16417), giving coverage of 7x and 15%, respectively, with similar GC
contents of 45%. Untranslated regions (UTRs) were further amplified by rapid amplifi-
cation of cDMNA ends (RACE) PCR using the SMARTer RACE 5'/3° kit {TaKaRa) with RMNA
extracted from culture supernatants of Vero E6 cytopathic cells resulting from infection
with viremic patient sera {passage 1), and they were then Sanger sequenced (Geno-
screen).

UTRs of 93 nucleotides (5' UTR)} and 452 nucleotides (3’ UTR) were manually added,
and the resulting genomic sequences of about 10,724 nucleotides were aligned with a
DENV reference set and annotated using Geneious (9). BLASTN analysis with multiple
alignment revealed that the two genomes shared 99.8% identity and exhibited 93%
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FIG 1 Legend (Continued)

referance strains. Support values wene calculated wsing the Bayes method implemented in PhyML. The clades of the other
subgenotypes have been collapsed for clarity. & DENV-1 sequence was incfuded as an outgroup. The scale bar indicates nucleotide
substitutions per site. Strains in the tree are reported with the following information: GenBank accession number, country,
subgenotype, and collection date, The two strains reported in this study are shown in red, and the dosest sequence (GenBank
accession number KX330828) is represented by a red asterisk. The phylogenetic tree was edited with FigTree v1.4.4 software
[httpetree bioedacuk/software fgtree),

o Pcrloiagy

identity with the genomic seguence of a DEMVY-2 strain from Thailand (GenBank
accession number KX380828), Phylogenetic analysis of the two genomes with full
sequences available for representative DENV strains (10) positioned the RUJul and
RU16417 strains within DEMY-2 Cosmopolitan genotype lineage | (Fig. 1}, confirming
previous results (11). Genome annotation identified the expected polyprotein of about
3,754 aming acids, including 3 structural proteins (C, pri/M, and E) and 7 nonstructural
praoteins (NST, NS2A, NS2B, N53, NS4A, NS4B, and MS55) flanked by the UTRs described.
Despite dengue virus cutbreaks in the southwestern Indian Ocean, few complete
genomes are currently available. The DENV-2 genomes provided here will allow better
assessment of the evolutionary epidemiological history, considering the specific re-
gional contexts regarding viral introduction, circulation, and stages of endemicity.

Data availability. The assembled genomes were deposited in GenBank under

accession numbers MN272404 (RUul) and MN272405 (RU16417). Raw data are avail-
able in the NCBI 5RA under BioProject accession number PRIMASTS805.
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Genetic characterization of dengue virus @
serotype 1 circulating in Reunion Island,
2019-2021, and the Seychelles, 2015-2016
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Meggy Lauange?, Jude Gedeon?, Olga De Santis®, Antoine Flahault®, André Cabie®, Antaine Bertolotti® and
Patrick Mavingui'”

Abstract

Background An unprecedent increase in the number of cases and deaths reported from dengue virus [DENY)
infection has occurred in the southwestern Indian ocean in recent years. From 2017 to mid-2021 more than 70,000
confirmed dengue cases were reported in Reunion Island, and 1967 cases were recorded in the Seychelles from
2015 to 2016, Both these outbreaks displayed similar trends, with the initial circulation of DEMV-2 which was replaced
by DENY-1. Here, we aim to determine the origin of the DENV-T epidemic strains and to explore their genetic
characteristics alang the uninterrupted circulation, particularly in Reunion,

Methods Mucleic acids were extracted from blood samples collected from dengue positive patients; DENV-1 was
identified by RT-qPCR. Positive sarmples were used to infect VEROD cells, Genome sequences were obtained from either
blood samples or infected-cell supernatants through a combination of both lllumina cr MinlON technologies.

Results Phylogenetic analyses of partial or whole genome sequences revealed that all DENV-1 sequences from
Reunion formed a monophyletic cluster that belonged to genaotype | and were closely related to one isolate from

Sri Lanka (017524391, 2020). Sequences from the Seychelles belonged to the same major phylogenetic branch of
genotype V. but fell inta two paraphyletic clusters, with greatest similarity for ane cluster to 2016-2017 isclate fram
Bangladesh, Singapore and China, and far the other cluster to ancestral isolates from Singapore, dating back to 2012,
Compared to publicly available DENY-1 genotype | sequences, fifteen non-synonymous mutations were identified

in the Reunion strains, including one in the capsid and the others in nonstructural proteins (N5 (three in NS1, two in
MS2B, one in NS3, one in NS4B, and seven in NS5).

Conclusion In contrast to what was seen in previous outhreaks, recent DENV-1 outhreaks in Reunion and the
Seychelles were caused by distinct genotypes, all likely originating from Asia where dengue is (hyperlendemic
in many cauntries, Epidemic DENV-1 strains frem Reunion harbored specific non-synonymous mutations whose
biological significance needs to be further investigated,
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Background

Dengue virus (DENY) is the most widespread mosquito-
borne flavivirus worldwide. More than 390 million peo-
ple in over 129 countries are exposed to dengue virus
infections with an estimated 20,000 deaths every year
|1, 2]. DENV is transmitted through the bite of infected
ferale mosquitoes belonging to the Aedes genus; the spe-
cies Aedes aegypti being a primary vector while Aedes
albopictus plays a secondary role [3]. The DENV genome
consists of a positive-sense single-stranded linear RNA
of approximately 11 kilobases. Four DENV serotypes
(DENV-1 to DENV-4) are currently known. Molecular
analyses have highlighted the diversity of DENV geno-
types belonging to each of the four serotypes [4, 5].

The southwestern Indian ocean islands have a history
of periodic outbreaks of DENV, but Reunion Island has
been an exception in recent years. Since an outbreak of
the virus in 2017, there has been continuous circulation
of DENV on the island with over 70,000 confirmed cases
between 2017 and 2022 (Table 1). This continuous pres-
ence of the virus on the island may suggest that dengue
has become endemic [6].

At the beginning of the epidemic wave, DENV-2 was
the first serotype detected on the island [9, 10]. At the
end 2019, among the 25000 confirmed cases and 20
deaths, DENV-2 still represents the major serotype, but
a few cases of DENV-1 and DENV-3 were also reported
[11]. During the course of the epidemic, DENV-1 was
also observed to co-circulate with DENV-2, and rapidly
became the dominant serotype. DENV-1 was the only
identified serotype among the 29,577 confirmed cases by
week 35 in 2021 [12]. A similar trend was also observed
in the Seychelles where an outbreak of DENV-2 started
in 2015, being replaced by DENV-1 in 2016 (MOH Sey-
chelles). Interestingly, the DENV-2 strains that circulated
at the beginning of these outbreaks are 99.8% similar to
each other and 93% similar to a 2013 strain from Sin-
gapore, indicating a single introduction of DENV-2,
presumably from Asia [10]. As DENV-1 subsequently
succeeded DENV-2 in these two islands, it would be

Table 1 Circulation of DENY frorm 2017 to mid-2022 in Reunion

interesting to see whether the DENV-1 outhbreaks were
also initiated by a single introduction event.

In 2021, DENV-1 circulation in Reunion coincided with
a significant increase of severe cases and hospitalizations
when compared to 2018 and 2019 [12]. For instance, sev-
eral severe ophthalmological cases related to DENV-1
infection were reported, notably in 2020 and 2021 [12].
Moreover, while severe forms and deaths were most fre-
quently observed in older patients with comorbidities
such as diabetes and hypertension, increasing numbers
of DENV1-induced mortalities were observed in younger
patients (including children) without comorbidities [12].
Although such an increase in severity was observed for
the first time in Reunion, these symptoms were already
described in Asia where dengue is endemic [13, 14]. To
investigate whether the current epidemic DENV-1 strains
from Reunion and the Seychelles were similar to each
other and to those known in Asia, we performed whole-
genome sequencing and phylogenic analyses to trace
their origin and explore some genetic features.

Methods
Origin of samples
Biological samples from Reunion Island were origi-
nated from two different collections. The CARBO col-
lection consisted of a prospective cohort of patients
with arbovirus infections, registered on clinicaltrials gov
(NCT01099852). The CARBO was started by the Univer-
sity Hospital of La Martinique in 2010 and extended to
include patients from Reunion in 2018. The other collec-
tion, DEMARE, was established as part of an epidemio-
logical cross-sectional study conducted in 2019-2020.
Both collections were approved by The French Commit-
tee for the Protection of Individuals. Written consent was
obtained from all participants. Blood samples from the
Seychelles were collected by the Ministry of health of the
Seychelles during outbreaks between January 2015 and
December 2016.

Bloods were collected from serologically confirmed
patients presenting one or several dengue symp-
toms including fever, myalgia, headache, asthenia and

Year* Number of confirmed cases Number of serotyped cases (TotS) DENV-1/Tots DENV-2/Tots DENVY-3/Tots
w7 04 04 o | 0

2018 6,750 950 o 1 0

019 18217 a3 0118 0880 0,002

2020 16414 B38 0.85 a12 0.03

0 JO4ES 078 1 Ju} 0

022 1,129 379 1 a 0

*Data were obtained from [6] and Santé Publique France [7, 8.
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thrombaocytopenia and without recent travel history. To
increase the probability of detecting the presence of viral
RNA, the samples used in the study were from patients
included in the cohort within the first seven days of the
onset of symptoms. Collections were performed by
accredited professionals in 10 mL EDTA tubes. Within
the two hours after collection, samples were centrifuged
at 2,000 g for 10 min at 20 “C. Supernatants were trans-
ferred into new tubes, homogenized by inversion, ali-
quoted into new 2 mL tubes, labeled, then frozen and
stored at -80 "C until used.

Viral RNA extraction and amplification
To ascertain the presence and the amount of DENV-1
RNA in the selected samples, a reverse transcription
quantitative real-time PCR (RT-gPCR) was performed.
Briefly, total nucleic acids were extracted from the serum
samples using the QlAamp” Mini Kit purification accord-
ing to the manufacturer’s recommendation (QIAGEN).
For RT-qPCR, we used the QIAGEN OneStep kit follow-
ing the manufacturer’s instructions (QIAGEN]). A mixed
solution was prepared with RNA template (5 pl), a Tag-
Man probe (FAM-ACACCTCAAGCTAA-TAMEA)
and primers (Forward 5-GAACATGGRACAAYTG-
CAACYAT-3; Reverse 5-CCGTAGTCDGTCAGCT-
GTATTTC-3) specific to DENV-1. The thermocycler
program consisted of a retrotranscription step of 45 min
at 45 °C, denaturation for 5 min at 95 *C followed by 40
cycles of amplification (72 °C for 5 s and 56 "C for 60 s).
Viral RNA copy number was estimated against a stan-
dard curve following the methodology published by the
HAS (Haute Autorité de Santé, France). Plasmids con-
taining targeted DENV-1 were synthesized by GeneCust
(France) and used as the standard curve at concentra-
tions of 10" to 10° RNA copy per pl

The E gene was amplified to confirm RT-qPCR-positive
samples. cDNA was synthesized from extracted RNA
using the ProtoScript” II Reverse Transcriptase Kit with
random primers following the manufacturer’s instruc-
tions (New England BioLab, USA) and amplified using a
nested PCR protocol, as previously described [9]. Briefly,
we designed degenerated primers targeting a fragment
(—700-800 bp) of the E gene encoding the envelope pro-
tein. The first round of amplification reaction was per-
formed with primers DNV1-E-F1 (CAC TGG TGG AAG
AAC AAG ACG C) and DNV1-E-R2 (CMA CDG AYG
TGA ACA CYC CTC C) generating an approximately
1100-bp fragment. The second round used the primers
DNV1-E-F2 (ACG GAG CTC TYA CAT TGG ACT G)
DNV1-E-R2 (CMA CDG AYG TGA ACA CYC CTC C)
and generated a 750-bp fragment. PCR amplification was
performed on a PCR System 2700 Thermocycler {ABI
Applied Bio-system ™). Amplification programs were as
follows: 94 °C for 2 min; 3 cycles of 95 °C for 55, 60 °C for

Fage 3 of &

305, 72°C for 30 s; 3 cycles of 95 °C for 5 5, 55 °C for 30 s,
72 °C for 30 s; and 28 cycles of 95 °C for 5 5, 50 °C for 30 5,
72°C for 1 min 30 5; 72 °C for 7 min. Amplified products
were checked first on electrophoresis gel (Additional file)
then samples showing amplicons of expected sizes were
Sanger sequenced (Genoscreen, Lille, France).

Virus isolation

Viral isolation assays were conducted by inoculating the
DENV-1 PCR-positive sera from viremic patients onto
Vero E6 cell monolayers. Cultures were checked every
day. When cytopathic effects were observed, superna-
tants (passage 1) were collected by centrifugation and
stored at -80 "C. The presence of viral RNA was con-
firmed by RT-qPCR, as above, and by titration of viral
infectious particles using plaque-forming unit assay [10].

Sequencing and genomic analysis

Genomic data were generated using either Oxtord Nano-
pore Technologies (MinlON) sequencing based on the
amplicon tiling protocol, or lumina shotgun sequenc-
ing, or by combining data from both sequencing plat-
forms [15].

For Illumina segquencing, libraries were generated
from 10 ng of cDNA using the Celero™ PCR Workflow
with Enzymatic fragmentation (DNA-Seq) following the
manufacturer’s instructions. Sequencing was performed
on the MiSeq platform, with 1 * 170 bp single-end reads.
Demultiplexed sequences were provided by the sequenc-
ing company (Biofidal, Lyon, France). Sequences were
quality trimmed and adapters removed using Trim-
momatic v0.39 [16]. Trimmed reads were mapped to
reference sequence NC_001477.1 using bowtie2 [17].
Geneious v9.1.8 [18] was used to inspect and curate
mapped sequence data.

For Oxford Nanopore Technology's MinlON sequenc-
ing, an amplicon tiling protocol was used in conjunction
with DENV1 primers from the Oxford Centre for Arbo-
virus Discovery, Diagnostics, Genomics and Epidemiol-
ogy (https://www.caddecentre.org/protocols/).  Briefly,
cDNA was amplified in two independent PCR reac-
tions. PCR products were pooled, dA-tailed using the
NEBNext® Ultra™ II End Repair/dA-Tailing Module then
barcoded using the Nanopore Native Barcoding Expan-
sion kit (EXP-NBD104). Barcoded amplicons were then
purified using a 0.4x volume of AMPure-XP 5PRI beads,
washing the beads with an excess volume of Nanopore's
small fragment buffer (SFB) to ensure that un-ligated bar-
code molecules were removed. Purified amplicons were
then pooled in equimolar proportions before adapter
ligation and sequencing, following the manufacturer’s
instructions. The sequencing run was left for 24 h and
stopped when predicted coverage exceeded 1000-fold
tor each genome. Base-calling and demultiplexing were
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performed using guppy (v4.0.11). Base-calling used
default parameters in accurate mode, and demultiplex-
ing was performed using the “require_barcodes_both_
ends” parameter to minimize sample crosstalk. Reads
were then assembled using Medaka v1.0.3 (https://nano-
poretech.github.io/medaka/) mimicking the ARTIC net-
work bioinformatics standard operating procedure for
SARS-CoV-2 sequencing (https://artic.network/ncov-
2019/ncov2019-bioinformatics-sop.html),  subsampling
amplicon coverage to 400x and using genome acces-
sion NC_(01477.1 for read mapping. Geneious v9.1.8
was used to inspect and curate mapped sequence data.
Consensus base-calling required a minimum of 30-fold
COVErage.

For samples from the Seychelles, only partial genomic
assemblies were obtained by this method, as not all
primer pairs produced amplified products. The partial
assembly data were thus combined with Sanger sequence
data from the envelope region of the genome to produce
contiguous consensus sequences that spanned a 4,838 bp
region at the 5" end of the DENV genome. This region
corresponded to base positions 156-4,994 of the refer-
ence genome NC_001477.1 and contained genetic data
from the capsid, membrane glycoprotein, envelope, NS1,
N52a and N52b regions of the genome.

Phylogenetic analysis

Global phylogenetic comparisons were carried out using
the E-gene, which is typically used for identifying den-
gue genotypes |5]. The E-gene region was extracted from
all reference sequences in the NCBI database using cus-
tom scripts. Alignments were generated using MAFFT
[19], and the alignment was curated by eye in Geneious
v9.1.8. IQTree2 {v2.1.3) was used to identify optimal

Table 2 Eiological samples and DENV isolates usad in this study
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substitution model parameters and to generate a boot-
strapped maximum-likelihood phylogeny with 1000 rep-
licates. Phylogenetic tree representations were generated
in R, using the “ggtree” package [20].

Results

General characteristics

Among the 30 blood samples from Reunion and 14
from Seychelles collected within the first seven days
of the onset of symptoms, only nine (PR1583, PR1615,
PR1914, PR4443, PR4453, PR4463, PR4483, PR65Y4,
P0O409) of 2019 to 2021 outbreaks from Reunion and four
(D516177, DS1622%9, DS16232, DS16233) of 2016 out-
break from Seychelles tested positive for DENV-1 by RT-
qPCR were further analyzed (Table 2). A higher viral titer
was detected for the two samples PR1583 and PR6594
with approximately 10” RNA copies/pL. These two sam-
ples were used to infect VERO cells allowing the isolation
of DENV-1 strains named RUN1-1583 and RUN1-6594,
respectively, isolates which were also further analyzed
(Table 2). Sequencing with Illumina generated complete
genome sequences for 5 blood samples (PR4443, PR4453,
PR4463, PR4483, PR6594) and the isolate RUN1-6594
(one passage) from Reunion. MinlON technology
allowed sequencing of almost complete genomes for 3
sera (PR1615, PR1914, PO409) and the isolate RUN1-1583
{one passage) from Reunion. The sequence of each iso-
lated strain was identical to that obtained from the corre-
sponding blood sample. Using MinlON technology, only
partial sequences were obtained from the four Seychelles
samples. Upon sequence inspection, mismatches were
identified in the DENV1_3, DENV1_11 and DENV1_12
primer pairs which may explain inefficient amplifica-
tion of DENV1 genotype V. Further optimization of the

Sample Origin Biological material Sequencing Coverage Viral isolation  Genbank

technology Accession
RUM1T-1583 Reunian, 2019 Supernatant, cOMA BRI, Humina Complete Yes QOME31277
PRIBIS Reunian, 2019 Serum, cOMA MinIoM Complete® Mo OMa31275
FRIG14 Reunian, 2019 Sarum, cDMN& rAinkIM Complete® Mo QOMG31274
PR4g43 Reunion, 2020 Serum, cOMA Hlhurmina Complete Mo OME31283
PR4453 Reunian, 2020 Serum, cOMA lllurmina Complete Mo OMG31 282
PR44s3 Reunian, 2020 Serum, cOMMs lllurmina Complete Mo OMA31 281
PR4483 Reunian, 2020 Serum, cOMA lllumina Complete Mo OMGE31 280
PRG5S4 Reunian, 2021 Plasrma, cONA llharmina Complete Mo OMG3127R
RLUM1-8594 Reunian, 2021 Supernatant, COMA lermina Complete a5 OnGE31279
P40 Reunian, 2020 Plasrma, cONA PintOM, llurrina Complete Mo OMG31276
De1e177 Seychelles, 2116 Serum, cOMA Mink2Ir Incomplete, 712%  No OMB31270
D516279 Sevchelles, 2016 Sarum, cOMA MintoM Incomplete, 884% Mo OMG31271
Ds16232 Seychelles, 2016 Serum, cOMA MintOM Incomplete, 765%  No OMa3z12r2
D516233 Seyichelles, 2116 Serurm, cOMA [ Incomplete, 76.9% Mo OMEF1Z73

"Genome coverage is considered complete for (Nurnina data if the sequence obtained mapped to more than %6% of the DENV-1 reference sequence (Genbank
accession number NC_001477.0), The amplicon tiling pratoced for MinlON wied primer positions that did not amglify 155 bp at the 5 extremity, nor 575 bp at the 3
extremity of each genome, thus complete contiguous sequenaoes using MinlON map ta 93% of the same reference sequence.
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Fig. 1 Fhylogenetic analyses of DENV. () Phylogenetic tree generated
using a 4,B38-bp regicn of the DEMNY genome (positions 156 1o 4,954 of
MC_001477.1} Inset are zopmed representations of the tree topalogy and
bootstrap values for regions relevant 1o sequences generated as part af
this study. (bl A graphical regresentation of the country af arigin data far
sequences included inthe phylogenetic anabysis

amplicon tiling protocol would be required to allow effi-
cient amplification and sequencing of all DENV-1 geno-
types by this method.

Phylogeny
Phylogenetic analyses of the approximately S5000-bp
genomic region of 3,891 publicly available sequences

V14511
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showed that all sequences from Reunion Island found in
2019, 2020 and 2021 belonged to genotype [ of DENV-1
(Fig. 1a), and possessed nearly identical sequences,
forming a monophyletic cluster in the phylogeny. These
sequences showed greatest similarity (99.5% identity)
to one isolate from Sri Lanka in 2020 (Accession num-
ber OL752439.1) and two sequences from China in
2016 (Accession numbers MN933661 and MN933663).
Sequences from the Seychelles belonged to the same
major phylogenetic branch of DENV-1 genotype V., but
fell into two paraphyletic clusters (Fig. 1a). DS16177
showed greatest similarity (=>99% identity) to sequences
from 2016 to 2017 isolated in Bangladesh, Singapore
and China, whereas D516229, D516232, D516233 and
516243 showed greatest similarity to numerous ances-
tral isolates from Singapore, dating back to 2012. How-
ever, interpretations of isolate origins should consider
the strong sampling bias that exists in available DENV
sequence data (Fig. 1b).

Further extending the phylogenetic comparison to
include whole genomic data (Additional file) provided
ne strong evidence for the introduction of separate
lineages in Reunion, as all whole genome sequences
showed =99.8% identity (between 0 and 19 SNDPs).

Major non-synonymous mutations

Fifteen non-synonymous amino acid changes were spe-
cifically observed in all Reunion DENV-1 full genome
sequences compared with other DENV-1 genotype |
sequences publicly available (Fig. 2). Mutations consisted
of N905 in the C gene, R989K, N10685 and K1116R in
NS51, [1389M, V14510 and E1487K in NS2B, A2271T
in N54B. Seven mutations H2620Y, K2881R, V290al,
E3052D, 53059A, V31791 and 13322V were observed in
NS5, As only partial sequences were generated from the
Seychelles samples, reconstruction of full polyprotein
was not possible, thus precluding the analysis of amino
acid changes.

|

E3052D

IIEHZVI
’\El?ﬂll

5
=§'

K2B881

le]em] E Ns2A [wsza]

N53

NS5 ]

o

Fig.2 Schermatic representation of conserved mutations identifed within isalates from Reunicn, Position numbers are expressed relative to the first con-
served start methionine of all polyprotein sequences belonging ta DEMVI as defined in [28]. Mutations are expressed relative to the majority amino acid
sequence af DEMNVT genotype | sequences from the same dataser. Positions are colored by mature protein: ©, Capsid; prM, premembrane; E, envelope;
5, Monstructrural. & Alanine; Cr Aspartic acid; B Glutamic acid; H: Histidine; | lseleucine; K: Lysire; M: Methionine; M: Asparaginge; B Arginine; 5 Serine; T:
Threonineg: YW Valine, ¥: Tyrasine
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Discussion

Since the recent dengue outbreak started in late 2017,
uninterrupted transmission has occurred in Reunion
Island. From 2017 to mid 2022, more than 70,000
confirmed cases were reported [6-8]. Circulation of
DENW-2 in 2018 was followed by a major co-circulation
of DENV-2 and DENV-1 at the end of 2019 and dur-
ing 2020, with few cases of DENV-3. In 2021 and 2022,
DENWV-1 was the only serotype identified in Reunion
Island [6]. The Seychelles were also confronted to dengue
outhbreaks years before (2015-2016) with a similar trend
starting with DENV-2 which was replaced by DENV-1
[&].

Using phylogenetic analyses, we showed that the
DENV-1 sequences from Feunion were closely related
to a 2020 strain circulating in Sri Lanka, whereas those
from the Seychelles showed a greatest similarity for iso-
lates from Bangladesh, Singapore and China. This result
suggested that the DENV-1 epidemic strains in Reunion
and Seychelles were probably imported from Asian coun-
tries. We identified a single DENV-1 lineage belonging
to genotype | that circulated in Reunion since its emer-
gences at the end of 2019 and subsequently in 2020 and
2021. On the contrary, two lineages of DENV-1 of geno-
type V occurred in the Seychelles in 2016. It should be
noted that these are likely partial descriptions of the
total genetic diversity of DENV on the two islands due
to the limited sample availability for our study. Even
s0, our results were distinct to previous observations
in the region where similar viral epidemic strains usu-
ally occurred in contemporary outbreaks. For instance,
between 2003 and 2004 an outbreak caused by DENV-1
serotype started in the Seychelles [21] and then spread in
Reunion [22]. The same DENV-1 serotype was involved
in an outbreak in Toamasina, eastern Madagascar, two
years later in 2006 [23], but a regional link could not be
established as no sequence was found. More recently,
dengue outbreaks due to DENV-2 occurred in 2016 in
the Seychelles and then in 2018 in Reunion, and it was
shown to invelve the same cosmopolitan sub-lineage I
[9, 10]. Moreover, the link of dengue outbreaks between
these two islands has been demonstrated by the presence
of dengue cases in Reunion imported from the Seychelles
whether in 2016 [7] or in 2017 [8].

The presence of two distinct sub-lineages of DENV-1 in
the Seychelles suggests at least two introduction events.
Conversely, the full-genome phylogenetic analysis (Addi-
tional file) strongly suggests that sequenced DENWV-1
genotype | strains in Reunion originated from a single
introduction event. In these two countries, DENV-1 dis-
placed the previously circulating DENV-2. The displace-
ment phenomenon was also reported among genotypes
of the same dengue serotype. For instance, during the
DENV-2 outbreaks in several South American countries,
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the American genotype was replaced by the Asian gen-
otype [24]. In some cases, lineage replacements were
associated with an increased clinical severity [24, 25]. In
Reunion, the introduction and subsequent dominance of
DENW-1 was accompanied by severe cases with peculiar
symptoms, notably the maculopathy. Ophthalmic com-
plications associated with dengue, with certain depen-
dence to serotype, have been increasingly described in
recent times [13, 26]. The possible link between macu-
lopathy observed in Reunion dengue patients and the
emerging lineage DENV-1 genotype I needs to be further
investigated.

Moreover, the probable single introduction of the
DENW-1 genotype 1 in Reunion may have been be
accompanied by a discrete micro-evolution event since
fifteen exclusive non-synonymous mutations were found
in different proteins, including capsid, N51, N52B, NS3,
NS54B, and NS5, Such local micro-evolution events have
been observed in Asia, as shown for instance in the
Hunan province where several mutations were seen in
DENW-2 outbreak (2018) after importation from neigh-
boring areas having higher incidence of dengue [27]. The
micro-evolution event in either structural or non-struc-
tural proteins can be neutral or under positive or nega-
tive selection with an impact in disease epidemiology
|27, 28]. For instance, mutations in N51 have been shown
to influence production and secretion with impact on
N51 ELISA-based dengue detection in clinical samples
[29]. In addition, it was shown that mutations invelving
changes from basic to acidic residues or vice versa tend
to affect W51 surface expression and secretion patterns
of flavivirus with impact in host immunity [29, 30]. Here,
mutations were observed also in both NS2B and NS5,
two proteins that play a pivotal role in the activity of NS3
protease, the latter being also a therapeutic target against
flaviviruses [31]. Strikingly, when studying mutations in
NS52B of the flavivirus Zika, researchers found one par-
ticular mutation able to enhance transmission potential
and to confer escape from pre-existing DENV immunity
[32]. When analyzing several natural dengue variants
from dengue severe patients, from mild to fatal cases, a
link was established between mutations in NS5 and the
virulent DENY phenotypes [33]. Whether the mutations
found in DENV-1 epidemic strain played a role in den-
gue severe cases observed in Reunion needs to be further
investigated. Particular attention should be paid in the
three mutations (R989K, N1068S and K1116R) located in
W51, since expression of this nonstructural glycoprotein
has been linked to dengue disease severity [14, 34, 35]. In
addition, as N51 antigen is a marker for routine diagno-
sis in rapid detection of dengue virus infection [36], the
impact of these mutations on the efficiency of the tests
may require further control
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Conclusion

The southwestern Indian ocean region is usually subject
to dengue outbreaks with co-occurrence of a given den-
gue serotype alternating intense circulation and inter-
epidemic periods. In contrast to what was observed
previously, uninterrupted dengue circulation is occur-
ring and we showed that recent DENV-1 outbreaks in
Reunion and the Seychelles were caused by distinct geno-
types, all probably originating from Asia. Strikingly, the
unique DENV-1 genotype I lineage circulating during
three consecutive years in Reunion harbored non-synon-
ymous mutations whose biological significance need to
be further investigated.
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1.5. Discussion et perspectives

Ces travaux permettent de mettre en évidence la circulation régionale active de
souches de DENV au sein des fles du Sud Ouest de I'Océan Indien (SOOI). Cette circulation se
serait a minima produite entre les Seychelles et La Réunion entre 2016 et 2018, dates de
collection respectives dans ces iles des échantillons contenant DENV-2 séquencés et
appartenant tous a la lignée | du génotype cosmopolite. Les génomes de ces souches de
DENV-2 seychelloise et réunionnaise ont montré un pourcentage d’identité tres élevé de
99.8%, pouvant étre le témoignage d’'un unique événement d’introduction dans le SOOI qui
se serait poursuivi par une circulation entre les différentes iles de cette zone. La phylogénie
réalisée a également permis de montrer que l'origine de cette introduction serait tres
certainement asiatique avec un pourcentage d’identité de 93% avec une souche de DENV-2
qui a circulé a Singapoure en 2013 (Sung et al. 2016). Pour le DENV-1, en revanche, il a été
démontré que les échantillons prélevés a La Réunion de 2019 a 2021 et aux Seychelles en
2016 n‘appartiennent pas aux mémes génotypes. La Réunion ne présente qu’un cluster
monophylétique de souches de DENV-1 du génotype |, synonyme d’un évenement
d’introduction unique de ce sérotype dans l'lle. En revanche, les échantillons des Seychelles
se répartissent dans deux clusters différents au sein du génotype V du DENV-1, suggérant
alors des événements d’introductions indépendants entre eux et avec celui de La Réunion. La
phylogénie indique d’ailleurs des filiations spatiales et des temporalités d’introduction
diverses pour les souches épidémiques de DENV-1 circulant sur chacune de ces fles.
Cependant, toutes semblent génétiqguement proches de souches asiatiques (Chine,
Singapour, Sri Lanka, Bangladesh).

Ces travaux sont intéressants puisqu’ils permettent de mettre en évidence a la fois
I'existence d’importations longues distances fréquentes de souches de dengue depuis les
lointains continents, ici le continent asiatique, vers les iles de la région du SOOI (la réciproque
étant trés certainement vraie elle aussi), mais également l'existence d’une circulation
régionale, non systématique, des souches de dengue entre les iles de cette méme région. Il
faut toutefois étre vigilant car la phylogénie dépend de I'effort d’échantillonnage global. Or,
pour les données de séquencage du DENV, cet effort est biaisé vers ’Amérique et I'Asie, ou
de nombreuses données sont disponibles. Cela n’est cependant vrai que pour certains pays
de ces continents, généralement les plus développés. A l'inverse, trés peu de données sont
disponibles en Afrique et dans les iles du SOOI par exemple. Il peut donc y avoir un biais
important dans les phylogénies du fait de ces disponibilités tres disparates, et méme si cela
ne devait pas changer le génotype dappartenance des souches réunionnaises et
seychelloises testées dans ces travaux, cela pourrait modifier leur proximité génétique avec
les autres souches du méme génotype. Elles pourraient alors étre plus proches de souches
d’autres pays d’Asie, voire méme de souches provenant d’autres continents comme le
continent africain, celui-ci ayant vraisemblablement connu des importations/exportations de
DENV depuis et vers |'Asie cette derniére décennie (Neto et al. 2022; Letizia et al. 2022). Les
origines d’introduction potentielles des souches ayant circulées a La Réunion et aux
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Seychelles suggérées par les phylogénies réalisées dans ces travaux sont donc a interpréter
avec précaution.

De cet effort d’échantillonnage, mais d’un point de vue plus local cette fois-ci, dépend
aussi la compréhension des patterns épidémiologiques observés lors d’'une épidémie. Par
exemple et de facon flagrante, seuls 2 échantillons de DENV-2 ont été séquencés sur plus de
25 000 cas confirmés depuis le début de I'épidémie de dengue en 2017 a La Réunion, dont
un seul l'a été entierement. Quant au DENV-1, 9 cas ont été séquencés représentant
seulement 0,019% des plus de 46 500 cas biologiquement confirmés pour ce sérotype depuis
son apparition sur I'lle a la fin de I'année 2019. Bien que les échantillons de DENV-1
séquencés aient été prélevés a différents temps de I'épidémie, face a cette tres faible
proportion de cas séquencés il est difficile daffirmer avec certitude qgu’ils sont bien
représentatifs de la majorité. S’il était plus aisé d’acquérir des échantillons tout au long de
I'épidémie et d’avoir accés aux informations relatives a la localité des cas, cela permettrait de
repérer et d’analyser les chaines de transmission de chaque génotype, voire méme de
chaque cluster au sein des génotypes, de comprendre en quelle proportion et de quelle
facon chacun se transmet. Par exemple, grace a un nombre plus important d’échantillons
séquencés de 1994 a 2010 (640 séquences au total), une équipe de recherche a pu montrer
gu’a Bangkok, en Thailande, la transmission du DENV assurée par le moustique Ae. aegypti,
se produit essentiellement dans un périmétre rapproché (Salje et al., 2017). En effet, 60%
des cas séparés par moins de 200 meétres appartiennent a la méme chaine de transmission,
et la distance évolutive entre deux cas est intimement liée a la distance géographique les
séparant réellement (Salje et al., 2017). lls ont estimé a 160 le nombre moyen de chaines de
transmission du DENV pouvant étre identifiées lors d’une saison épidémique de la dengue a
Bangkok (Salje et al., 2017). En revanche, a taille de population égale entre une province de
Thailande et un quartier de Bangkok, ce dernier, plus densément peuplé, présente 5,6 fois
plus de chaines de transmission que la province, faisant de la densité de population une
variable importante (Salje et al., 2017). Les patterns épidémiologiques de Bangkok et des
provinces étant différents, leur prise en charge par les autorités sanitaires, par exemple dans
les choix stratégiques concernant la lutte anti-vectorielle (LAV), devrait également étre
différente. De telles études scientifiques sont nécessaires afin d’aider a la prise de décisions
sanitaires concernant la dengue dans le SOOI.

Avoir acces presque en temps réel aux caractéristiques épidémiologiques inhérentes
a chaque génotype grace a un meilleur effort d’échantillonnage, incluant les caractéristiques
telles que leur transmissibilité ou encore leur dangerosité, donneraient également des
indications importantes pour les agences de santé publique. Cela permettrait notamment de
s‘assurer que certaines mutations n’induisent pas une baisse de la détection du DENV,
comme cela a déja été montré avec des mutations non-synonymes dans la protéine NS1
(Ghosh et al. 2022), biaisant ainsi les actions des agences de santé et de LAV face a une
partie de I'épidémie et certains foyers de transmission, respectivement. Cela permettrait
aussi de comprendre s’il existe un lien entre diversité génétique virale et modification des
patterns épidémiologiques avec, par exemple, l'apparition lors d'une épidémie de
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symptomes particuliers dont la gravité ou la spécificité peuvent inquiéter. Différents
exemples de modifications de patterns épidémiologiques (i.e. modification de I'incidence ou
de la sévérité) associés aux remplacements de génotypes/clades viraux ou a l'apparition de
mutations ont déja été référencés dans des zones endémiques (Armstrong and Rico-Hesse
2003; Bennett et al. 2003; Bennett et al. 2006; Kanakaratne et al. 2009; Lee et al. 2010;
OhAinle et al. 2011). Par exemple, il a été démontré que deux mutations situées dans le
premier domaine transmembranaire de la protéine NS4A réduisent son oligomérisation et sa
stabilité (Lee et al. 2015). Cette protéine participant a la formation du complexe de
réplication virale, ces mutations induisent également une atténuation de la réplication du
DENV (Lee et al. 2015). Un autre exemple est la mutation T164S de la protéine NS1 présente
dans une souche épidémique de DENV-2 en 1997 a Cuba qui a été rétrospectivement tenue
pour responsable de la forte augmentation de la sévérité observée au cours de cette
épidémie (Rodriguez-Roche et al. 2005; Rodriguez-Roche et al. 2011; Chan et al. 2019). En
effet, cette mutation peut entrainer des formes sévéres représentant ainsi une donnée
importante pour les décisions de politiques sanitaires puisqu’en cas de (ré)émergence a un
endroit, les efforts de LAV pourraient étre priorisés vers cette localité. A La Réunion, des cas
ophtalmiques graves ont commencé a apparaitre en 2020 et tous sont liés au sérotype 1. Il
serait donc intéressant de vérifier si un génotype spécifique ou si des mutations particulieres
sont a mettre en cause dans la survenue de ces cas, en plus d’études sur les données
démographiques (ages, sexes, localité), médicales (traitements, antécédents médicaux,
comorbidités), et socioprofessionnelles. De plus, 15 mutations non-synonymes ont été
retrouvées dans toutes les souches de DENV-1 séquencées. Comme expliqué dans l'article
(Hafsia et al. 2023), certaines de ces mutations présentent un intérét tout particulier car
situées dans des protéines, telles que les protéines NS1 et NS5, ayant déja montré pouvoir
modifier les caractéristiques infectieuses des souches de la dengue suite a des mutations ou
avoir un role dans la sévérité associée au virus (Rodriguez-Roche et al. 2011; Puerta-Guardo
et al. 2016; Bhatt et al. 2021; Cheng et al. 2022). Une prochaine étape de recherche pourrait
donc étre de vérifier si une ou plusieurs de ces mutations ont un impact sur la
transmissibilité par le vecteur, et expliquerait en partie pourquoi cette souche de DENV-1 a
créé une épidémie de dengue sans précédent a La Réunion. Pour cela, la méthodologie
employée serait de réaliser des études comparatives in cellulo puis in insecta des
caractéristiques infectieuses de souches possédant une base génétique commune, de
préférence celle d’une souche ayant précédemment circulé a La Réunion sans créer
d’épidémie majeure, a laquelle serait ajoutée une des mutations d’intérét retrouvées dans
les souches épidémiques actuelles.

Par ailleurs, I'étude des populations virales minoritaires de DENV au sein d’un hote,
aussi appelées quasi-espéces (Eigen 1971; Eigen and Schuster 1978; Domingo et al. 2021),
pourrait s'avérer nécessaire. D’une part, cela améliorerait la compréhension de I'émergence
et de la propagation de nouveaux variants de DENV potentiellement plus dangereux (de la
Torre and Holland 1990; Lauring and Andino 2010). D’autre part, étudier la fitness,
I'adaptabilité, et la sévérité du DENV en fonction de I'ensemble de la population virale au
sein d’un hote, au lieu de les lier uniqguement a la séquence consensus de cette population,
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permettrait d’avoir un regard plus critique et une meilleure appréciation des différences
phénotypiques (transmissibilité, sévérité) observées entre hotes (de la Torre and Holland
1990). En effet, dans certains cas, 'adaptabilité et la fitness observées pour une souche de
DENV ne semblent pas pouvoir s’expliquer uniquement par la présence de certaines
mutations au sein de la séquence consensus, et I’hypothése de mutations dans les séquences
minoritaires pouvant y contribuer est avancée (Coffey et al. 2008). De facon intéressante,
I'étude de Rodriguez-Roche et collaborateurs a notamment montré que la diversité des
populations virales minoritaires avait augmenté chez les patients, de fagon concomitante a la
sévérité et a la durée de I'épidémie de DENV-3 qui eut lieu a Cuba entre 2001 a 2002
(Rodriguez-Roche et al. 2016). Lors de cette épidémie, les cas d’infection secondaire
présentaient une diversité importante de population virale minoritaire avec des mutations
dans les génes codant pour les protéines non-structurales et structurales, dont certaines
non-synonymes, tandis que les infections primaires n‘avaient presque que des mutations
synonymes dans les séquences des genes des protéines non-structurales au sein d’une
population virale minoritaire a la diversité plus restreinte (Rodriguez-Roche et al. 2016). Le
parallele est fait entre cette augmentation de la diversité des populations virales minoritaires
et 'augmentation de la sévérité au cours de I'épidémie sans pour autant établir un réel lien
de causalité entre les deux. Plus récemment, I'étude de Cheng et coll., a elle aussi montré un
nombre plus important de quasi-especes dans les cas de DENV-2 fatals comparés aux cas plus
modérés lors d’'une épidémie de dengue a Taiwan en 2015 (Cheng et al. 2022). Ces auteurs
ont également montré que des quasi-espéces de ces cas fatals possédant certaines
mutations dans la protéine NS5, bien que synonymes, présentaient de meilleures capacités
de réplication et de résistance a la température que I'espece majoritaire (Cheng et al. 2022).
Cette voie de recherche novatrice est a retenir pour de potentielles futures études
concernant I'augmentation de la sévérité constatée a La Réunion lors de I'épidémie débutée
fin 2017.

Une autre perspective de recherche intéressante, surtout s’il s'avére que la dengue
devient endémique a La Réunion, serait de déterminer |'efficacité et la durée de la protection
immunitaire croisée suite a une primo-infection avec un sérotype du DENV vis-a-vis des
autres sérotypes, et I'implication de I'historique infectieux des patients dans la sévérité de
leur maladie dans le cas d’infections secondaires par le DENV. Cela nous permettrait de
mieux comprendre les patterns épidémiologiques observés a La Réunion, ainsi que
d’améliorer notre compréhension des facteurs de risque favorisant I'apparition de cas de
dengue sévere. Dans leur étude, OhAinle et al., ont par exemple montré que la sévérité des
cas de DENV-2 observée lors d’'une épidémie a Managua (capitale du Nicaragua) dépendait
de I'historique infectieux des patients, avec un clade de DENV-2 plus sujet a induire des cas
séveéres chez des patients ayant déja été infecté par le DENV-1, et un autre clade de DENV-2
induisant des cas séveres chez des patients ayant déja été infecté par le DENV-3 (OhAinle et
al. 2011). Par ailleurs, bien qu’une primo-infection par un sérotype est censée procurer une
protection immunitaire a long terme contre les souches de méme sérotype (Sabin 1952;
Halstead 1974), certaines études énoncent plus de réserves quant a cette conclusion
(Katzelnick et al. 2015; Forshey et al. 2016; Waggoner et al. 2016). De ce fait, des études
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impliquant un suivi dans le temps de patients et de leur historique d’infection par le DENV
permettraient également d’étudier l'efficacité de I'immunité vis-a-vis d’autres souches de
DENV du méme sérotype que celui de la primo-infection.

Pour en revenir a I'étude de l'ouverture du filtre de compatibilité entre Aedes
albopictus réunionnais et DENV local, ce premier axe de recherche de la these a permis de
sélectionner les souches virales de I'étude. En effet, parmi les échantillons de DENV-1 et
DENV-2 séquencés, ceux présentant une quantité suffisante d’/ARN ont été isolés sur cellules
Véro (cellules rénales de singe vert trés permissive aux virus). Des productions virales ont été
effectuées a partir de ces isolements et les titres viraux ont été testés par PFU
(plague-forming unit, traduit en francais par unité formant une plage de lyse). Cela a permis
de récupérer des souches de dengue circulant depuis 2017 a La Réunion afin de réaliser des
infections expérimentales in insecta au plus proche des conditions naturelles de l'actuelle
épidémie sur I'lle. Les souches produites et utilisées sont : la souche DENV-1 RUN apres trois
passages de production sur cellules Véro (P3) (souche nommée PR1583 dans la publication
Hafsia et al. 2023), et la souche DENV-2_JUL P6. En raison d’un titre viral assez faible de
DENV-2_JUL, et de son comportement plutét inédit lors des infections sur cellules C6/36 de
moustiques, avec des effets cytopathiques importants, une autre souche de DENV-2 est
commandée chez EVAg et utilisée pour certaines infections: DENV-2_EVAg. Cette souche, qui
ne présente pas d’effet cytopathique important sur les cellules de moustiques, provient d'un
cas autochtone réunionnais infecté a la méme période que le patient duquel a été extrait
DENV-2_JUL, soit en mars 2018. La souche DENV-2_EVAg est acquise auprés du fournisseur a
son cinquieme passage sur cellule de moustique, et une production sur Véro est réalisée au
laboratoire, amenant a utiliser cette souche pour les expérimentations a son sixieme
passage: DENV-2_EVAg P6. Pour information, lorsque les séquences génomiques de ces deux
souches de DENV-2 réunionnaises ont été comparées a l'aide du logiciel Seaview4 (10724 bp
pour JUL, et 10518 bp pour EVAg, 10499 pour la séquence consensus aprés alignement),
elles ont montré 99,81% d’identité en nucléotides, avec 20 mutations les faisant différer. Par
ailleurs, un gap d’une cinquantaine de nucléotides est observé au milieu de la séquence de
DENV-2 EVAg. Lorsque ce sont les séquences protéiques qui sont ensuite alignées (3506
acides aminés pour la séquence protéique), seules six mutations se révélent étre
non-synonymes, ce qui fait une identité de 99,83% en acides aminés entre les deux souches
de DENV-2. l'importance que peuvent avoir les mutations silencieuses sur la fitness et la
virulence des virus ne doit cependant pas étre négligée (Zhou et al. 2013; Zhou et al. 2016;
Cheng et al. 2022; Shen et al. 2022). Apres avoir sélectionné a l'aide de BLAST® la séquence
protéique de DENV-2 annotée la plus semblable a celles utilisées dans cette thése (GenBank :
QCZ24974), et apres les avoir alignées dans SEAVIEW4, il a été possible de déterminer dans
quelles protéines se trouvent les mutations. Trois sont situées dans la séquence protéique de
la capside, une dans la NS4A, une dans la NS4B, et une autre dans la partie C-term de la NS5
(Tableau 2). Le gap en nucléotides observé précédemment se trouve au sein de la NS3, a la
fin de sa séquence, dans une région annotée domaine DEAD des Flavivirus, correspondant au
domaine d’une hélicase (da Fonseca et al. 2017; InterPro). Au vu du rble de ces protéines
non-structurales (Tableau 2), des mutations s’y trouvant pourraient impacter la réplication du
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DENV. De ce fait, utiliser ces deux souches de DENV-2 réunionnaises lors d’infections
expérimentales in insecta pourra permettre dobserver si ces différences génétiques
induisent des différences dans le succes d’infection, de dissémination, et de transmission du
DENV au sein des vecteurs moustiques. Cela pourrait également permettre de vérifier si les
effets cytopathiques du DENV-2 JUL, observés in cellulo, se répercutent sur la longévité des
vecteurs lors d’expérimentations in insecta, et si cette différence provient de la mutation sur
la protéine NS5, protéine pour laquelle certaines mutations ont déja montré pouvoir affecter
la virulence du DENV (Cheng et al. 2022).

Mutation Protéine Fonction Nature aa
G15E Capside empaquetage de I’ARN viral différente
R17K Capside empagquetage de I'ARN viral méme
T94K Capside empaquetage de I'ARN viral différente
N217S NS4A complexe de réplication méme

F2387L NS4B complexe de réplication méme
N3467S NS5 ARN polymérase virale ARN-dépendante méme

Tableau 2 : Mutations non-synonymes entre les souches réunionnaises de DENV-2 EVAg et DENV-2 JUL. Les
mutations sont présentées sous la forme lettre-nombre-lettre qui représentent respectivement I'acide aminé
retrouvé dans DENV-2 EVAg, la position de la mutation dans la séquence protéique consensus, I'acide aminé
retrouvé dans DENV-2 JUL. Avec G = glycine, E = glutamate, R = arginine, K = lysine, T = thréonine, N =
asparagine, S = sérine, F = phénylalanine, et L = leucine. Les protéines au sein desquelles les mutations sont
situées sont indiquées ainsi que leur fonction principale. Pour finir, la colonne Nature aa indique si la nature de
la chaine latérale des deux acides aminés (retrouvés dans EVAg ou dans JUL) est la méme ou si elle différe. Ces
chaines latérales peuvent étre acides (en rouge dans la colonne Mutation), basiques (en violet), polaires non
chargées (en vert), apolaires (en brun), ou elles peuvent aussi représenter des cas particuliers en dehors de ces

classes (en noir).

Grace a l'obtention et la production de ces souches de DENV réunionnaises
épidémiques, l'étude expérimentale de l'ouverture du filtre de compatibilité entre
moustiques réunionnais et DENV qui va maintenant étre présentée dans la prochaine partie
du mémoire expérimental, peut étre un juste reflet de la réalité de terrain.
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2. Compétence vectorielle des populations réunionnaises

2.1. Introduction

Etudier I'ouverture du filtre de compatibilité entre le DENV et son vecteur a lLa
Réunion nécessite d’appréhender la compétence vectorielle des populations réunionnaises
d’Ae. albopictus quant a la transmission de souches virales locales de dengue. Or, dans la
syntheése bibliographique, le potentiel interférant de Wolbachia sur la compétence vectorielle
des moustiques vis-a-vis du DENV a été mis en lumiere en conditions expérimentales, et
notamment chez les Ae. albopictus de La Réunion naturellement infectés par les Wolbachia
wAIbA et wAlbB (Mousson et al. 2012). Il est a noter que cette étude ainsi que les autres
études réalisées auparavant sur la compétence vectorielle des moustiques tigres réunionnais
guant a la transmission de la dengue (Paupy et al. 2001; Vazeille et al. 2010; Mousson et al.
2012) n’utilisaient pas a la fois souches de DENV locales et moustiques locaux de génération
précoce, pouvant altérer les résultats obtenus. A La Réunion, améliorer la compréhension de
'ouverture du filtre de rencontre entre DENV et Ae. albopictus passait donc par I'étude de
I'interaction tripartite entre le DENV local épidémique, les moustiques tigres réunionnais, et
leurs Wolbachia et ce, dans des conditions expérimentales se rapprochant le plus possible
des conditions de terrain.

Les souches de DENV locales sélectionnées pour I'étude ayant été obtenues et
décrites dans la premiere partie du mémoire expérimental, est ensuite venu le choix des
populations de vecteurs a utiliser. Pour cela, nous nous sommes référés au pattern
épidémiologique de la dengue observé a La Réunion lors de I'épidémie qui n'a cessé depuis
2017. En effet, depuis le début de cette épidémie, le Sud et I'Ouest de I'lle ont généralement
été les zones avec les plus fortes incidences de dengue tandis que le nombre de cas est un
peu moins élevé dans le Nord et reste faible dans I'Est et le Centre de La Réunion (Hafsia et
al. 2022). Outre les facteurs décryptés dans la revue pouvant expliquer ces variations entre
localités, notamment les différences de température entre ces zones, il paraissait intéressant
de s’attarder également sur le réle de la compétence vectorielle des moustiques sur cette
différence. Lhypothése derriere cette interrogation étant que les moustiques des localités a
faible incidence du DENV présentaient une compétence vectorielle moindre par rapport a
celle des moustiques des lieux de forte incidence, et ce en lien avec une densité en
Wolbachia différente comme vu par ailleurs (Wei et al. 2021). Pour vérifier si 'ouverture du
filtre de compatibilité était bien hétérogéne au travers l'ile, les populations réunionnaises
d’Ae. albopictus sélectionnées doivent étre prélevées dans différentes localités de I'ile, leurs
compétences vectorielles comparées et mises en lien avec leurs densités en Wolbachia.

Afin de rester au plus proche de la réalité de terrain, nous avons décidé d’utiliser des
populations de moustiques directement originaire du terrain, c’est-a-dire de génération 0
(FO). Effectivement, I'élevage en laboratoire sur plusieurs générations peut avoir des effets
sur les populations de moustiques, notamment sur leurs diversités génétique ou
microbiologique, et cela peut se répercuter sur les résultats des tests de compétence
vectorielle. Nous avons ainsi réfléchi a plusieurs alternatives permettant de travailler sur ces
populations de terrain. La premiére contrainte fut qu’il n’était pas possible d’échantillonner
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des moustiques adultes. En effet, a La Réunion, et qui plus est en période épidémique,
échantillonner des moustiques adultes signifie prendre le risque de récupérer des
moustiques déja porteurs du DENV. Bien que la transmission verticale du DENV chez les
moustiques tigres varie fortement d’une étude a l'autre et d’un pays a 'autre (Grunnill and
Boots 2016; Ferreira-de-Lima and Lima-Camara 2018), elle reste relativement faible. Ainsi,
prélever des juvéniles (ceufs, larves et nymphes) restait la meilleure stratégie a adopter pour
s’affranchir de ce risque. Différentes options ont été envisagées mais une seule alliait a la fois
un effectif de moustiques suffisant et une représentativité des lieux de forte et faible
incidence de dengue observés a La Réunion. Lalternative qui a ainsi été retenue se base sur
la résistance a la dessiccation des ceufs d’Ae. albopictus avec une altération modérée du taux
d'éclosion et de survie des larves, au moins lors des premiers mois de dessechement (Juliano
et al. 2002; et observations non publiées réalisées a I'insectarium). Cette caractéristique
permet de prélever les ceufs a partir du terrain dans divers lieux (a haute ou faible incidence
de dengue, milieu plus ou moins urbanisé) et au cours de plusieurs sessions a I'aide de pieges
pondoirs dont les papiers de ponte sont relevés tous les cing jours, et ce pendant deux mois.
L'éclosion des ceufs et I'élevage des larves sont ensuite synchronisés au laboratoire afin
d’utiliser la génération FO pour les infections expérimentales en ayant un nombre
conséquent et suffisant de femelles agées de 7 a 10 jours a tester.

2.2. Campagnes de terrain et élevage

Une fois les méthodologies de collecte et d’expérimentation définies, la prospection
de sites d’échantillonnage productifs a été initiée, et les premiers pots de ponte ont été
déposés en février 2020 dans douze localités différentes aux patterns épidémiologiques
variés. Celles-ci se répartissent au sein de six communes que sont Trois Bassin, Saint Louis,
Saint Paul, Bras Panon, Le Tampon, et Sainte Clotilde. Plusieurs sorties sur le terrain pour
récupérer et renouveler les papiers de pontes ont été nécessaires afin d’obtenir un nombre
suffisant d'ceufs. La campagne de terrain s'est étendue alors sur plusieurs mois. Aprés cing
sessions sur le terrain et un total de 350 papiers de ponte récupérés, le confinement lié a la
pandémie du COVID-19 nous contraint a arréter nos campagnes de terrain mi-mars 2020.
Pour des raisons de sécurité les laboratoires sont alors presque entierement fermés et la
priorité est logiquement donnée a l'aide que le laboratoire peut fournir dans cette situation
pandémique sans précédent via le séquencage des cas de COVID-19 détectés a La Réunion
(voir en Annexe 2. Publication 7 : “Genomic insights into early SARS-CoV-2 strains isolated in
Reunion Island.” Wilkinson et al., 2021).

Lorsque le travail a pu reprendre en fonctionnement normal, les laboratoires et
insectarium ont été relancés. Cependant, les ceufs conservés a sec n‘ont pas éclos
suffisamment lors de leur mise en eau a cause d’une trop longue période de dessiccation. Il
n’était pas possible de travailler sur les FO, et, pour ne pas perdre tout le travail de terrain
effectué, la décision a été prise d’amplifier les six populations sur une ou deux générations
(F1 et F2), les localités appartenant aux mémes communes ayant été rassemblées en une
seule et méme population. Pour trois de ces populations, a savoir Ligne Paradis, Saint Paul et
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Saint Louis, le nombre d’individus femelles apres une génération d’amplification est
conséquent et permet de réaliser le test de compétence vectorielle sur les femelles F1 agées
de 7 a 10 jours. En revanche pour les trois autres populations que sont Bras Panon, Sainte
Clotilde, et Trois Bassins, les F1 ne présentent pas un nombre de femelles suffisant pour
réaliser les infections expérimentales. Il a fallu attendre I'amplification en F2 pour obtenir un
nombre suffisant de femelles agées de 7 a 10 jours pour I'expérimentation.

Le caractere chronophage de la méthodologie de collecte choisie et I'incertitude sur
I’évolution a court terme de la situation sanitaire du fait de la pandémie de COVID-19 font
qgue les campagnes de terrain n‘ont pas pu étre réitérées. Pour obtenir les populations de FO,
il a été décidé de se focaliser sur les cimetiéres dans des zones de plus ou moins forte
incidence de dengue, et de prélever les larves et nymphes avec leur eau de gite. Les
cimetiéres ont alors été privilégiés du fait des densités importantes de population de
moustiques qui y sont observées (gites larvaires et adultes) et de leur accessibilité, malgré un
risque de s’éloigner des quartiers de fortes incidences de la dengue. Les stades aquatiques
sont ainsi collectés dans les gites larvaires des cimetieres de Sainte Marie, Saint André, Saint
Gilles les Hauts, et Saint Philippe d’avril a mai 2021. Les larves et nymphes collectées pour
chaque localité sont ensuite placées en conditions contrélées au sein de I'insectarium, et y
sont élevées dans de l'eau prélevée sur le terrain jusqu’a émergence en adulte. Puis, les
infections expérimentales sont réalisées sur les femelles FO de 7 a 10 jours pour chacune de
ces populations. Les densités en Wolbachia sont mesurées chez les populations FO afin de
mettre en relation cette densité et la compétence vectorielle observée. Les méthodes et
résultats sont détaillés dans I'article présenté ci-dessous.
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Short title: Dengue epidemics sustained by Aedes albopictus in Reunion Island.

Abstract

Dengue virus (DENV) is the most prevalent mosquito-borne Flavivirus that affects humans worldwide.
Aedes albopictus, which is naturally infected with the bacteria Wolbachia, is considered to be a secondary
vector of DENV. However, it was responsible for a recent DENV outbreak of unprecedented magnitude in
Reunion Island, a French island in the South West Indian Ocean. Moreover, the distribution of the cases
during this epidemic showed a spatially heterogeneous pattern across the island, leading to questions
about the differential vector competence of mosquito populations from different geographic areas. The aim
of this study was to gain a better understanding of the vector competence of the Ae. albopictus populations
from Reunion Island for local DENV epidemic strains, while considering their infection by Wolbachia.
Experimental infections were conducted using ten populations of Ae. albopictus sampled across Reunion
Island and exposed to three DENV strains: one strain of DENV serotype 1 (DENV-1) and two strains of DENV
serotype 2 (DENV-2). We analyzed three vector competence parameters including infection rate,
dissemination efficiency and transmission efficiency, at different days post-exposition (dpe). We also
assessed whether there was a correlation between the density of Wolbachia and viral load/vector
competence parameters. Our results show that the Ae. albopictus populations tested were not able to
transmit the two DENV-2 strains, while transmission efficiencies up to 40.79% were observed for the
DENV-1 strain, probably due to difference in viral titres. Statistical analyses showed that the parameters
mosquito population, generation, dpe and area of sampling significantly affect the transmission efficiencies
of DENV-1. Although the density of Wolbachia varied according to mosquito population, no significant
correlation was found between Wolbachia density and either viral load or vector competence parameters
for DENV-1. Our results highlight the importance of using natural mosquito populations for a better
understanding of transmission patterns of dengue.

Keywords: dengue virus, Aedes albopictus, vector competence, Reunion Island, epidemiological patterns.
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Introduction

Dengue is the most widespread mosquito-borne disease affecting humans, with half of the global
population located in 128 tropical and subtropical countries, at risk of infection [1,2]. Most of the
96 million symptomatic cases per year are dengue fevers, which are characterized by a panel of
mild symptoms [3]. However, some cases demonstrate much more severe syndromes called severe
dengue (which can include severe plasma leakage, severe hemorrhagic syndrome, with or without
shock, and various organ dysfunctions). Severe dengue is responsible for 20,000 deaths each year
[4,5]. The etiological agent of the disease, the dengue virus (DENV), is a positive single-stranded
linear RNA genome (11 kilobases), belonging to the genus Flavivirus (Flaviviridae family). Four
different DENV serotypes exist, each of which is divided into several genotypes based on molecular
analyses [6-8]. Long term serotype-specific immunity follows a DENV infection and lasts for several
decades [9], whereas secondary infection with a heterologous serotype can lead to severe disease
manifestations through the antibody-dependent enhancement effect [10,11]. The DENV is
transmitted to humans through the bite of infected female mosquitoes, mostly of the Aedes genus.
Globally, the mosquito species Aedes aegypti is considered as the primary DENV vector, with Aedes
albopictus recognized as a secondary vector [5,12-14]. However, outbreaks of dengue involving
Ae. albopictus have been reported in some countries, such as in Japan (in 1942 and in 2014)
[15,16], Hawaii (in 2001) [17], Madagascar (in 2006) [18], Gabon (in 2007) [19], China (in 2004 and
2010) [20,21] and more recently in Reunion Island (in 2017) [22].

Reunion Island is an overseas French department located in South-Western Indian Ocean (SWIO),
about 700 km east of Madagascar. Several dengue outbreaks have been documented on the
island, with the first officially recorded one dating back to 1977 [23]. Subsequently, low-intensity
outbreaks have been reported for several years, with less than 230 cases per year and no death
related to dengue. However, Reunion Island has faced unprecedented epidemiological patterns
from 2017 to 2021. During this period, 71,636 confirmed cases, 542 severe forms and 78 deaths
were reported [22]. All four DENV serotypes have been detected in Reunion Island since 1977: the
three serotypes DENV-1, DENV-2 and DENV-3 in autochthonous cases, and all four serotypes in
imported cases [22]. A strong seasonal pattern in dengue incidence has been reported on the
island, with peaks occurring between March and June (i.e., during the hot and rainy season) [22].
Besides this seasonality, the geographic distribution of dengue cases is often heterogeneous across
the island, with the western and the southern parts being the most affected compared to the
northern, eastern and central parts [22]. Although factors related to human populations
(demography, geographic mobility, immunity) and DENV genetics may explain the transmission
pattern of DENV in Reunion Island, the role of mosquito populations should also be taken into
account [22].

Among the 12 species of mosquitoes encountered in Reunion Island, both Ae. aegypti and Ae.
albopictus are present [24-26]. However, Ae. albopictus is the most abundant mosquito species
and is commonly found throughout the island, even at altitudes exceeding 1,000 m [24,27]. This
species was identified as the main vector responsible for a significant Chikungunya outbreak on
Reunion Island in 2005-2006 [28], and it is also a major vector involved in dengue epidemics on the
island [23,29-31]. The role of Ae. albopictus in the transmission of DENV in Reunion Island is
supported by its large distribution across the island and the occurrence of peaks of DENV
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transmission that coincide with periods of high population densities of this vector [32,33]. DENV-1
was detected in pooled samples of Ae. albopictus collected in Reunion Island during the 2004
epidemic [30]. Other studies have shown that Ae. albopictus from Reunion Island are capable of
being infected with both DENV-1 [34] and DENV-2 [35,36]. However, these data do not provide a
clear picture of the vector competence variability (the ability of a vector to be infected and to
transmit a pathogen) among Ae. albopictus populations from Reunion Island and their potential
role in the geographical contrasts of dengue cases.

The aim of this study was to examine vector competence of natural populations of Ae. albopictus
from Reunion Island, collected in areas of high and low DENV transmission. A laboratory line of Ae.
aegypti from Reunion Island was used as a control. Experimental infections were performed using
local epidemic DENV-1 and DENV-2 strains. Since no geographic structure of the genetic diversity
of Ae. albopictus populations has been observed in Reunion Island [37,38], we also assessed the
influence of the density of endosymbiotic bacteria Wolbachia on vector competence phenotypes.
Aedes albopictus is naturally infected with two Wolbachia strains, namely wAlbA and wAlbB [39],
which can interfere with the replication and transmission of DENV [35,40,41]. The results of this
investigation may help to better understand the role of Ae. albopictus populations in the
epidemiological patterns of dengue in Reunion Island.

Materials and Methods

Mosquitoes

Aedes albopictus specimens were collected as eggs, larvae and pupae in 10 localities across
Reunion Island in 2020 and 2021: Sainte-Marie (FO_SM), Saint-André (FO_SA), Saint-Gilles les Hauts
(FO_SG), Saint-Philippe (FO_SPh), Saint-Paul (F1_SPa), Saint-Louis (F1_SL), Ligne Paradis (F1_LP),
Sainte-Clotilde (F2_SC), Bras-Panon (F2_BP) and Trois Bassins (F2_TB) (Fig 1 and Table 1). Field
samples (F, generation) were reared in the laboratory under standard conditions [26 + 1°C, 80%
relative humidity (RH), 12 h light/12 h dark photoperiod]. Larvae were fed with yeast tablets, and
adults were provided with 10% sucrose solution. Samples collected as eggs were amplified for one
generation (F,) or two generations (F,) before vector competence experiments. To achieve this,
adult females were artificially fed with bovine blood using the Hemotek feeding system (Hemotek
Limited, Great Harwood, UK) covered by pig intestine. Experimental infections were conducted
using four Ae. albopictus populations of F, generation (FO_SM, FO_SA, FO_SG and FO_SPh), three
populations of F, generation (F1_SPa, F1_SL and F1_LP), and three populations of F, generation
(F2_SC, F2_BP and F2_TB) (Table 1). A laboratory colony of Ae. aegypti (F,; and F,; generations),
established from mosquitoes collected in the Trois Bassins locality in 2014 (F31_Aeg and F37_Aeg),
was also used (Fig 1 and Table 1).
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Fig 1. Map of sampling sites of Aedes albopictus and Aedes aegypti in Reunion Island. For Ae. albopictus,
the sampling sites are colored according to geographic regions: orange, South; blue, West; purple, North;
and green, East. The unique Ae. aegypti population is colored in gray. Population codes and the generation
(i.e. Fy, Fy, F;, Fsy, Or F3; generation) at which mosquitoes were used for the vector competence experiments
are given in brackets. The satellite image was extracted from the NASA Earth Observatory public domain

Saint-Gilles les Hauts
(FO_SG)

Trois Bassins
(F31_Aeg/F37 Aeg)

Trois Bassins
(F2_TB)

image database [42].

Table 1. General information about mosquito populations and DENV strains used in this study. For each
population and condition, the number of samples examined after DENV exposure are indicated. dpe = days

post-exposition.

Ligne Paradis
(FI_LP)

Bras-Panon

(F2_BP

b .

Saint-Philippe

(FO_SPh)

Mosquitoes Number of samples
Sampling site Geographic Date of DENV wireln | —
Bpeciex (population code) area Denaration collection Hdpe | 2cps | 0 dpe
April 2021 DENV-1 32 48 48
Sainte-Marie (FO_SM) North F DENV-2 EVAg | 48 48 48
Melf ! DENV-1 24 24 26
Sainte-Clotilde (F2_S¢)|  North g, |[FebrarytoMarchi ey g 32 38 0
Saint-Gilles les Hauts ) DENV-1 32 48 48
(F0_SG) West Fo Aeril 2021 I pETS EvRg | 0 0 5
Saint-Paul (F1_SPa) West F, [FebruanyvtoMarcht neyuo ul | 17 0 0
Aedes | Trois Bassins (F2_TB) |  West F, |FebruanvtoMarchl ey g 48 48 78
albopictus 2020
Saint-Philippe South E Anil 2021 DENV-1 32 48 48
(FO_SPh) o p DENV-2 EVAg |0 0 16
Saint-Lovis (F1_SL) |  South Foo|Feerey loMach penvoaul | 22 0 0
Ligne Paradis (F1_LP)|  South F February Jo March| - pENv-2_JuL 17 0 0
. " _ DENV-1 32 48 32
Saint-André (FO_SA) East Fs April 2021 DENV-2 EVAg T e e
Bras-Panon (F2_BP) East F,  |FebrayioMach  peyy.g 48 48 70
Aedes Trois Bassins Labaoratory Fas 2014 DDiN:sz‘i\:ig ig g g
aegypti |(F31_Aeg or F37_Aeg)| colony = DENV-A 22 28 20
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Viral strains

Three clinical DENV strains isolated from autochthonous human cases from Reunion Island were
used: one DENV-1 strain of genotype 1, (GenBank accession number: ON631277), and two DENV-2
strains of the same lineage inside the cosmopolitan genotype, DENV-2_JUL (GenBank accession
number: MN272404) and DENV-2_EVAg (EVAg reference: UVE/DENV-2/2018/RE/47099). The
DENV-1 strain was isolated on Vero E6 cells (ATCC, ref. CRL-1586) from a serum sampled in 2019
[43]. The DENV-2_JUL was isolated on Vero E6 cells from a blood sample collected from a patient
in 2018 [44]. The DENV-2_EVAg was purchased as lyophilizate from the European Virus Archive
goes global (EVAg) at passage 4. This latest DENV strain was isolated from a traveler returning from
Reunion Island to mainland France in 2018. Before viral production, the lyophilized DENV-2_EVAg
was resuspended into 200 pl distilled water. Viral stocks of the three DENV strains used in
experimental infections were amplified on Vero E6 cells at a MOI of 0.1 in an Eagle’s minimum
essential medium (MEM) supplemented with 2% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2
mmol/| L-glutamine, 1 mmol/l sodium pyruvate, 10 U/ml of penicillin, 0.1 mg/ml of streptomycin
and 0.5 pg/ml of fungizone (PAN Biotech, Aidenbach, Germany). Vero cells were maintained at
37°C with a 5% CO, atmosphere. For all virus stocks, supernatants were harvested three to five
days post-infection after the onset of cytopathic effects and then frozen at -80°C until use.

Experimental infections

Seven to fifteen-day-old female mosquitoes were isolated in small cages (16x16x16 cm) and
starved for 24 to 30 hours. After this starvation period, they were allowed to feed for 45 minutes
on infectious blood meals consisting of 1 ml of washed rabbit erythrocytes, 1 ml of DENV
suspension and 5 mM (21 pl) of adenosine triphosphate used as a phagostimulant. The infectious
blood meal was delivered to mosquitoes using the Hemotek feeding system (Hemotek Limited,
Great Harwood, UK) covered with pig intestine. Because we were unable to increase the titres of
viral stocks of the two DENV-2 strains for experimental infections, infectious blood meals were
performed with the maximum possible virus titre which differed between DENV strains with 7x10°
PFU/ml, 6.8x10* PFU/ml and 3.2x10° PFU/ml for DENV-1, DENV-2_JUL and DENV-2_EVAg,
respectively. Then, mosquitoes were cold-anesthetized, and engorged females were transferred
into a climatic chamber (26+1°C, 80% of RH and with a photoperiod of 12 h light/12 h dark) where
they were maintained with a 10% sucrose solution for a maximum of 28 days. Seven Ae. albopictus
populations were infected with DENV-1 (FO_SM, FO_SG, FO_SPh, FO_SA, F2_SC, F2_BP, F2_TB),
three populations were infected with DENV-2_JUL (F1_SPa, F1_SL, F1_LP), and four populations
with DENV-2_EVAg (FO_SM, FO_SG, FO_SPh, FO_SA) (Table 1). The Ae. aegypti colony (F,, and F,
generations) was infected with the three DENV strains (Table 1). Mosquito populations infected
with a specific DENV strain were selected based on the availability of the both mosquito
populations and the viral strains in the laboratory.

Vector competence analysis

At 14, 21, and 28 days post-exposure (dpe) to infectious blood meals, legs and wings of
mosquitoes (N= 5 to 76, Table 1) were removed before salivation [45]. Saliva from individual
mosquitoes was collected for 30 min by inserting the proboscis into a pipette tip containing 5 pl of
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FBS. Afterwards, the solution contained in the tip was transferred to 45 pl of complete MEM
medium (i.e. MEM supplemented with I-glutamine, sodium pyruvate, penicillin, streptomycin and
fungizone as described above). Then the head and the body (thorax and abdomen) were separated
and ground in 200 pl of complete MEM medium supplemented with 2% FBS. After a centrifugation
at 10,000xg for 5 minutes to pellet tissue debris, 150 pl of the supernatant of each sample was
stored at -80°C until detection and titration of DENV. For bodies, pellets were stored in -80°C for
the measurement of Wolbachia density (see below). The detection of DENV in bodies, heads and
saliva was performed by plaque forming unit (PFU) assays on Vero cells. For bodies and heads,
48-well culture plates were seeded with 5x10* Vero E6 cells per well. For saliva, 12-well plates
were seeded with 3x10° Vero E6 cells per well. The following day, cells were incubated for 2 hours
(37°C, 5% CO,) with 100 pl of ten-fold dilutions of body or head homogenates, or with 250 pl of
ten-fold dilutions of the solution containing saliva. All dilutions were performed with complete
MEM medium supplemented with 2% FBS. Then, 200 ul (for bodies and heads) or 1 ml (for saliva)
of MEM medium supplemented with 5% of FBS and 0.8% of carboxymethylcellulose sodium salt
(CMC; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) were added to each well. After 5 days of
incubation (37°C, 5% CO,), supernatants were removed, cells were washed twice with PBS, fixed
with 3.7% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich), and stained with 0.5% crystal violet (Sigma-Aldrich)
dissolved in ethanol 20% (S1 Fig). Vector competence of each population was evaluated based on
three parameters: the infection rate (IR), the dissemination efficiency (DE), and the transmission
efficiency (TE). IR, DE and TE correspond respectively to the proportion of infected bodies, head
and saliva among the total number of mosquitoes tested. For each DENV strain, the number of
mosquitoes analyzed per population and the selected dpe depended on the total number of
females having taken an infectious blood meal.

Viral RNA extraction and amplification

Viral loads in the bodies of infected F, Ae. albopictus mosquitoes (N=43) previously exposed to
DENV-1 and collected at 21 and 28 dpe were quantified using the reverse transcription
guantitative real-time PCR (RT-gPCR). These samples are sub-samples of those tested for vector
competence (infection rates). RNA from mosquito bodies was individually extracted using the
QlAcube HT robotic workstation and the associated Cador Pathogen 96 QlAcube HT Kit (QIAGEN)
following manufacturer’s recommendations with slight modifications. Extracted RNA was eluted in
100 ul of AVE buffer (QIAGEN). The RT-gPCR was then performed using the QIAGEN OneStep
RT-PCR Kit according to the manufacturer’s recommendations. For this, a mixed solution was
prepared with RNA template (5 pl), a TagMan probe (FAM-ACACCTCAAGCTAA-TAMRA), and
primers (Forward 5’-GAACATGGRACAAYTGCAACYAT-3'; Reverse
5'-CCGTAGTCDGTCAGCTGTATTTC-3’) specific for the DENV-1 viral envelope gene. The thermocycler
program consisted of a reverse transcription step of 45 min at 45°C, denaturation for 5 min at 95°C
followed by 40 cycles of amplification (72°C for 5s and 56°C for 60 s). The number of viral RNA
copies was estimated against a standard curve following the methodology published by the HAS
(Haute Autorité de Santé, France). Briefly, plasmids containing targeted DENV-1 were synthesized
by GeneCust (France) and used as the standard curve at concentrations of 10' to 10® RNA copies

per pl.
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Wolbachia density

Wolbachia were quantified in bodies of F, Ae. albopictus mosquitoes (N=75) previously exposed to
DENV-1 and collected at 21 and 28 dpe. DNA was extracted from individual body carcasses,
previously stored in -80°C from samples used to test vector competence (infection rates), using the
QlAcube HT robotic workstation and the associated Cador Pathogen 96 QlAcube HT Kit (QIAGEN)
following the manufacturer’s recommendations with slight modifications. Afterwards, DNA was
eluted in 100 pl of AVE buffer (QIAGEN) and stored at -20°C until molecular investigations.
Real-time quantitative PCRs were performed with the CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) to estimate the number of Wolbachia genome copies in each
sample. Two PCRs that specifically amplified the Wolbachia surface protein gene wsp for the
strains wAlbA and wAlbB were performed using newly designed primers for wAIbA (wspA: wspA_F
5'-TAACAGCAATTTCAGGACTAG-3' and wspA_R5-CTGTTTTGATTATTTATAGCGG-3’) and wAlbB
(wspB: wspB_F 5'-GTGGCAGTATTTTCAGGATTG-3’ and wspB_R 5'-CTGCACTAGCTTCTGAAGG-3) that
amplify 140 bp and a 130 bp fragments, respectively. Wolbachia genomes were quantified relative
to mosquito genomes. To this end, a fragment of the Ae. albopictus 40S ribosomal protein 57
(RSP7) gene of 140 bp was amplified with designed primers (RSP7_F
5'-ATCGAGTTCAACAGCAAGAA-3’ and RSP7_R 5'-CGACGTGCTTGCCGGAGAAC-3'). About 5 ng of
genomic DNA was mixed with 10 pl of QuantiNova Probe RT-PCR master mix (QIAGEN), 1 ul (10
uM) of each primer and 3.6 pl of RNase-free water. PCRs were run with activation for 2 mins at
95°C followed by 45 cycles (95°C for 5s and 60°C for 5s). Each DNA template was analyzed in
triplicate for wspA, wspB and RSP7. A standard curve was generated for each gPCR run to
standardize the signals with the RSP7 reference. The relative mean genome number of wAlbA and
wAlbB strains was obtained per RSP7 copy number.

Statistical analysis

Vector competence for DENV

A first analysis was performed on all data using the proportion test to compare IR, DE and TE
parameters between mosquito populations for each dpe and each DENV strain separately. A
Bonferroni correction was applied for multiple comparisons [46]. A second analysis was performed
to study the effects of four explanatory parameters on the vector competence of Ae. albopictus
populations to DENV-1 using generalized linear models (GLM) with a binomial error structure (or
guasi-binomial in case of over-dispersed data). The explanatory parameters tested were all
categorical: ‘population’ (seven modalities: FO_SM, FO_SA, FO_SG, FO_SPh, F2_SC, F2_BP and
F2_TB), ‘generation’ (two modalities: F, and F,), ‘dpe’ the day post-exposure (three modalities: 14
dpe, 21 dpe, and 28 dpe), and ‘area’ (four modalities: North, East, South and West). The GLM
analyses were made independently for each of the three vector competence parameters (i.e. IR,
DE, and TE) used as binary response variables (DENV infected and non-infected). As each
population had only one generation, the effect of the two parameters ‘population’ (of F, or F,
generation) and ‘generation” were analyzed independently to avoid any confounding effect.
Therefore, three distinct models were used: GLM1 with the following maximal model on F,
generation only “population * dpe”, GLM2 with on F, generation only “population * dpe”, and
GLM3 on all populations with “(generation + dpe + area)”2”. Selection of the minimal model was
assessed using the likelihood ratio test (LRT), and the significance of the selected parameters
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addressed by Anova from the car R package [47]. Based on the minimal model selected, the
emmeans R package [48] was used to assess the statistical difference between the modalities.

Wolbachia density

We first compared Wolbachia density (wAlbA, wAlbB, or wAlbTot) according to dpe for each
population using the Mann_Whitney test for unpaired samples and no significant difference was
noted between 21 and 28 dpe either for wAlbA, wAlbB, or wAlbTot (Mann_Whitney tests; all
p-values > 0.0789). Therefore, subsequent analyses were carried out by combining samples from
both dpe (N=75, 41 samples from 21 dpe and 34 samples from 28 dpe). The Mann_Whitney test
was also used to compare the densities of the two Wolbachia strains for each mosquito
population. The effect of population on Wolbachia density (wAlbA, wAlbB, or wAlbTot) was
explored using the non-parametric Kruskal-Wallis analysis followed by pairwise post-hoc
comparisons of medians with a Dunn’s test. To assess the influence of Wolbachia on vector
competence parameters, mosquitoes were first classified according to four IDT (Infection,
Dissemination, Transmission) scores (0, 1, 2 or 3). These IDT scores were defined as follows: the
IDT score 0 for mosquitoes with no infectious DENV-1 particles either in the body, head or saliva;
the IDT score 1 for samples with only infected bodies; the IDT score 2 for mosquitoes with
infectious particles in the bodies and the heads; and the IDT score 3 for mosquitoes with infectious
DENV-1 particles in the bodies, heads and saliva (S1 Table). Then Wolbachia density medians were
compared between different combinations of these IDT scores using Mann_Whitney tests for
unpaired samples. The correlation between Wolbachia densities and DENV-1 viral load in the
bodies of infected mosquitoes was examined using a Pearson correlation coefficient test in a
sub-sample of DENV-1 infected Ae. albopictus (N=43). The effect of mosquito population on
DENV-1 viral load was also explored using the non-parametric Kruskal-Wallis analysis followed by
pairwise post-hoc comparisons of medians with a Dunn’s test.

All the statistical analyses were performed in R software (v.3.6.2) (R Core Team 2019) with also the
following packages: PropCls [49], stats (R Core Team 2019), ggplot2 [50], rstatix [51], ggbreak [52],
and glm2 [53].

Results

Aedes albopictus populations of three generations (F,, F, and F,) collected in different geographic
areas (North, East, South and West) in Reunion Island, and a laboratory colony of Ae. aegypti (F1;
and F,, generations) used as control, were exposed to three DENV strains: one DENV-1 and two
DENV-2 that have circulated on the island between 2018-2020 (Table 1).

No transmission of DENV-2 strains by Aedes albopictus populations

Three Ae. albopictus populations of F; generation (F1_SPa, F1_SL and F1_LP) were exposed to the
DENV-2_JUL strain and vector competence parameters were examined at 14 dpe. Low IR were
observed with values ranging between 5.88% (95% Confidence Interval = 1.05 - 26.98%) and
11.76% (3.29 - 34.34%) (S2 Table) but no significant differences between populations were
observed in pairwise comparisons (all p-values > 0.99). No dissemination or transmission of
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DENV-2_JUL was observed for the three Ae. albopictus populations (52 Table). In comparison, a
laboratory colony of Ae. aegypti exposed to DENV-2_JUL was examined at 14 and 21 dpe. Similar
to Ae. albopictus, low IRs were observed: 9.38% (3.24 - 24.22%) and 8.82% (3.05 - 22.96%) at 14
and 21 dpe, respectively, and no dissemination or transmission of the DENV-2_JUL strain at either
dpe (52 Table).

Four Ae. albopictus populations of F, generation (FO_SM, FO_SA, FO_SG, and FO_SPh) were
exposed to the DENV-2_EVAg strain and vector competence parameters were examined at 14, 21,
and 28 dpe for FO_SM and FO_SA, and only at 28 dpe for FO_SG and FO_SPh. The Ae. albopictus
populations also showed very low vector competence to DENV-2_EVAg. In FO_SM and FO_SA
populations, only one infected body was observed at 14 dpe (IR=2.08%; 0.37 - 10.90%; for both
populations), and no infection was observed later at 21 or 28 dpe (53 Table). At 28 dpe, no infected
body was observed in the FO_SG population (S3 Table), while IR in the FO_SPh population was
estimated at 25% (10.18 - 49.50%), and was significantly higher than in FO_SM and FO_SA
population (IR=0.00%; 0.00 - 7.41% for both populations; and p-values = 0.009 for both
comparisons). No dissemination or transmission was observed for the different populations and
dpe considered (S3 Table). For Ae. aegypti, IR was 8.57% (2.96 - 22.38%) at 14 dpe, and, unlike Ae.
albopictus populations, virus dissemination was observed (DE=2.86%; 0.51 - 14.53%) for the
DENV-2_EVAg strain. However, as with the Ae. albopictus populations, no transmission was
observed at 14 dpe for Ae. aegypti (S3 Table).

Transmission of the DENV-1 strain by Aedes albopictus populations

We examined the vector competence of four Ae. albopictus populations of F, generation (FO_SM,
FO_SA, FO_SG and FO_SPh) and three populations of F, generation (F2_SC, F2_BP and F2_TB), as
well as a laboratory colony of Ae. aegypti, at 14, 21, and 28 dpe after exposure to the DENV-1
strain (Fig 2 and Table 2).

Table 2. Vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti populations exposed to the
DENV-1 strain. Infection rates (IR), dissemination efficiencies (DE), and transmission efficiencies (TE) were
examined at 14, 21, and 28 days post-exposure (dpe) to an infectious blood meal. IR = number of infected
bodies among the mosquitoes tested (%); DE = number of infected heads among the mosquitoes tested (%);
TE = number of infected saliva among the mosquitoes tested (%). The numbers in brackets correspond to
the 95% confidence interval, while the numbers in parentheses represent the count of positive samples out
of the total samples tested. ND = not done. FO_SM, FO_SA, FO_SG, FO_SPh, F2_SC, F2_BP and F2_TB
correspond to Ae. albopictus populations and F37_Aeg is the Ae. aegypti population.
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14 dpe 21 dpe 28 dpe
Population
IR DE TE IR DE TE IR DE TE
28.13% 3.13% 313% 27.08% 25.00% 14.58% 20.83% 20.83% 12.50%
FO_SM [15.56 - 45.37%] | [0.55 - 15.74%)] | [0.55 - 15.74%) | [16.57 - 41.00%)] [14.92 - 38.78%) | [7.25-27.17%)] | [11.73- 34.26%] | [11.73- 34.26%)] [5.86 - 24.70%]
(9/32) (1/32) (1/32) (13/48) (12/48) (7/48) (10/48) (10/48) (6/48)
31.25% 15.63% 9.38% 18.75% 16.67% 10.42% 9.38% 6.25% 3.13%
FO_SA [17.95 - 48.57%] | [6.86 - 31.75%] | [3.24 - 24.22%) | [10.19 - 31.94%)] [B.70 - 28.58%] | [4.53-22.17%)] | [3.24-24.22%] [1.73-20.15%] [0.55 - 15.74%)]
(10/32) (5/32) (3/32) (a/48) (8/48) (5/48) (3132) (2/32) (1132)
9.38% 0.00% 0.00% 37.50% 12.50% 4.17% 31.25% 12.50% 6.25%
FO_SG [3.24 - 24.22%] | [0.00 - 10.72%)] | [0.00 - 10.72%] | [25.22 - 51.64%)] [5.86 - 24.70%] | [1.15-13.98%] | [19.95- 45.33%]  [5.86 - 24.70%]  [2.15- 16.84%)]
(3/32) (0/32) (0/32) (18/48) (6/48) (2/48) (15/48) (B/48) (3r48)
15.63% 6.25% 0.00% 37.50% 12.50% 2.08% 14.58% 12.50% 8.33%
FO_SPh [6.86 - 31.75%] | [1.73 - 20.15%)] | [0.00 - 10.72%)] | [25.22 - 51.64%] [5.86 - 24.70%] [0.37 - [7.25-27.17%] | [5.86 - 24.70%] | [3.29- 19.55%)]
(5/32) (2/32) (0/32) (18/48) (6/48) 10.90%](1/48) (7148) (B/48) (4148)
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40.63% 12.50% 0.00% 52.63% 42.11% 21.05%
F2_SC [25.52 - 57.74%)]  [4.97 - 28.07%]  [0.00 - 10.72%) | [37.26 - 67.52%] [27.85 - 57.81%] | [11.07 - 36.35%] ND ND MD
(13/32) (4/32) (0/32) (20/38) (16/38) (8/38)
54.58% 25.00% 2.08% 68.75% 64.58% 35.42% 57.14% 55.71% 32.86%
F2_BP [50.44 - 76.57%)] [14.92 - 38.78%] [0.37 - 10.90%] | [54.67 - 80.05%] [50.44 - 76.57%] | [23.43 - 40.56%] | [45.48- 68.06%)] | [44.08- 66.75%] [23.00- 44.50%)]
(31/48) (12/48) (1/48) (33/48) (31/48) (17/48) (40/70) (39/70) (23/70)
54.17% 14.58% 0.00% 45.83% 45 B3% 20.83% 68.42% 67.11% 40.79%
F2_TB [40.29 - 67 42%)] [7.25-27.17%] [0.00-7.41%] |[32.58 - 58.71%] [32.58 - 59.71%] | [11.73- 34.26%] | [57.30- 77.77%)] | [55.94- T6.62%] [30.44- 52.02%)]
(26/48) (7/48) (0/48) (22/48) (22/48) (10/48) (52/T6) (51/76) (31/76)
62.50% 6.25% 0.00% 52 08% 41.67% 12.50% 66.67% 53.33% 16.67%
F37_Aeg [45.25 - 77.07%]  [1.73 - 20.15%] | [0.00 - 10.72%] | [36.33 - 65.53%] | [26.85 - 55.72%] [5.86 - 24.70%) | [48.78 - B0.77%)] [36.14 - 69.77%] [7.34 - 33.56%)]
(20/32) (2032) (0/32) (25/48) (20/48) (6/48) (20/30) (16/30) (5/30)

All populations were susceptible to DENV-1 infection (Fig 2A and Table 2): IRs values ranged from
9.38% (3.24 - 24.22%) to 64.58% (50.44 - 76.57%) at 14 dpe, from 18.75% (10.19 - 31.94%) to
68.75% (54.67 - 80.05%) at 21 dpe, and from 9.38% (3.24 - 24.22%) to 68.42% (57.30 - 77.77%) at
28 dpe (Fig 2A and Table 2). Statistical analysis of IR showed that the explanatory parameters
"dpe", and "area" were not retained in the minimal models of the three GLMs, and therefore had
no effect on the IR values (Table 3). Only the "generation" parameter showed a significant
influence on IR (GLM3, X2 = 51.024, df = 1, p-value < 0.0001), with a higher IR for populations of F,
generation (IR=58.09%; 53.25 - 62.78%) than for populations of F, generation (IR=24.19%; 20.63 -
28.15%; p-value < 0.0001, S4 Table) but no significant difference was noted between populations

of the same generation (all p-values > 0.05).

All Ae. albopictus populations, as well as the Ae. aegypti colony, were able to disseminate DENV-1
(Fig 2B and Table 2). Similar to IR, pairwise comparisons revealed significantly higher DE for
populations of F, generation compared to those of F, generation, but only at 21 and 28 dpe (54
Table), and no significant difference was noted between populations of the same generation (all
p-values P > 0.05). Analyzing both generations separately, DE were not different between
populations ("population" parameters not retained in the GLM1 and GLM2 minimal models; Table
3), whereas the "generation" parameter showed a significant influence (GLM3, X?*=61.320, df = 1,
p-value < 0.0001) with higher mean DE for populations of F, generation (DE=44.61%; 39.86 -
49.46%) than for populations of F; generation (DE=12.90%; 10.24 - 16.14%; p-value < 0.0001). In
contrast to IR, statistical analyses showed a significant effect of dpe, with DE increasing over time
for populations of F, generation (GLM2, X?=30.485, df = 2, p-value < 0. 0001) from 17.97% (12.28 -
25.52%) at 14 dpe to 51.49% (43.11 - 59.79%) at 21 dpe or to 61.64% (53.55 - 69.14%) at 28 dpe
(pairwise comparison, p-value = 0.0003 and p-value < 0.0001, respectively). For populations of F,
generation, no effect of "dpe" was observed (GLM1, Table 3), with mean DEs ranging from 3.13%
(0.55 - 15.74%) to 15.63% (6.86 - 31.75%) at 14 dpe, from 12.50% (5.86 - 24.70%) to 25.00% (14.92
-38.78%) at 21 dpe, and from 6.25% (1.73 - 20.15%) to 20.83% (11.73- 34.26%) at 28 dpe (Table 2).
When both generations are analyzed together, “dpe” significantly influenced DE (GLM3, X?
=29.334, df = 2, p-value < 0.0001) with DE significantly increasing between 14 dpe (DE=12.11%;
8.66 - 16.68%) and 21 dpe (DE=30.98%; 26.21 - 36.20%) or 28 dpe (DE=35.40%; 30.38 - 40.77%)
(pairwise comparison, p-value = 0.0001 and p-value < 0.0001, respectively). Finally, and as for the
IR, the “area” parameter was not retained in the GLM3 minimal model, demonstrating no

influence on the DE values (Table 3).
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The Ae. albopictus populations and the Ae. agegypti colony tested were all able to transmit the
DENV-1 strain tested at 21 dpe, with FO_SM, FO_SA and F2_BP populations containing infectious
virus particles in the saliva as soon as 14 dpe (Fig 2C and Table 2). As with the DE, significantly
higher TE was found for populations of F, generation compared to populations of F, generation at
both 21 and 28 dpe (S4 Table), but no significant difference was noted between populations of the
same generation (all p-values > 0.05). Only the “dpe” parameter was retained in the GLM2 minimal
model (GLM2, X? = 60.324, df = 2, p-value < 0.0001), with a significantly lower TE for the
populations of F, generation at 14 dpe (TE=0.78%; 0.14 - 4.29%) than at 21 dpe (26.12%; 19.42 -
34.15%, p-value = 0.002) or than at 28 dpe (36.99%; 29.58 - 45.06%, p-value = 0.0003). TE were
not significantly different between the populations of F, generation (GLM1) and ranged from
3.13% (0.55 - 15.74%) to 9.38% (3.24 - 24.22%) at 14 dpe, from 2.08% (0.37 - 10.90%) to 14.58%
(7.25 - 27.17%) at 21 dpe, and from 3.13% (0.55 - 15.74%) to 12.50% (5.86 - 24.70%) at 28 dpe (Fig
2C and Table 2). For the GLMS3, all the explanatory parameters and their two-by-two interactions
were retained in the minimal model (Table 3). Post-hoc analyses showed differences in TE between
generations within certain areas. In the West, the population of F, generation had a significantly
higher TE (TE=23.84%; 18.09 - 30.73%) than that of F, generation (TE=3.91%; 1.68 - 8.82%; p-value
< 0.0001). In the East, the population of F, generation had a significantly higher TE (TE=25.90%;
19.84 - 33.06%) than that of F,generation (TE=8.04%; 4.29 - 14.57%; p-value < 0.0001). Moreover,
TE increased over time according to the area with, for example, a mean TE for the northern
populations increasing significantly between 14 dpe (TE=1.56%; 0.28 - 8.33%) and 21 dpe
(TE=17.44%; 10.86 - 26.80%; p-value < 0.0001) and between 14 and 28 dpe (TE=12.50%; 5.86 -
24.70%; p-value < 0.0001). The Ae. aegypti colony presented similar TEs to Ae. albopictus with
12.50% (5.86 - 24.70%) and 16.67% (7.34 - 33.56%) at 21 and 28 dpe, respectively (Fig 2C and
Table 2).
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Fig 2. Vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti populations from Reunion
Island exposed to the DENV-1 strain. (A.) Infection rates (IR), (B.) dissemination efficiencies (DE), and (C.)
transmission efficiencies (TE) of mosquito populations according to geographic areas (orange: South; blue:
West; purple: North; and green: East). Data obtained with Ae. aegypti are shown in gray. Vector
competence parameters were examined at 14, 21, and 28 days post-exposure (dpe) to the DENV-1 strain via
an infectious blood meal. Error bars correspond to the 95% confidence intervals. ND= not determined.



Table 3. Statistical analyses of vector competence parameters of Ae. albopictus populations infected with
the DENV-1 strain. Mosquitoes were examined at 14, 21 and 28 days post-exposure (dpe). In these analyses,
the influence of mosquito population, dpe, generation and area were tested. d.f is the degree of freedom
and > is the Chi-square value.

| IR DE TE
Parameters retained Generation

Waximslmodyl in the minimal model X df.

p-value X*  df. p-value X d.f. p-value

aFii popufat_fon of Fy population £ = = - = - = = -
generation + dpe dpe _ - _ _ _ - - -
GLM2 popu!at_fon of F, population £z - - - - - B - -
genaration +.dpe dpe 2 i - 30485 2  <0.0001 | 60324 2 0.0001
generation x dpe - - - - - - 154.34 2 <0.0001
generation x area = = = - = = 38.09 2 =0.0001
GLM3 (generation + dpe dpe x area Al - - - - - - 185.61 (5} <0.0001
+area)"2 generation 51.024 1  <0.0001 |61.320 1  <0.0001 @ 46131 1  <0.0001
dpe - - - 29.334 2 <0.0001 | 811.59 2 <0.0001
area - - - - - - 47.41 3 =0.0001

122

We also tested the influence of the sampling period on vector competence to the DENV-1 strain by
comparing IRs, DEs and TEs at 14, 21 and 28 dpe between two populations collected in the same
location (FO_SM) a month apart. No significant difference was observed between the two
populations for either IRs (p-values > 0.760, for all the dpe tested), DEs (p-values > 0.356), or TEs
(p-values > 0.425) (see S5 Table for all proportion data).

No effect of Wolbachia on the replication of DENV-1 in Aedes albopictus

We measured the density of Wolbachia strains wAlbA, wAlbB and of both strains (wAlbTot, i.e.
wAlbA + wAlbB) in individual Ae. albopictus mosquitoes (N=75) from the four populations of F,
generation (FO_SM, FO_SG, FO_SPh, FO_SA) previously exposed to DENV-1 infectious blood meals
and collected at 21 and 28 dpe. These two dpe were selected because they showed higher values
of vector competence parameters in particular DE and TE (see Fig 2), thus allowing testing the
correlation between Wolbachia densities and vector competence referred as IDT scores (S1 Table).
The wAlbA strain presented a significantly higher density than the wAlbB strain in the four
populations (Mann_Whitney tests; p-value = 0.002 for FO_SM and for FO_SA; p-value < 0.001 for
FO_SG and for FO_SPh), with median densities per population ranging from 2.20 (0.70 - 2.20) to
9.00 (3.90 - 24.80) bacteria/cell for wAlbA and from 0.40 (0.23 - 0.60) to 1.95 (1.40 - 2.30)
bacteria/cell for wAlbB (S6 Table). The density of both Wolbachia strains varied according to
mosquito populations (56 Table), with the lowest densities observed in the FO_SG population,
followed by the FO_SPh population and higher densities in the FO_SM and FO_SA populations (S2
Fig and S6 Table).

To examine the influence of Wolbachia density on Ae. albopictus vector competence, the samples
from the four populations and from both 21 and 28 dpe were gathered (since no significant
difference was found between dpe and between populations for F, generation, i.e. GLM1, see
Table 3). They were then classified according to their IDT score (N = 12 to 19 mosquitoes per IDT
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score, S7 Table). No significant difference in Wolbachia density was observed between the IDT
score 0 (i.e. no infection) and all three other IDT groups (1, 2 and 3) gathered (i.e. with at least one
infected tissue) either for wAlbA (Mann_Whitney test, p-value = 0.609), wAlbB (p-value = 0.613), or
whAlbTot (p-value = 0.696), suggesting that Wolbachia density did not affect the ability of
mosquitoes to become infected after exposure to DENV-1 (S3 Fig, S7 Table). Similarly, no significant
difference was found by comparing the Wolbachia density between the score IDT 1 on one hand,
and the scores 2 and 3 gathered on the other hand (57 Table) (Mann_Whitney tests; p-value =
0.434 for wAlbA; p-value = 0.066 for wAlbB; p-value = 0.494 for wAlbTot), suggesting that
Wolbachia density did not affect the ability of mosquitoes to disseminate the DENV-1 after being
infected (S3 Fig). Wolbachia density had also no impact on the ability of mosquitoes to transmit
DENV-1 after dissemination in the heads, a result highlighted by the absence of any significant
difference between the Wolbachia density of IDT scores 2 and 3 (S7 Table) (Mann_Whitney tests;
p-value = 0.151 for wAlbA; p-value = 0.238 for wAIbB; p-value = 0.113 for wAlbTot) (S3 Fig).

Finally, we examined the correlation between Wolbachia density (wAlbTot i.e. wAlbA+wAlIbB) and
the number of DENV-1 RNA copies in the bodies of the infected mosquitoes (N = 43 positive
samples for DENV-1). The median DENV-1 RNA copies per body in the examined populations
ranged from 2.72x10° (5.05x10%-7.71x10°) to 1.40x10’ (3.41x10" - 4.01x107) (S8 Table). Firstly, we
compared the Wolbachia density (Fig 3A) or the DENV-1 viral load (Fig 3B) between the four
populations. The mosquito population showed a significant effect on the median Wolbachia
density (Kruskal-Wallis test, X? = 16.86, d.f. = 3, p-value < 0.001) and on the median number of
DENV-1 RNA copies (Kruskal-Wallis test, X? = 13.48, d.f. = 3, p-value = 0.004). Although both
Wolbachia density and DENV-1 viral load vary significantly according to mosquito populations (Fig
3A and Fig 3B), no significant correlation between the two parameters was noted (Pearson
correlation coefficient test, cor = -0.190, 95% Cl = [-0.464;0.117], t = -1.236, d.f. = 41, p-value =
0.224) (Fig 3C), suggesting a lack of association between Wolbachia density and DENV-1 viral load.

Fig 3. Correlation between Wolbachia density and viral load of the DENV-1 strain in Aedes albopictus
mosquitoes from Reunion Island. The mosquitoes tested belong to the populations of F, generation from
Sainte-Marie (FO_SM), Saint-Gilles les Hauts (FO_SG), Saint-Philippe (FO_SPh), or Saint-André (FO_SA), and
were collected 21 or 28 days post-exposure (dpe) to the DENV-1 local strain. (A.) The total Wolbachia
density (wAlbTot i.e. wAlbA + wAlbB) is given based on the ratio between the Wolbachia genomes (wAlbA
and wAlbB) and Ae. albopictus genomes (RSP7 concentrations) in the bodies of mosquitoes according to
their population of origin. (B.) Number of DENV-1 RNA copies in the body of the mosquitoes according to
their population of origin. In graphs A and B, the line inside each boxplot represents the median and the
diamond corresponds to the mean of each population. (C.) Number of DENV-1 RNA copies according to the
total Wolbachia density in the body of each mosquito tested (N=43). *p < 0.05, **p < 0.01, Dunn’s tests.
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Discussion

In this study, we examined the vector competence of Ae. albopictus populations from Reunion
Island exposed to local epidemic DENV-1 and DENV-2 strains that had been previously isolated and
genetically characterized [43,44]. The mosquito populations used for experimental infections were
collected in different geographic areas across Reunion Island and were of F, F, and F, generations.
The use of F, populations allowed experimental conditions to be as close as possible to those of
natural mosquito populations. We also assessed the vector competence of a laboratory colony of
Ae. aegypti as control because this species is considered as the primary DENV vector [5,7,54-58].

In general, no significant difference between vector competence of Ae. albopictus populations and
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the Ae. aegypti colony was observed, in agreement with the results of Florida mosquito
populations exposed to a DENV-1 strain [59], or of China vector populations exposed with DENV-2
strains [60].

Contrasting results were observed when Ae. albopictus populations were exposed to DENV-1 and
DENV-2 strains. None of the tested populations was able to transmit the DENV-2 strains, while the
DENV-1 strain was transmitted by all populations with TEs reaching 40.8% (in the F2_TB population
at 28 dpe). Our results are different from those observed with Ae. albopictus populations from
other geographic regions which generally show higher levels of transmission with DENV-2 strains
compared to DENV-1 strains [61]. For instance, higher viral loads were described in saliva of an Ae.
albopictus population from Vietnam exposed to DENV-2 compared to specimens infected with
DENV-1 [58]. The results observed in Ae. aegypti are quite similar to those described in Ae.
albopictus with no transmission of DENV-2 strains, while TEs of 12.5% and 16.7% were observed
with DENV-1 at 21 and 28 dpe, respectively (the means TEs for Ae. albopictus being 15.5% and
17.3% at 21 and 28 dpe, respectively). The observed difference in the transmission of the two
DENV serotypes by Ae. albopictus and Ae. aegypti mosquitoes could be explained by two
non-exclusive hypotheses. Firstly, the viral titres in infectious blood meals were higher for the
DENV-1 strain (7x10° PFU/ml) than for the DENV-2 strains (between 6.8x10* PFU/mI and 3.2x10°
PFU/ml), and viral titres in blood meals are known as a factor affecting the vector competence of
mosquitoes [58,62—64]. Secondly, the difference in vector competence between DENV-1 and
DENV-2 strains could be linked to a greater replicative fitness or affinity of the DENV-1 local strain
with the Ae. albopictus and Ae. aegypti from Reunion Island compared to the two DENV-2 strains.
It is recognized that vector competence for a given virus is the result of interactions between a
viral strain, @ mosquito population and a given environment [41,56,60,63,65-67]. For example, the
substitution of E1-226A by E1-226V in the E1 structural protein of the Chikungunya virus has been
associated with increased virus replication and transmission in Ae. albopictus, contributing to the
unprecedented Chikungunya epidemic in Reunion island and other islands in South-Western Indian
Ocean in 2005-2006 [68,69]. The hypothesis of a better replicative fitness is reinforced by a
previous investigation with Colombian DENV strains showing a greater replicative fitness of
DENV-1 compared to DENV-2 in the human hepatocyte cell line (Huh-7) [70]. It would be
interesting in future investigations to compare replicative fitness of DENV-1 and DENV-2 strains
from Reunion Island in human cell lines, Ae. albopictus cell lines as well as in Ae. albopictus
populations using identical viral titres for both DENV serotypes.

Among the four explanatory parameters including “population”, “dpe”, “generation”, and “area”
that can affect the three vector competence parameters (IR, DE, and TE), three parameters (“dpe”,
“generation”, and “area”) showed a significant effect. Concerning the “dpe”, a global increase of
IRs, DEs and TEs occurred over time, higher values being observed in older mosquitoes in
particular at 28 dpe compared to 21 and 14 dpe. This result reflects the kinetics of replication of
arboviruses inside mosquitoes, from the initial midgut infection to the release of infectious viral
particles in saliva following a dissemination phase in all the tissues [71]. The other significant
parameter was the “generation”, with higher vector competence parameters observed in mosquito

populations of F, generation than that of F, generation. The effect of generation on vector
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competence could be explained by a reduced genetic diversity in mosquitoes reared in the
laboratory due to a founder effect. The rearing of mosquitoes in the laboratory for two
generations could alter the mosquito genetic diversity as well as their microbiota [63,72-75].
Indeed, mosquito microbiota, in particular midgut bacteria, have been shown to modulate vector
competence in several mosquito species [57,63,76—81] including Ae. albopictus [82]. This result
shows the importance of working with mosquito populations of F,generation to better understand
the transmission patterns of arboviruses in the field. It will be interesting in future studies to
examine the evolution of vector competence, genetic diversity and microbiota in mosquitoes from
the same populations across several generations. Finally, as the geographic distribution of dengue
cases is often heterogeneous across the island, with the western and the southern parts being the
most affected compared to the northern, eastern and central parts [22], mosquito populations
used in this study were collected in areas of high (West and South) and low (North and East) DENV
transmission. Our data indicated a significant influence of the area of collection on TEs alone, but
also in interaction either with the “dpe” parameter or with the “generation” parameter. However,
the number of mosquito populations from each area was too low (between one and three
populations) to conclude whether the geographic origin of mosquitoes affects the vector
competence.

We examined whether the density of the Wolbachia strains wAlbA and wAlbB, naturally occurring
in the Ae. albopictus from Reunion Island, affect vector competence and DENV-1 replication inside
the mosquitoes, since Wolbachia have been shown to affect the replication and transmission of
pathogens such as DENV, Chikungunya virus, or Zika virus in mosquito vectors [83-89]. For all
examined populations, the density of the strain wAlbA was higher than that of the strain wAlbB in
accordance with results described in populations from Thailand [90] and Madagascar [91].
However, other studies have reported a higher density of wAlbB strain than wAlbA in Ae.
albopictus populations from China [41,92], Taiwan [40], Greece and Corsica [93], and Thailand [90].
We observed variations in Wolbachia density between populations, the FO_SG population (from
the West) exhibited the lowest Wolbachia density, followed by the FO_SPh population (from the
South), the FO_SM population (from the North), and the FO_SA population (from the East) with the
highest Wolbachia density. We also described a variation in the quantity of DENV-1 viral RNA
copies in the bodies of infected mosquitoes according to their population of origin. However, no
significant correlation was observed between Wolbachia density and DENV-1 viral load, and no
difference in Wolbachia density was found between IDT scores, suggesting that Wolbachia did not
influence vector competence parameters (i.e. infection, dissemination or transmission) of Ae.
albopictus populations exposed to DENV-1. Although it has been previously shown that the
Wolbachia strains infecting Ae. albopictus can affect the vector competence towards DENV
[35,40,41], this interference could depend on the mosquito populations and DENV strains.

Conclusion

Our study demonstrates that Ae. albopictus populations from Reunion Island are experimentally
competent for transmitting the local DENV-1 epidemic strain, but not the DENV-2 strains. However,
the low viral titres of DENV-2 used in the experiments suggest that these results should be
interpreted with caution. We observed a significant effect of generation on vector competence

17



127

parameters, with F, generation exhibiting significantly lower infection rates, dissemination
efficiencies and transmission efficiencies compared to F, generation mosquitoes. No significant
correlation was found between Wolbachia density and either vector competence parameters or
viral loads of DENV-1 in infected Ae. albopictus mosquitoes. Taken together, our findings highlight
the importance of using natural mosquito populations and considering various parameters for

enhance the understanding of DENV transmission by mosquito vectors in the field.
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Supporting information

S1 Table. Number of mosquitoes tested in each vector competence parameter to examine IDT scores. The
IDT (Infection, Dissemination, Transmission) score (0, 1, 2 or 3) was defined as follows: the IDT score 0 for
mosquitoes with no infectious DENV-1 particles either in the body, head or saliva; the IDT score 1 for
samples with only infected bodies; the IDT score 2 for mosquitoes with infectious particles in the bodies
and the heads; and the IDT score 3 for mosquitoes with infectious DENV-1 particles in the bodies, heads and
saliva. These categories were defined using mosquitoes exposed to DENV-1 and collected 21 and 28 dpe.

21



131

Mosquitoes were from four populations: FO_SM (Sainte-Marie), FO_SG (Saint-Gilles les Hauts), FO_SP
(Saint-Philippe) and FO_SA (Saint-André).

21 dpe 28 dpe
IDT score | FO_SM | FO_SG | FO_SPh | FO_SA | FO_SM | FO_SG | FO_SPh | FO_SA | Total
3 3 3 3 2 3 3 3 23
1 2 3 1 0 3 1 1 12
3 4 3 3 3 3 2 0 21
3 2 1 3 3 3 3 1 19
Total 10 11 10 10 8 12 9 5 75

S2 Table. Vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti populations exposed to
the DENV-2_JUL strain. Infection rates (IR), dissemination efficiencies (DE), and transmission efficiencies
(TE) were examined at 14 and 21 days post-exposure (dpe) to an infectious blood meal. IR = number of
infected bodies among the mosquitoes tested (%); DE = number of infected heads among the mosquitoes
tested (%); TE = number of infected saliva among the mosquitoes tested (%). The numbers in brackets
correspond to the 95% confidence interval, and the numbers in parentheses represent the number of
positive samples out of the total number of samples tested. ND = not done. F1_SPa, F1_SL and F1_LP
correspond to Ae. albopictus populations and F31 Aeg is the Ae. aegypti population.

14 dpe 21 dpe
Population
IR DE TE IR DE TE
11.76% 0.00% 0.00%
F1_SPa [3.29 - 34.34%] | [0.00 - 18.43%] | [0.00 - 18.43%] ND ND ND
(2M17) (0V17) (0M17)
9.08% 0.00% 0.00%
F1_SL [2.53 - 27.81%] | [0.00 - 14.87%] | [D.00 - 14.87%] ND ND ND
(2i22) (0/22) (0/22)
5.88% 0.00% 0.00%
F1_LP [1.05- 26.98%)] | [0.00 - 18.43%] | [0.00 - 18.43%] ND ND ND
(1117} (017) (0r17)
9.38% 0.00% 0.00% 8.82% 0.00% 0.00%
F31_Aeg |[3.24-2422%] [0.00-10.72%] [0.00 - 10.729%] | [3.05 - 22.96%)] ' [0.00 - 10.15%] [0.00 - 10.15%]
(3/32) (0/32) (0/32) {3/34) (0/34) (0V34)

53 Table. Vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti populations exposed to
the DENV-2_EVAg strain. Infection rates (IR), dissemination efficiencies (DE), and transmission efficiencies
(TE) were examined at 14, 21, and 28 days post-exposure (dpe) to an infectious blood meal. IR = number of
infected bodies among the mosquitoes tested (%); DE = number of infected heads among the mosquitoes
tested (%); TE = number of infected saliva among the mosquitoes tested (%). The numbers in brackets
correspond to the 95% confidence interval, and the numbers in parentheses represent the number of
positive samples out of the total number of samples tested. ND = not done. FO_SM, FO_SA, FO_SG and
FO_SPh correspond to Ae. albopictus populations and F31_Aeg is the Ae. aegypti population.

14 dpe 21 dpe 28 dpe
Population
IR DE TE IR DE TE IR DE TE
2.08% 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
FO_SM [0.37 - 10.890%] | [0.00 - 7.41%] [0.00 - 7.41%]| [0.00 - 7.41%] [0.00 - 7.41%] [0.00 - 7.41%]| [0.00-7.41%]  [0.00-741%)] [0.00-7.41%]
(1/48) (0/48) (W48 (0/48) (D/48) {v48) (0/48) (V48] (0/48)
2.08% 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %
FO_SA [0.37 - 10.90%] | [0.00 - 7.41%] | [0.00 - 7.41%]|[0.00 - 7.41%] | [0.00 - 7.41%] | [0.00 - 7.41%]| [0.00-7.41%]  [0.00-7.41%]  [0.00-7.41%]
(1/48) (0/48) (0/48) (0/48) (0/48) (0/48) (0148) (0/48) (0/48)
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FO_SG | ND ND ND

FO_SPh ND ND ND
B.5T% 2.86% 0.00%

F31_Aeg [2.96 - 22.38%) [0.51 - 14.53%] [0.00 - 9.88%]
(3135) (1/35) (0/35)

ND ND
ND ND
ND ND

0.00 % 0.00 % 0.00 %
ND [0.00 - 43.45%] [0.00 - 43.45%] [0.00 - 43.45%]
(0/5) (0/5) (0/5)
25.00% 0.00 % 0.00%
ND [10.18 - 48.50%] [0.00 - 19.36%] [0.00 - 19.36%)]
(4116) (0/16) (0/16)
ND ND ND ND

S4 Table. Pairwise proportion tests between the vector competence parameters of Aedes albopictus
populations after exposure to the DENV-1 strain. All dpe were tested independently. The comparison of
the vector competence parameters (IR, DE, or TE) were performed with pairwise proportion comparison
tests for each parameter and each dpe independently. The numbers in brackets correspond to the 95%
confidence interval, and the numbers in parentheses represent the number of positive samples out of the
total number of samples tested. Only comparisons with a significant difference (P < 0.05) are presented in

the table.
Population 1 Population 2
. Day p-value<0.05 pairwise
Variable post-exposure proportion test
Population code Variable value Population code Variable value
L s 0y -
I— 64585 FO_SG 9.38% [3.24-24.22%] (3/32) 6.55E-05
- [50.44 - 76.57%] (31/48) FO_SPh 15.63% [6.86-31.75%] (5/32) 9.35E.04
14 dpe
FO_SG 9.38% [3.24-24.22%] (3/32) 2.53E-03
F2_TB b
- b2 Brctd ] (20i40) FO_SPh 15.63% [B.86-31.75%)] (5/32) 2.58E.02
FO_SA 18.75% [10.19-31.94%] (9/48) 4.67E-05
F2 BP 68.75%
oo - [54.67 - B0.05%] (33048) |gp gy 27.08% [16.57 - 4100%] (13/48) 2.18E-03
52.63%
- F2_SC [37.26 - 67.52%] (20/38) FO_SA 18.75% [10.19-31.94%] (9/48) 4.48E-02
FO_SA 9.38% [3.24-24.22%) (3/32) 2.37E-04
F2_BP 574 FO_SM 2083% [11.73-34.26%] (10/48) 2.86E-03
= [45.48- 68.06%] (40/70) = i ’ - :
FO_SPh 14.58% [7.25-27.17%)] (7/48) 1.30E-04
28 dpe FO_SA 9.38% [3.24-24.22%] (3/32) 1.03E-06
FO_SM 20.83% [11.73- 34.26%] (10/48) 9.64E-06
£ TR 58.42%
- [57.30- T7.77%] (52/76)
FO_SPh 14.58% [7.25-27.17%)] (7/48) 2.24E-07
FO_SG 31.25% [19.95- 45.33%] (15/48) 1.70E-03
FO_SA 16.67% [B.70 - 20.58%)] (8/48) 1.01E-04
- PR FO_SM 25.00% [14.92 - 38.78%)] (12/48) 4.63E-03
- [50.44 - TB.57%) (31/48)
FO_SPh 12.50% [5.86 - 24.70%)] (6/48) 1.01E-05
21 dpe
F0_SG 12.50% [5.86 - 24.70%)] (6/48) 1.01E-05
e — FO_SPh 12.50% [5.86 - 24.70%)] (6/48) 1.59E-02
i i o
[PB2.58:- 63T ] {2248) FO_SG 12.50% [5.86-24.70%] (6/48) 1.59E-02
DE FO_SA 6.25% [1.73-20.15%] (2/32) 9.72E-05
FO_SM 20.83% [11.73- 34.26%] (10/48) 5.02E-02
F2_BP Ho.cli
- [44.08- 66.75%] (39/70)
FO_SPh 12.50% [5.86- 24.70%] (6/48) 7.87E-05
28 dpe FO_SG 12.50% [5.86-24.70%] (6/48) 7.87E-05
FO_SA 6.25% [1.73-20.15%] (2/32) 3.91E-07
FZ TB 67.11% FO_SM 2083% [11.73- 34.26%] (10/48) 1.99E-05
- [55.94- 76.62%] (51/76) - 3 g : "
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FO_SPh 12.50% [5.86-24.70%) (6/48) 1.28E-07
FO_SG 1250% [5.86-24.70%)] (6/48) 1.28E-07
FO_SPh 208%  [0.37-10.90%] (1/48) 1.84E-03
2 dpn: |FZ ER [3;3'442:  49.58%) (17/48)
A B FO_SG 4.17% [1.15-13.98%] (2/48) T.04E-03
e AT REY% FO_SA 313%  [0.55-15.74%)] (1/32) 3.63E-02
- P3.00-44.80%] {2370) FO_SG 6.25%  [2.15- 16.84%] (3/48) 2.06E-02
TE
FO_SA 3.13%  [0.55- 15.74%)] (1/32) 3.45E-03
28 dpe
o AL FO_SM 12.50% [5.86-24.70%)] (6/48) 2.43E-02
- Poeba0rk] (31ire) FO_SPh 8.33% [3.29- 19.55%] (4/48) 3.15E-03
FO_SG 6.25% [2.15- 16.84%)] (3/48) 9.79E-04
S5 Table. Vector competence parameters of two Aedes albopictus populations collected in the same
locality (Sainte-Marie) at two different times of the year and exposed to the DENV-1 strain. Infection rates
(IR}, dissemination efficiencies (DE), and transmission efficiencies (TE) were examined at 14, 21, and 28 days
post-exposure (dpe) to an infectious blood meal. IR = number of infected bodies among the mosquitoes
tested (%); DE = number of infected heads among the mosquitoes tested (%); TE = number of infected saliva
among the mosquitoes tested (%). The numbers in brackets correspond to the 95% confidence interval, and
the numbers in parentheses represent the number of positive samples out of the total number of samples
tested. ND = not done. FO_SM and FO_SM-bis correspond to Ae. albopictus populations of Sainte-Marie
collected on the field in April and May 2021, respectively.
14 dpe 21 dpe 28 dpe
Population
IR DE TE IR DE TE IR DE TE
2B.13% 25.00% 14.58% 20.83%
[45.56 - 3.13% 3.13% 27.08% [14.92 - [7.25 - [1.73- 20.83% 12.50%
FO_SM [0.55 - 15.74%] [0.55 - 15.74%]|[16.57 - 41.00%] [11.73 - 34.26%] [5.86 - 24.70%]|
45.37%] 1132 1132 13148 38.78%] 27T1A7%] 34.26%] 10148 6148
(9/32) (1/32) (1/32) (13148) (12148) (T148) (10/48) (ioids) (6/48)
ﬁsiu&w:: 0.00% 0.00% 25.00% 12.50% ?2333;" [216 39%% 15.38% 3.85%
FO_SM-bis a4 éu%] 10.00 - 13.60%] [0.00 - 13.80%([12.00 - 44.90%] [4.34 - 31.00%] .- ‘8 5%] 46 68%] [6.15 = 33.53%] [0.68 - 18.89%]
(6124) (0f24) (0/24) (6/24) (3/24) (2124) (7126) (4/26) (1/26)

S6 Table. Densities of Wolbachia wAIbA and wAlbB strains in the bodies of Aedes albopictus mosquitoes
from different populations after exposure to DENV-1 strain. The mosquitoes of F, generation, belonging to
the populations of Sainte-Marie (FO_SM), Saint-Gilles les Hauts (FO_SG), Saint-Philippe (FO_SPh) and
Saint-André (FO_SA), were examined at 21 and 28 days after being exposed to infectious blood meals
containing the DENV-1 strain. In this table N = number of mosquitoes tested; 95% Cl, 95% confidence

interval. wAlbTot = wAlbA + wAlbB.
whAlbA wAlbB whAlbTot
Population
median 95% CIl median median 95% CI median median 95% CI1 median

f:;?;: 4.75 220-1.22 1.95 1.40-2.30 6.60 420 -1294
FIJ:SG 2.20 0.70- 2.70 045 0.27-0.80 2.60 1.22-3.30
{N=23)

'::151:;1 4.00 2580- 779 040 0.23 - 0.60 4.81 280-8.11
{F:;;SSA} 9.00 3.90- 24.80 1.80 1.00-4.70 12.80 6.91 - 26.90

57 Table.
Densities of Wolbachia wAlbA and wAlbB strains in the bodies of Aedes albopictus mosquitoes according
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to IDT scores. The mosquitoes of F, generation, belonging to the populations of Sainte-Marie (FO_SM),
Saint-Gilles les Hauts (FO_SG), Saint-Philippe (FO_SPh) and Saint-André (FO_SA) and examined at 21 and 28
days after being exposed to infectious blood meals containing the DENV-1 strain, were pooled according to
their IDT scores (0, 1, 2 or 3). IDT scores are defined as follows: IDT score 0 for mosquitoes with no
infectious DENV-1 particles either in the body, head or saliva; the IDT score 1 for samples with only infected
bodies; the IDT score 2 for mosquitoes with infectious particles in the bodies and the heads; and the IDT
score 3 for mosquitoes with infectious DENV-1 particles in the bodies, heads and saliva. In this table: N,
number of mosquitoes tested; 95% Cl, 95% confidence interval.

wAlbA wAlbB wAlbTot
Score IDT
median 95% Cl median median 95% Cl median median 95% Cl median

IDT 0 (N=23) 3.70 2.30-10.04 1.00 0.48-1.75 4.18 2.80-11.88
IDT 1 (N=12) 3.95 0.60-7.79 0.31 0.20-0.97 5.61 0.74 - 9.90
IDT 2 (MN=21) 5.48 2.60-11.22 1.72 0.50-2.10 6.90 4.81-12.94
IDT 3 (N=19) 295 2.07-6.26 0.80 0.40-1.54 4.40 260-7.20
IDT 14243 (N=52) 4.20 260-6.1 0.80 0.50-1.40 5.72 4.20-7.50
IDT 243 (N=40) 4.41 2.60-6.20 0.86 0.60-1.80 5.72 420-7.70

S8 Table. The number of DENV-1 RNA copies in the bodies of mosquitoes from Reunion Island previously
exposed to a DENV-1 local strain. The mosquitoes of F, generation, belonging to the populations of
Sainte-Marie (FO_SM), Saint-Gilles les Hauts (FO_SG), Saint-Philippe (FO_SPh), or Saint-André (FO_SA) and
examined at 21 and 28 days post-exposure (dpe) to infectious blood meals containing the DENV-1 local
strain. In this table: N, number of mosquitoes tested; sd, standard deviation; 95% Cl, 95% confidence
interval; med = median.

number of DENV-1 RNA copies
Population
mean sd 95% Cl mean med 95% Cl med
Fu_SM 7 7 = 7 7 -] 7
(N=12) 1.60x10 1.09x10 9.09x10° - 2.30x10 1.36x10 6.78x10° - 2.60x10
FO_SG (N=13) 2.90x10° 3.92x107 5.32x10° - 5.28x107 1.40x107 3.41x10" - 4.01x107
FO_SPh (N=9) 3.95x10° 3.69x10° 1.11x10° - 6.78x10° 2.72x10° 5.05x10% - 7.71x10°
FO_SA (N=9) 9.58x10° 9.20x10° 2.51x10° - 1.66x107 4.89x10° 3.28x10° - 1.46x107

S1 Fig. Examples of Plaque-Forming Units (PFU) assays of mosquito samples (A, bodies and heads; B,
saliva) from the FO_SM population infected with the DENV-1 strain. For bodies and heads, tenfold serial
dilutions (-1 to -3) from each specimen were performed. Monolayers of Vero cells in 48 -well plates (for
bodies and heads) or 12_well plates (for saliva) were infected, incubated for 2 h at 37°C with 5% CO,
incubator. After 5 days of incubation, plates were fixed and stained with crystal violet. Number 1, 2, 5, 9, 24,
35 and 37 correspond to samples. Numbers corresponding to positive saliva (5, 9 and 24) are in yellow.
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S2 Fig. Densities of Wolbachia wAlbA and wAlbB strains in the bodies in Aedes albopictus mosquitoes
from Reunion Island. The mosquitoes of F, generation from four populations (N=75) namely Sainte-Marie
(FO_SM), Saint-Gilles les Hauts (FO_SG), Saint-Philippe (FO_SPh) and Saint-André (FO_SA) were tested for
their Wolbachia densities after being exposed to infectious blood meals containing the DENV-1 strain. For
each sample, the value provided corresponds to the mean of a triplicate measure. The densities of
Wolbachia wAlbA (orange), or wAlbB (green), or wAlbTot (wAlbA + wAlIbB) (violet), are given based on the
ratio between the Wolbachia and RSP7 concentrations which provided the number of Wolbachia genomes
relative to the Ae. albopictus genomes. dpe = days post-exposure.
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S3 Fig. Densities of Wolbachia wAlbA and wAlbB strains in the bodies of Aedes albopictus mosquitoes
according to vector competence parameters represented by IDT scores. These analyses were performed
using individual mosquite of F, generation, belonging to the populations of Sainte-Marie (FO_SM),
Saint-Gilles les Hauts (FO_SG), Saint-Philippe (FO_SPh), or Saint-André (FO_SA) and examined at 21 and 28
days after being exposed to infectious blood meals containing the DENV-1 strain. The densities of
Wolbachia whAlbA (orange), or wAlbB (green), or wAlbTot (wAlbA + wAlbB) (violet) (viclet) are given based
on the ratio between the Wolbachia and RSP7 concentrations which provided the number of Wolbachia
genomes relative to the Ae. albopictus genomes. We measured the density of Wolbachia in individuals
(N=75) classified according to their IDT scores (0, 1, 2 or 3) defined as follows: the IDT score O for
mosquitoes with no infectious DENV-1 particles either in the body, head or saliva; the IDT score 1 for
samples with only infected bodies; the IDT score 2 for mosquitoes with infectious particles in the bodies
and the heads; and the IDT score 3 for mosquitoes with infectious DENV-1 particles in the bodies, heads and
saliva. dpe = days post-exposure.
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2.4. Discussion et perspectives

Ce travail a permis de mettre expérimentalement en évidence l'ouverture du filtre de
compatibilité entre les Ae. albopictus de La Réunion et le DENV-1 et ce, malgré la bi-infection
naturelle des vecteurs par Wolbachia. Cependant, il est a noter que l'ouverture de ce filtre
est loin d’étre totale avec des taux d’efficacité de la transmission du DENV-1 s’étendant de
0,00 a 9.38% 14 jours post-exposition (jpe), de 2,08 a 14,58% a 21 jpe et de 3,133 12,50% a
28 jpe pour les populations de terrain de génération FO (seules ces populations ont été
testées pour la densité en Wolbachia). Ces résultats sont en accord avec l'efficacité de la
transmission vis-a-vis du DENV-1 de 8% a 14 jpe des Ae. albopictus en Floride (Richards et al.
2012), et méme de 6.25% entre 7 et 10 jpe pour les Ae. albopictus de fagon globale
(Pereira-dos-Santos et al. 2020). De plus, aucune différence statistiquement significative de
compétence vectorielle entre populations qui aurait pu expliquer I’'hétérogénéité spatiale de
I'incidence de la dengue observée a La Réunion n’a été révélée lors de cette étude.
Wolbachia n’a pas montré d’influence significative sur les parameétres de compétence
vectorielle des Ae. albopictus vis-a-vis du DENV-1, comme observé par ailleurs (Joanne et al.
2017). Ceci ne signifie pour autant que Wolbachia n’a aucune influence, mais plutét si elle
existe, cette influence est la méme pour toutes les populations. L'hétérogénéité de la densité
en Wolbachia observée entre les populations vectrices de génération FO, bien que
significativement différente, ne parait donc pas suffisante pour avoir différents effets sur la
compétence vectorielle des Ae. albopictus réunionnais vis-a-vis du DENV-1, contrairement a
ce qui a été observé en Chine avec le DENV-2 (Wei et al. 2021). En revanche, il est fort
probable que la bi-infection par Wolbachia en elle-méme ait un effet sur la compétence
vectorielle, comme cela a été montré par les différences de compétence vectorielle
observées entre populations vectrices d’Ae. albopictus naturellement infectées ou curées de
leur Wolbachia a La Réunion (Mousson et al. 2012), ou encore a Taiwan (Tsai et al. 2017). Par
ailleurs, il serait intéressant de vérifier s’il existe un seuil de densité en Wolbachia a partir
duquel un effet sur la compétence vectorielle est observé, les individus/populations étant en
dessous de ce seuil pouvant alors masquer I'effet de Wolbachia de ceux aux dessus du seuil si
I'échantillonnage est insuffisant. A l'inverse, les populations de génération FO ont présenté
des densités en Wolbachia significativement différentes entre elles, avec la plus forte densité
a I'Est, suivie par celle du Nord, puis par celles du Sud et de I'Ouest. De fagon trés
intéressante, cette hétérogénéité spatiale est l'exact opposé de celle observée pour
I'incidence de la dengue a La Réunion, les plus fortes incidences ayant été enregistrées a
I'Ouest et au Sud, et les plus faibles a I'Est. Il serait intéressant de reprendre ces
expérimentations concernant linteraction entre Wolbachia et DENV au sein des Ae.
albopictus de La Réunion en augmentant le nombre de populations sélectionnées par zone
géographique de I'lle (quartiers a forte ou faible circulation de la dengue, De Santis et al.
2023) et le nombre d’échantillons testés pour chaque population. Cela permettrait de vérifier
si la concordance observée entre densité en Wolbachia et incidence de la dengue est
uniguement due au hasard, tout en réduisant I'importante variabilité inter-individuelle en
densité de Wolbachia observée au sein de chacune des populations. En effet, méme si aucun
lien n'a été montré dans notre étude entre densité de Wolbachia et compétence vectorielle
des Ae. albopictus quant a la transmission du DENV a La Réunion, il n’en reste pas moins que
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les deux microorganismes sont en étroite association au sein de ces vecteurs (Mousson et al.
2012). La bactérie endosymbiotique Wolbachia pourrait donc avoir d’autres influences sur le
pathosystéme vectoriel que la modification de la compétence vectorielle (i.e. modifications
d’autres parametres de la capacité vectorielle), ou encore modifier la compétence vectorielle
mais de la méme facon pour toutes les populations de La Réunion comme suggéré ci-dessus.
Afin de vérifier cela, la premiére étape serait de comprendre le réle des modulations
immunitaires et métaboliques médiées par les deux micro-organismes au sein des Ae.
albopictus de La Réunion sur les interactions tripartites s’y déroulant. Dans un premier
temps, il s’agirait d’étudier les interactions entre Wolbachia, DENV et vecteur a l'aide
d’études de dual-transcriptomiques a haut débit au sein des différentes populations de
terrain d’Ae. albopictus de génération FO possédant des densités en Wolbachia différentes.
Et, afin d’observer l'interaction bipartite DENV x vecteur, des lignées de laboratoire d’Ae.
albopictus pourraient étre ajoutées comme contréle, une possédant la bi-infection naturelle
par Wolbachia et son dérivé asymptomatique. Cette étape permettrait de comprendre par
guel moyen et dans quelle mesure les trois acteurs interagissent entre eux, et quel est l'effet
de la différence de densité en Wolbachia observée entre les populations vectrices de I'fle sur
ces interactions. La seconde partie serait ensuite d’observer |'effet de ces interactions, et
donc l'effet de la bi-infection naturelle par Wolbachia, sur I'évolution des populations virales
de DENV et les conséquences sur la transmission de la dengue. Le but de cette partie serait
de déterminer le r6le potentiel de Wolbachia en tant que pression de sélection s'exercant sur
le DENV au sein du vecteur Ae. albopictus en observant I'évolution du génome viral en
fonction de la présence ou non de la bactérie. Pour ce faire, une étude in vivo pourrait étre
réalisée en s’appuyant sur les insectarium et animalerie de biosécurité de niveau 3 du
PLATeau d’INfectiologie de I'Océan Indien. Cette étude consisterait en des cycles parasitaires
successifs alternant entre modeéles murins et vecteurs Ae. albopictus infectés ou non par
Wolbachia en choisissant des lignées de laboratoire limitant ainsi les variations génétiques
ou microbiologiques inter-individuelles retrouvées chez les moustiques de terrain (Minard et
al. 2018; Latreille et al. 2019). A chaque changement d’hote (moustique ou murin), les
populations virales présentes dans I’"hote précédent seraient caractérisées moléculairement
et comparées entre modalités (i.e. moustiques infectés ou non par Wolbachia) afin
d’observer si la présence de Wolbachia influence I'évolution des populations virales. De plus,
ces échantillons pourraient étre utilisés pour réaliser des études comparatives de dynamique
d’infection in cellulo permettant ainsi de lier évolution des populations virales et phénotypes
viraux.

Un autre résultat important de notre étude est la différence de compétence
vectorielle des populations d’Ae. albopictus face au DENV-1 en fonction du nombre de
générations passées en élevage au laboratoire. Comme expligué dans la synthese
bibliographique, les interactions entre le génotype du moustique et celui de la souche virale
sont d’une grande importance dans la détermination des résultats de la compétence
vectorielle (Lambrechts et al. 2009; Fansiri et al. 2013; Guo et al. 2013; Kramer and Ciota
2015; Quintero-Gil et al. 2018; Wei et al. 2021). Or, I’élevage en laboratoire sur plusieurs
générations modifie la diversité génétique et phénotypique des populations naturelles de
dipteres (Briscoe et al. 1992; Lainhart et al. 2015; Ross et al. 2019), induisant potentiellement
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des biais dans les résultats de compétence vectorielle. Ces modifications peuvent apparaitre
tres rapidement, puisque comme nous I'avons montré dans notre étude, deux générations
d’élevage au laboratoire ont suffi a avoir un effet significatif sur les résultats de compétence
vectorielle des moustiques. De la méme facon, Armstrong et Rico-Hesse avaient
précédemment montré qu’une population d’Ae. aegypti de génération F4 avait une
susceptibilité plus importante face a différentes souches de DENV qu’une population de
génération F2 provenant de la méme localité (Armstrong and Rico-Hesse 2001; Armstrong
and Rico-Hesse 2003). Cependant, ces deux populations (F2 et F4) ont été collectées a deux
ans d’intervalle, laissant le doute sur la possibilité d’'un background génétique différent
(Armstrong and Rico-Hesse 2003). Pour nos travaux, les populations de générations
différentes n‘ont pas été collectées dans les mémes localités. De ce fait, pour valider |'effet
des générations décrites par les deux études, il faudrait collecter une population a un endroit
donné et a un temps donné, puis décliner les expérimentations de compétence vectorielle
sur les différentes générations issues de cette unique population élevée en insectarium.

Comme discuté dans l'article, I'élevage en laboratoire sur plusieurs générations peut
aussi avoir un impact sur le microbiote du vecteur, notamment en réduisant sa diversité ou
en modifiant sa composition (Rani et al. 2009; Hegde et al. 2018; Tuanudom et al. 2021),
modifiant ainsi les variations naturelles entre les populations d’une espéce et méme entre
les individus d’une population (Osei-Poku et al. 2012; Minard et al. 2015; Minard et al. 2017;
Seabourn et al. 2020). Ce microbiote pouvant influencer les résultats de compétence
vectorielle (Mourya et al. 2002; Dong et al. 2009; Joyce et al. 2011; Cirimotich, Dong, et al.
2011; Cirimotich, Ramirez, et al. 2011; Ramirez et al. 2012; Bolling et al. 2012; Charan et al.
2013; Tchioffo et al. 2013; Dennison et al. 2014; Jupatanakul et al. 2014; Kramer and Ciota
2015; Linenberg et al. 2016; Dickson et al. 2017; Guégan et al. 2018; Scolari et al. 2019;
Souza-Neto et al. 2019; Azar and Weaver 2019; Gao et al. 2020; Ferreira et al. 2023). Une
perte de la variabilité du microbiote entre populations vectrices peut se traduire par une
perte de la variabilité de compétence vectorielle entre ces populations. En effet, Wolbachia
n‘est pas la seule bactérie d’intérét chez les moustiques vecteurs du genre Aedes spp. (Scolari
et al. 2019), et donc n’est pas la seule qui devrait étre prise en considération dans les
expériences de compétence vectorielle. Par exemple, certaines bactéries du microbiote des
Ae. aegypti ont montré intervenir dans leur interaction avec le DENV-2, notamment la
bactérie Serratia odorifera qui augmente la susceptibilité des vecteurs face a 'infection virale
(Apte-Deshpande et al. 2012). A linverse, les bactéries Proteus sp.et Paenibacillus sp
réduisent cette susceptibilité (Ramirez et al. 2012). La bactérie Chromobacterium sp., quant a
elle, induit une inhibition de la réplication du virus chez ces mémes vecteurs (Saraiva et al.
2018). D’autres bactéries, comme Pseudomonas rhodesiae ou Enterobacter ludwigii, ont
montré une capacité inhibitrice du virus de La Crosse lors de tests de co-infections in vitro
(i.e. par une de ces bactéries et le virus) sur cellules Véro (Joyce et al. 2011), nécessitant des
études complémentaires in insecta pour connaitre leurs effets sur ce virus et d’autres
arbovirus d’intérét au sein des vecteurs.

De plus, les virus spécifiques des moustiques participent eux aussi a I’holobionte
vecteur, et devraient de ce fait ne pas étre négligés dans les études de compétence
vectorielle vis-a-vis des arbovirus (Agboli et al. 2019). Parmi eux peuvent étre cités le
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Nhumirim virus qui inhibe la réplication virale du DENV-2 et du ZIKV dans des cellules d’Ae.
albopictus (Romo et al. 2018), le virus de I'agent de fusion cellulaire et le virus de type Phasi
charoen dont la co-infection des cellules d’Ae. albopictus induit une inhibition de la
réplication virale du DENV-2 (Schultz et al. 2018), du ZIKV et du virus de La Crosse, ou encore
les densovirus spécifiques des Ae. albopictus qui induisent une diminution de la sévérité du
DENV-2 au sein des lignées cellulaires infectées de fagcon permanente par ces densovirus
(Burivong et al. 2004).

Préserver la structuration de I’holobionte des moustiques vecteurs en réduisant le
nombre de générations d’élevage en insectarium est donc une facon de rester au plus proche
de la réalité de terrain. Le nombre de génération passée au laboratoire n’est pas l'unique
parametre des protocoles expérimentaux pouvant influencer les résultats de compétence
vectorielle. La composition, la quantité, et la fréquence des ressources alimentaires
disponibles ou fournies aux larves et aux adultes peuvent également avoir un effet sur la
compétence vectorielle des moustiques adultes. Les caractéristiques biotiques et abiotiques
des gites larvaires ainsi que les ressources alimentaires qui y sont disponibles pour les larves
peuvent notamment impacter le microbiote et les traits d’histoire de vie des adultes, se
répercutant parfois sur leur compétence vectorielle (Vantaux et al. 2016; Dickson et al. 2017;
Moltini-Conclois et al. 2018). Une amélioration potentielle des protocoles expérimentaux
pourrait donc étre d’élever les larves en insectarium en conservant I'eau du gite a partir
duquel elles ont été collectées, avant d’utiliser les adultes de la FO pour les études de
compétence vectorielle. Il a aussi été montré que la succession des repas de sang (infectieux
puis non infectieux) augmentait la compétence vectorielle des moustiques au sein de
certains pathosystémes vectoriels (Armstrong et al. 2020; Brackney et al. 2021; Veronesi et
al. 2023), comme celle des moustiques Ae. aegypti vis-a-vis du DENV par exemple en
induisant une dégradation temporaire de la paroi intestinale permettant au DENV de franchir
cette premiére barriere plus facilement (Johnson et al. 2023). |l serait donc intéressant de
réaliser des enquétes entomologiques permettant de déterminer les comportements des
femelles Ae. albopictus de La Réunion quant aux repas sanguins, comme suggéré par ailleurs
(Talyuli et al. 2021), et d’essayer de retranscrire cela au mieux lors des expérimentations de
compétence vectorielle en ajustant les caractéristiques des repas sanguins (nombre,
infectieux ou non, complets ou non). LUeffet de la température sur les traits d’histoire de vie
des Ae. albopictus et sur leurs parametres de compétence vectorielle a transmettre le DENV,
est également a prendre en considération. Ces effets ont d’ailleurs été décrits de facon
extensive dans la littérature (Delatte et al. 2009; Richards et al. 2012; Xiao et al. 2014;
Mordecai et al. 2017; Tsai et al. 2017; Liu et al. 2017; Mercier et al. 2022; Delrieu et al. 2023).
Un exemple intéressant est I'augmentation des paramétres de compétence vectorielle des
Ae. albopictus vis-a-vis du DENV en paralléle de l'augmentation de la température,
parametres qui atteignent un optimum a 31°C avant de diminuer de nouveau (Xiao et al.
2014). Un autre exemple est l'augmentation de neuf jours de la durée de la période
d'incubation extrinseque (PIE) du DENV chez ses espéces vectrices lorsque la température
passe de 30 a 25°C (Chan and Johansson 2012). Pour ces effets multiples sur le pathosystéme
vectoriel, la température peut étre un facteur prédictif de risque d’émergence épidémique
du DENV, comme cela a d’ailleurs été montré a La Réunion (DiSera et al. 2020; Hafsia et al.
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2022). De ce fait, si l'objectif de I'expérimentation est de questionner la compétence
vectorielle des populations de moustiques de terrain a transmettre le DENV, la température
devrait étre choisie en fonction des moyennes annuelles observées sur le terrain en saison
épidémique. Pour notre part, la température choisie pour I'étude était de 27°C, ce qui
correspond globalement aux températures des saisons épidémiques de la dengue a La
Réunion (DiSera et al. 2020). Nous pouvons donc supposer que cela représente plutot bien la
réalité de terrain. Notre étude n’a pas été conceptualisée pour déterminer la PIE. Cependant,
voir que les Ae. albopictus de génération FO pouvaient transmettre le DENV-1 a 14 ou 21 jpe,
dépendamment des populations, semble indiquer des PIE contrastées et dont certaines
pourraient étre relativement longues, tout en restant cohérent avec des études précédentes
(Gloria-Soria et al. 2020; Mercier et al. 2022). Les expérimentations de compétence
vectorielle peuvent aider a alerter les autorités sanitaires des risques d’émergence
épidémique et, a mieux comprendre les patterns de transmission des pathogenes
permettant ainsi une lutte plus efficace apres la mise en place de chaines de transmission. Le
choix des parametres expérimentaux va donc étre primordial afin que les résultats
représentent de fagon fiable la réalité de terrain, et puissent étre d’'une aide concrete.

En ce qui concerne le DENV-2, ce travail n‘a pas permis de rendre compte de
'ouverture du filtre de compatibilité entre les Ae. albopictus de La Réunion et les deux
souches de DENV-2 locales utilisées, aucune population vectrice testée n’étant compétente
qguant a leur transmission. Il est important de noter que cette absence de résultat n’est pas
nécessairement le reflet d’une absence d’ouverture du filtre de compatibilité sur le terrain.
En effet, puisque cela ne correspond pas au pattern épidémiologique du DENV-2 réellement
observé sur a La Réunion, il est possible que le protocole expérimental utilisé ait pu biaiser
les résultats, la raison invoquée dans l'article étant la différence de titre viral utilisé entre
DENV-1 et DENV-2. Il est vrai que le DENV-2 a déja montré par ailleurs nécessité un titre viral
plus important que DENV-1 pour avoir des résultats non nuls lors de tests de compétence
vectorielle (Whitehorn et al. 2015), ce qui semble aller dans le sens de nos résultats. Des
tests comparant la compétence vectorielle de populations réunionnaises d’Ae. albopictus de
génération FO a transmettre les souches de DENV-1 et DENV-2 épidémiques locales
pourraient étre entrepris avec des repas infectieux contenant I'une ou l'autre des souches
aux mémes titres viraux. Ces titres viraux devraient rester dans une gamme permettant a la
fois une bonne infection expérimentale des moustiques avec les deux sérotypes (Whitehorn
et al. 2015) et une représentation assez fiable des titres viraux retrouvés dans le sang des
personnes infectées (Duong et al. 2015). Outres l'efficacité de la transmission via la salive,
trois autres parameétres pourraient étre étudiés lors de ces expérimentations, i.e. la période
d’incubation extrinséque (PIE), I'effet sur la survie des vecteurs, et la transmission verticale
du DENV. La PIE fait partie de I'équation de la capacité vectorielle détaillée dans la synthese
bibliographique (Kramer and Ciota 2015). Si elle différe entre DENV-1 et DENV-2, la PIE peut
donc contribuer a la différence de pattern épidémiologique observée entre ces deux
sérotypes a La Réunion. Pour comparer les PIE de ces souches virales réunionnaises, nous
pourrions utiliser un protocole ne nécessitant pas de sacrifier les femelles moustiques pour
récupérer leur salive, a I'inverse de celui que nous utilisons actuellement, mais au contraire
un protocole permettant de récupérer les salives des femelles moustiques a plusieurs
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reprises au cours de leur vie (Ye et al. 2015). En plus d’avoir acces a la PIE de fagon bien plus
fiable (Ye et al. 2016), cette méthode permet également d’augmenter drastiquement le
nombre d’échantillons de moustiques disponibles a chaque jour post-exposition collecté, une
réelle aubaine au vue de la complexité d’obtenir des populations de génération FO au
nombre d’individus suffisant pour les expérimentations. Les femelles sécrétant de la salive
lors de la prise de repas, cette méthode s’appuie sur la récupération des solutions nutritives
sucrées mises a leur disposition tout au long de I'expérimentation apres qu’elles aient été
exposées au virus (Ye et al. 2015). Cette technique nécessite d’isoler les femelles
individuellement aprés leur exposition au virus, et de récupérer et remplacer les solutions de
sucre régulierement tout au long de la vie des moustiques (Ye et al. 2015). La survie des
moustiques fait également partie de I'équation de la capacité vectorielle a transmettre un
pathogene donné (Kramer and Ciota 2015, elle peut donc influencer les patterns
épidémiologiques de ces pathogenes. Et, puisqu’il a déja été montré qu’une PIE courte était
génétiquement liée a une survie diminuée chez des Ae. aegypti infectés par le DENV (Ye et al.
2016), il parait intéressant de profiter de telles expérimentations de compétence vectorielle
permettant de préserver les individus jusqu’a leur mort afin de tester I'influence des deux
sérotypes sur la survie des Ae. albopictus de La Réunion. Pour sa part, bien que la
transmission verticale ne soit pas dans I'équation consensuelle de la capacité vectorielle, elle
est connue pour pouvoir influencer les patterns épidémiologiques de la dengue
(Ferreira-de-Lima and Lima-Camara 2018). Et, puisqu’il a déja été montré par ailleurs que
I'efficacité de la transmission verticale était globalement plus importante pour le DENV-1 que
pour le DENV-2 (Lequime et al. 2016), il serait intéressant de récolter les ceufs des femelles
moustiques infectées lors de ces expérimentations, d’y rechercher la présence du DENV, puis
de comparer l'efficacité de la transmission verticale entre les souches virales des deux
sérotypes testés. Pour finir, I'historique d’infection par la dengue de la population
réunionnaise n’est pas a négliger dans l'explication de |'hétérogénéité des patterns
épidémiologiques observés entre le DENV-2 et le DENV-1. Par exemple, I'immunité a long
terme, conférée par le DENV-2 en 1977-1978 a la tres jeune population réunionnaise (54.1%
de la population en dessous de 20 ans en 1974; Sandron 2007) lors de la derniére épidémie
de grande ampleur (Kles et al. 1994), a pu jouer un réle sur le fait que le DENV-2 ait été
moins incident que le DENV-1 lors de la présente épidémie. Par ailleurs, le DENV-1 aurait pu
émerger dans les zones ayant été moins touchées par le DENV-2, mais au contraire il a
émergé a I'Ouest et au Sud, puis s'est ensuite répandu dans toute I'lle une fois devenu
majoritaire puis exclusif. Ceci peut-étre en partie expliqué par le fait qu’il existe, a La
Réunion, des quartiers a fort risque de circulation de dengue mis en lumiere par I'étude
DEMARE, quartiers qui possedent les plus fortes incidences de cas de dengue actifs en méme
temps que les plus importantes prévalences en IgG anti-dengue (i.e. infections passées) (De
Santis et al. 2023). Or, I'immunité croisée entre sérotypes hétérologues dure en moyenne de
1 a 3 ans (Reich et al. 2013). Il est donc probable que I'épidémie ayant débuté avec le DENV-2
se soit d’abord concentrée dans ces zones et que, deux ans apres, I'immunité croisée dans
ces quartiers ait suffisamment diminué pour laisser place au DENV-1. Ce dernier aurait ainsi,
lui aussi, pu émergé préférentiellement dans ces quartiers a haut facteur de risque de
circulation avant de s’étendre a I'ensemble de I'ile. Cette hypothése est partiellement étayée
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par le fait que de nombreux cas d’infection secondaire ont été enregistrés dans les premiers
temps de I'émergence du DENV-1 (Hafsia et al. 2022).

Le pattern épidémiologique particulier du DENV-3 observé a La Réunion souléeve, lui
aussi, des questions. En effet, d’autres endroits a travers le monde présentant une
co-circulation des différents sérotypes ont déja montré que le DENV-3 pouvait devenir
majoritaire sur les autres sérotypes et créer des épidémies d’aussi grande ampleur qu’eux
(Zhang et al. 2005; Adams et al. 2006; Duong et al. 2013; Teixeira et al. 2013; Guo et al. 2017;
Garcia--Van Smévoorde et al. 2023). Alors, pourquoi cela n’a-t-il pas été le cas a La Réunion?
Pourquoi le DENV-3 est resté cantonné presque uniquement a I'Est de I'ile? Pourquoi ne
s‘est-il pas intensifié a un moment ou l'autre de I'épidémie? Voici I'histoire hypothétique,
dressée a partir des données disponibles, qui pourrait expliquer ce pattern épidémiologique
particulier observé pour le DENV-3 a La Réunion. Au début de I'épidémie et jusqu'a fin 2019,
le DENV-2 était 'unique sérotype a circuler a La Réunion, majoritairement a I'Ouest puis au
Sud de I'ile. Mais, en 2019, le DENV-1 puis le DENV-3 ont tous deux émergé au Sud (premiere
chaine de transmission & Petite 1le) et & I'Est de I'lle (premiers cas & Saint André),
respectivement (Santé Publique France 2024). En 2020, Le DENV-1 a ensuite pris le dessus
sur le DENV-2 et s’est propagé plus rapidement et intensément, les raisons de ces différences
entre DENV-1 et DENV-2 ayant déja fait I'objet d’hypothéses dans le paragraphe précédent.
Pendant ce temps, cantonné a la partie Est de I'ile, le DENV-3 circulait avec une faible
intensité. Cette cOte étant la moins connectée au reste de I'lle (Hafsia et al. 2022), et l'aire
géographique de transmission de la dengue paraissant tres limitée (moins de 200 métres de
rayon) (De Santis et al. 2023), cela peut en partie expliquer le fait que le DENV-3 nait pas pu
se répandre au reste de I'ile. En effet, bien qu’il y ait de nombreux déplacements quotidiens
des personnes depuis I'Est vers le Nord, ces déplacements ne se prolongent pas vers 'Ouest
et le Sud, zones les plus a risque de mise en place de chaine de transmission au vu des
patterns épidémiologiques observés ces 50 derniéres années a La Réunion (Hafsia et al.
2022). Et, méme si le DENV-3 est parvenu a sortir de I’'Est a un moment donné, il est trés
probable qu’il ait été confronté a I'immunité croisée avec les deux autres sérotypes aux
incidences bien plus importantes et déja en place dans les quartiers a plus fort risque de
circulation, ce qui a aussi pu empécher l'apparition de chaines de transmission du DENV-3 en
dehors de I'Est. Cependant, au vu des récents résultats montrant qu’un titre d'anticorps
neutralisant élevé suite a I'infection par un sérotype du DENV était associé a une protection
contre une infection symptomatique ultérieure par le DENV-1 ou le DENV-2, mais pas par le
DENV-3, quel que soit I'historique d'infection du patient +, le réle de I'immunité croisée dans
le pattern épidémiologique particulier du DENV a La Réunion peut étre questionné. De ce
fait, d’autres facteurs entomologiques, environnementaux, et anthropiques (densité des
vecteurs, facteurs de risque biotiques et abiotiques...) permettant d’expliquer cette
hétérogénéité spatiale du DENV-3, ne doivent pas non plus étre écartés. Par exemple, il est
possible que les populations d’Ae. albopictus de I'lle n'aient pas la méme compétence
vectorielle quant a la transmission du DENV-3, avec celles de I'Est ayant une meilleure
efficacité de transmission que les autres zones de I'ile, ou encore que les Ae. albopictus de La
Réunion aient globalement une meilleure compétence vectorielle vis-a-vis du DENV-1 que
vis-a-vis du DENV-3, comme observé par ailleurs chez Ae. aegypti (Chaves et al. 2022; Sasaki
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et al. 2022). Afin d’étayer cette histoire hypothétique, des réponses doivent étre apportées
sur l'existence : d’une différence de phénotype d’infection et de réplication entre ces trois
sérotypes de DENV, d’une différence de compétence vectorielle des Ae. albopictus vis-a-vis
de ces trois sérotypes, ou encore d’une protection via I'immunité croisée entre sérotype
hétérologue différentes chez les cas secondaires selon leur historique d'infection. Chacune
de ces questions nécessite d’étre investiguée par des expérimentations qui vont maintenant
étre décrites succinctement. Dans un premier temps, il s’agirait d’étudier les différences de
phénotypes viraux entre les sérotypes circulant a La Réunion d’un point de vue cellulaire en
réalisant des infections expérimentales sur des lignées cellulaires de moustiques et humaines
permettant de comparer leurs parameétres d’infection (adhérence et entrée dans les cellules),
de production virale (quantité/qualité produite et sécrétée), et de sévérité. Dans un second
temps, il faudrait tester les interactions génotype x génotype entre souches virales et
populations vectrices des différentes zones géographiques de I'lle. Pour ce faire, il faudrait
comparer expérimentalement les compétences vectorielles entre sérotypes d’'une part
(comme proposé en perspectives dans le paragraphe ci-dessus pour DENV-1 et DENV-2) et
entre populations vectrices d’autre part (comme réalisé dans notre étude pour le DENV-1).
Cela permettrait notamment de savoir si le DENV-3 est mieux transmis par les populations de
I'Est que par les autres populations vectrices, ou encore si le DENV-1 est de fagcon générale
mieux transmis par les Ae. albopictus de La Réunion que les deux autres sérotypes. Ces
différences pourraient par exemple étre liées a I'apparition d’adaptations locales du DENV-3
pour les populations de I'Est, comme cela a déja été suggéré par certains résultats chez les
Ae. aegypti au Mexique vis-a-vis de certaines souches de DENV-2 (Armstrong and Rico-Hesse
2003), ou des adaptations du DENV-1 a tous les Ae. albopictus de La Réunion comme cela a
été montré expérimentalement apres plusieurs passages du DENV-1 chez les Ae. albopictus
(Bellone et al. 2020). Comme suggéré pour le DENV-2 dans le paragraphe précédent, I'étude
comparative de l'efficacité de la transmission verticale des trois différents sérotypes de DENV
circulant a La Réunion et de leur effet sur la survie des moustiques pourraient également
apporter des éléments d’information quant a I’'hétérogénéité des patterns épidémiologiques
gu’ils présentent (Lequime et al. 2016; Ye et al. 2016; Ferreira-de-Lima and Lima-Camara
2018). En complément de ces tests de compétence vectorielle, une actualisation de la
densité des populations vectrices et des facteurs de risque d’émergence de la dengue dans
I'Est de I'Tle, pourraient peut-étre aussi permettre d’expliquer la faible intensité de I'épidémie
gue ce sérotype a généré. Pour finir, afin d’étudier les paramétres de I'immunité croisée
entre les différents sérotypes de DENV, il faudrait analyser les historiques d’infections des
patients infectés a plusieurs reprises par le DENV a La Réunion et, mesure lactivité
protectrice des anticorps neutralisant produits suite a I'infection par un sérotype contre les
sérotypes hétérologues, comme décrit par ailleurs (Bos et al. 2024).

En résumé, pour le territoire réunionnais, les résultats montrent que le filtre de
compatibilité est bel et bien ouvert entre les moustiques Ae. albopictus et le DENV-1. Or,
comme vu dans la premiére partie de ce mémoire expérimental, la transmission régionale
peut avoir son importance dans la survenue d’épidémies, avec la possibilité de circulation
régionale d’'un méme sérotype via I'importation (et/ou exportation) de cas de dengue entre
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les fles de la zone du SOOI. Cette souche de DENV-1 ayant créée une épidémie sans
précédent a La Réunion en termes de durée, de nombre de cas, et de gravité, notamment
avec les symptdémes oculaires, il est important de s’intéresser a la possibilité de sa circulation
régionale. Pour avoir une meilleure compréhension de la situation épidémiologique actuelle
et future de la dengue dans la zone du SOOI, ainsi que des risques sanitaires associés, le cas
local de La Réunion est donc a replacer dans un contexte plus large, le contexte régional du
SOOI. Par ailleurs, la dengue n’est pas la seule arbovirose d’importance médicale dont la
menace plane sur les iles du SOOI du fait de la présence des Ae. aegypti et Ae. albopictus. Le
CHIKV et le ZIKV sont notamment tous deux transmis par ces vecteurs a travers la ceinture
tropicale et subtropicale (Lo Presti et al. 2014; Obadia et al. 2022). La prochaine partie décrit
ainsi I'étude de la compétence vectorielle des populations d’Ae. albopictus et/ou d’Ae.
aegypti quant a la transmission de ces arboviroses de préoccupations majeures, dans le
contexte plus global que sont les fles du SOOI.
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3. Compétence vectorielle des populations du Sud Ouest de I’Océan Indien

3.1. Introduction

Dans la région du SOOI, la dengue est connue depuis au minimum 1943, date de sa
premiere description aux Comores (McCarthry and Brent 1943). Depuis lors, des épidémies
de dengue survenues dans toutes les fles habitées du SOOI ont été référencées dans la
littérature scientifique, et les espéces vectrices incriminées sont toujours Ae. aegypti et/ou
Ae. albopictus (Hafsia et al. 2022). L'ouverture du filtre de rencontre entre moustiques
vecteurs anthropophiles, humains, et DENV dans les fles du SOOI ne fait pas de doute du fait
de l'occurrence d’épidémies sur toutes les fles ainsi que du fait de la présence du virus dans
des échantillons de sang humain d’une part, et dans des pools d’Ae. albopictus d’autre part
(Metselaar et al. 1980; Pierre et al. 2005). Cependant, I'ouverture du filtre de rencontre n’est
pas suffisante pour établir qu’'une espéce est vectrice d’'un parasite. Il est également
nécessaire d’étudier l'ouverture du filtre de compatibilité entre les moustiques et le DENV,
comme ce que nous avons fait dans la partie précédente du mémoire expérimental pour La
Réunion. Par ailleurs, bien qu’il s’agisse a chaque fois des Ae. aegypti et Ae. albopictus, les
deux espéces vectrices majoritaires de la dengue a I'échelle du globe, il se peut que des
populations différentes d’'une méme espéce ne possedent pas la méme compétence a
transmettre le DENV (Lambrechts et al. 2009; Fansiri et al. 2013; Guo et al. 2013; Kramer and
Ciota 2015; Quintero-Gil et al. 2018; Wei et al. 2021). Certaines fles seraient ainsi
potentiellement plus propices a des introductions et des épidémies de dengue, si les
vecteurs quiy sont présents sont plus compétents vis-a-vis du DENV que ceux des autres iles.
La Réunion est par exemple I'lle pour laquelle le plus d’épidémies ont été rapportées, suivie
par Mayotte (Hafsia et al. 2022). La premiére explication possible a cela serait un systéme de
veille sanitaire et de santé plus efficace, ainsi qu’une recherche plus active dans ces fles
francgaises. Il peut cependant y avoir plus d’une explication, et explorer la compétence
vectorielle des moustiques des différentes les du SOOI vis-a-vis de la transmission de la
dengue permettrait peut-étre d’en donner une autre. Par ailleurs, cela permettrait de
connaitre les risques d’introduction et de dissémination du DENV-1 réunionnais entre les iles
du SOOI, souche ayant causé une épidémie aux patterns épidémiologiques inquiétants
(incidence, cas séveres et formes ophtalmiques graves) (Hafsia et al. 2022). Cependant, la
dengue n’est pas la seule maladie a transmission vectorielle qui a menacé ou qui risque de
menacer la santé publique de la région du SOOI.

Le virus du chikungunya (CHIKV), est lui aussi transmis majoritairement par les
moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus, et les symptomes principaux chez 'Homme
ressemblent a ceux de la dengue, avec en plus une forme d'arthralgie sévere qui peut durer
des années apres la fin de I'infection par le CHIKV (WHO 2020b). Décrit dans la région depuis
1979 aux Seychelles (Calisher et al. 1981), il n’avait cependant jamais causé d’épidémie de
grande ampleur. Mais, les Comores connurent une épidémie de chikungunya sans précédent
en 2005 avec 63% de la population de I'lle Grande Comore ayant été atteintes par la maladie
selon les estimations réalisées a partir de sérologies (Sergon et al. 2007). Puis s’en sont
suivies des épidémies entre 2005 et 2006 a La Réunion, Mayotte, Madagascar, Maurice, et
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aux Seychelles (Delatte, Dehecq, et al. 2008). A La Réunion et a Mayotte, 38% et 26% de la
population totale a été respectivement infectée par le CHIKV lors de ces épidémies (Sissoko
et al. 2007; Gérardin et al. 2008). En plus des 205 décés a La Réunion, fait inhabituel pour ce
virus, il y a eu de nombreuses formes graves et rares dont certains symptomes ont été
associés pour la premiére fois a une infection par le CHIKV (Pialoux et al. 2006). Depuis la fin
de cette période épidémique généralisée dans la zone du SOOI, il y a presque 20 ans de cela,
aucune flambée épidémique de CHIKV n’a été décrite. La population naive a déja pu se
reconstituer en partie, la menace d’un retour du CHIKV est donc de plus en plus pesante sur
la région.

Une autre menace d’arbovirose plane sur la région du SOOI, celle du virus tropical
ZIKA (ZIKV). En effet, aucune flambée épidémique n’a été décrite jusqu’a présent dans la
région, la population est donc naive face a cette maladie dont les moustiques vecteurs
majoritaires sont toujours les Ae. aegypti (WHO 2018a). Lespéce Ae. albopictus, tres
représentée dans la région du SOOI, peut cependant aussi transmettre le ZIKV (McKenzie et
al. 2019). Bien que la majorité des infections par ZIKV soit asymptomatique ou de type
dengue-like, les épidémies sont prises trés au sérieux puisqu’elles s'accompagnent d’effets
tératogenes chez les nouveau-nés de meres infectées et de syndromes neurologiques chez
I'adulte (WHO 2018a). Depuis 2018, 'OMS a en effet inclus le ZIKV dans la liste tres restreinte
des maladies prioritaires pour la recherche et développement au niveau mondial, liste qui
comprend aujourd’hui neuf maladies différentes dont le COVID-19, la fievre hémorragique
de Crimée-Congo, et la fievre Ebola par exemple (WHO 2018c). Ces maladies sont
considérées comme prioritaires du fait de la menace actuelle ou future qu’elles représentent
pour la santé publique globale.

Il parait donc pertinent de tester la compétence vectorielle des populations Ae.
aegypti et Ae. albopictus des iles du SOOI quant a la transmission du CHIKV et du ZIKV, en
plus du DENV. C’est dans ce contexte que s’ancre I'axe trois du projet FEDER INTERREG
VECTOBIOMES, dont dépend cette thése. Pour rappel, cet axe vise a évaluer la compétence
vectorielle des principales espéces de moustiques vectrices d’arbovirus a I’'Homme dans les
fles du SOOI vis-a-vis des arbovirus épidémiques (DENV et CHIKV) et de ceux a potentiel
émergent (ZIKV) dans la région. Tout d’abord, voici une présentation succincte des virus
sélectionnés pour I'étude.

3.2. Présentation des souches virales
3.2.1. Quelques généralités sur les virus du Chikungunya et du Zika

Le CHIKV est un Alphavirus, de la famille des Togaviridae, comme d’autres maladies a
transmission vectorielle d’'importance médicale ou vétérinaire tel que le virus du Ross River,
ou encore les virus de lI'encéphalite équine de I'Est et de I'encéphalite équine vénézuélienne
(Chen et al. 2018). Le CHIKV est un virus enveloppé (60-70nm) a ARN linéaire simple brin
positif. Son génome d’environ 12 kb posséde une coiffe en 5’ et une queue poly-A en 3’. Il
code pour deux polyprotéines qui, clivées par des protéases virales et cellulaires, aboutissent
respectivement a la formation de quatre protéines non-structurales (NS1 a NS4) et a cing
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protéines structurales (C, E3, E2, 6K, E1). Les études phylogénétiques ont permis de classer
les souches virales du CHIKV en trois clades, I'Est/Centre/Sud Africain (ECSA), I'Ouest Africain,
et I'Asiatique (Powers et al. 2000; Volk et al. 2010; Duong et al. 2012). Le CHIKV est transmis,
dans son cycle urbain, essentiellement par les moustiques Ae. aegypti, mais aussi par les Ae.
albopictus, et en moindre mesure par certains moustiques du genre Culex (Lo Presti et al.
2014). Certaines descriptions de symptomes éprouvés lors d’épidémies ayant eu lieu il y a
plusieurs siecles laissent suggérer qu’il s'agissait trés probablement d’infections liées au
CHIKV, notamment avec la présence d’une forte fiévre associée a une arthralgie sévere.
Cependant, il est souvent tres difficile de dissocier rétrospectivement certaines arboviroses
uniguement par le témoignage descriptif des symptomes qu’il en a été fait. En effet,
plusieurs arboviroses peuvent se déclarer de fagon tres semblable chez les personnes
atteintes, et c’est notamment le cas du Chikungunya et de la dengue (Carey 1971; Vasilakis
and Weaver 2008). Le CHIKV fut identifié biologiquement et isolé pour la premiere fois en
1953 a partir du sérum d’un patient infecté lors d’'une épidémie entre le Mozambique et la
Tanzanie de 1952 a 1953 (Ross 1956). Pendant des dizaines d’années, la plupart des
épidémies de chikungunya qui suivirent furent localisées en Afrique et en Asie, et furent de
faible ampleur (Powers and Logue 2007; WHO 2020b). Puis a partir de la fin des années
1980, une flambée épidémique qui allait toucher une large partie de la ceinture tropicale
commenca avec des souches appartenant au clade ECSA (Powers and Logue 2007). Le CHIKV
se propagea progressivement en Afrique de I'Ouest, du Centre, et de I'Est, et ce fut en 2004
que cette flambée épidémique prit de I'ampleur; depuis les cotes kenyanes elle se répandit
vers les iles du Sud-Ouest de I'Océan Indien d’une part, et vers le sous-continent indien, puis
en Asie du Sud-Est et méme en Italie du Nord d’autre part (Powers and Logue 2007; Lo Presti
et al. 2012; Lo Presti et al. 2014). Cette flambée sans précédent en termes d’incidence et de
sévérité se poursuivit jusqu’en 2007 environ. Une mutation, trouvée pour la premiére fois a
La Réunion en 2005, induit le remplacement de l'alanine du 226eme acide aminé de la
séquence protéique de la protéine structurale E1 par une valine (E1-A226V) (Schuffenecker
et al. 2006). Cette mutation semble conférer une meilleure compatibilité entre Ae. albopictus
et le CHIKV en améliorant la réplication et la transmission du virus par ce vecteur (Vazeille et
al. 2007; Tsetsarkin et al. 2007). Elle a également été retrouvée dans d’autres localités
présentant une densité importante en vecteur Ae. albopictus, comme dans le district de
Kerala en Inde (Kumar et al. 2008), ou en Italie du Nord (Rezza et al. 2007). 'apparition a
plusieurs reprises de cette mutation dans des zones géographiques éloignées semble
corréler a la présence unique ou majoritaire des vecteurs Ae. albopictus, et I'hypothése de la
convergence évolutive a recu certaines preuves phylogénétiques (de Lamballerie et al. 2008).
Depuis cette flambée épidémique, le CHIKV circule de fagon continue dans la ceinture
tropicale, et son aire de répartition s’étend progressivement, causant de nombreuses
épidémies. La région des Amériques, apres la premiere occurrence du CHIKV en 2013, est
particulierement touchée (WHO 2020b). Le CHIKV est devenu endémique dans de nombreux
pays d’Afrique et d’Asie, et s'étend méme jusqu’en Europe avec des épidémies régulieres en
France et en Italie (WHO 2020b). Depuis 2007, les fles du SOOI n‘ont connu que des flambées
épidémiques de faible envergure comme rapporté a La Réunion en 2010 (Dehecq et al.
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2011). Le risque d’une nouvelle épidémie y devient de ce fait plus probable a chaque année
qui passe.

Le ZIKV est un Orthoflavivirus appartenant a la méme famille des Flaviviridae que la
dengue. Isolé et identifié pour la premiére fois en Ouganda en 1947 (Dick et al. 1952), la
premiére épidémie est décrite des années apres, en 2007 sur I'ile de Yap (Micronésie) (Duffy
et al. 2009). En 2013 et depuis 2015 des épidémies sont rapportées respectivement en
Polynésie Francaise et sur le continent Américain (Musso et al. 2014; Weaver et al. 2016). Les
moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus participent tres largement au cycle urbain du ZIKV,
autrement dit a sa transmission aux humains (Sharma and Lal 2017; Obadia et al. 2022). La
structure générale du génome du ZIKV est la méme que celle du DENV, c’est-a-dire un ARN
linéaire simple brin positif d’environ 11 kilobases codant pour une seule polyprotéine, clivée
par la suite en trois protéines structurales (C, prM, et E) et sept non-structurales (NS1,
NS2A/B, NS3, NS4A/B, et NS5) (Lazear and Diamond 2016). Les souches du ZIKV responsables
des épidémies majeures citées ci-dessus appartiennent a la lignée asiatique (souches
asiatiques, américaines et du Pacifique) qui est distante phylogénétiquement de celle
regroupant les souches africaines (Haddow et al. 2012; Lanciotti et al. 2016). Les souches
asiatiques épidémiques du ZIKV se sont révélées capables d’une propagation explosive, et les
facteurs a l'origine de leur émergence ne sont pas encore connus (Aubry et al. 2021). Une
évolution adaptative du virus induisant une meilleure transmission par leurs vecteurs ne
semble pas en étre la raison (Aubry et al. 2021). De facon globale, Ae. aegypti est un meilleur
vecteur qu’Ae. albopictus mais les deux ont le potentiel pour engendrer de nouvelles
épidémies, majoritairement avec des souches africaines pour Ae. albopictus, et avec des
souches de toutes provenances pour Ae. aegypti (Obadia et al. 2022). Ae. albopictus est
d’ailleurs considéré comme responsable de la chaine de transmission du virus dans le Sud de
la France en ao(t 2019 (Giron et al. 2019), chaine qui a heureusement pu étre interrompue
trés rapidement par les organismes de lutte antivectorielle (LAV). Bien que pour l'instant les
souches africaines n’aient pas causé d’épidémies notables, le risque est tout de méme bien
présent. En témoigne l'augmentation du nombre d’études démontrant que les souches
africaines de ZIKV possedent une meilleure transmissibilité par les vecteurs moustiques que
les souches de la lignée asiatique (Smith et al. 2018; Aubry et al. 2021; Obadia et al. 2022), et
présentent également des symptomes plus séveres, et une mortalité augmentée chez les
modeles murins (Smith et al. 2018; Aubry et al. 2021). Pour l'instant, fort heureusement
épargnée par le ZIKV, la région du SOOI présente pourtant les caractéristiques compatibles a
la survenue épidémique d’un tel arbovirus, avec notamment une densité élevée de vecteurs
Aedes et une population humaine a priori naive face a la maladie.

3.2.2. Choix des souches virales de DENV, CHIKV et ZIKV pour I'étude

Pour la dengue, la souche DENV-1 RUN (réf PR1583 dans Hafsia et al. 2023) est
utilisée pour les infections expérimentales. Comme expliqué précédemment, cette souche de
dengue réunionnaise, appartenant au génotype | du DENV-1, provient du projet CARBO et a
été isolée lors de cette thése (premiere partie du mémoire expérimental). Elle présente
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I'avantage d’avoir un fort titre viral (3.18x10°PFU/ml) avec relativement peu de passages in
cellulo subis pour sa production (ici quatre passages sur cellules Véro). Par ailleurs, depuis
son début en 2017, I'épidémie de dengue et l'apparition de cas graves a La Réunion se sont
accélérées suite a I'’émergence et a la dominance du DENV-1 sur les autres sérotypes (Hafsia
et al. 2022). Le DENV-1 est également impliqué dans I'épidémie de 2019-2020 a Mayotte,
avec une méme survenue inhabituelle de cas graves et de déces (Santé Publique France
2021). Méme si le lien phylogénétique entre souches mahoraises et réunionnaises reste
encore a étudier, utiliser une de ces souches de DENV-1 pour les infections expérimentales
des principaux moustiques Aedes des autres iles du SOOI, en l'occurrence la souche
réunionnaise, permet d’établir la présence d’un risque d’émergence épidémique, de
dissémination, dans la zone du SOOI d’'une souche aux conséquences épidémiologiques
importantes.

Pour le chikungunya, une des souches épidémiques de CHIKV ayant circulé lors de
I'épidémie de 2005-2006 a La Réunion a été utilisée (référence dans l'article). Elle appartient
a la lignée Océan Indien, phylogénétiquement proche de la lignée Afrique Centrale, au sein
du clade ECSA (Parola et al. 2006; de Lamballerie et al. 2008). Elle a été isolée par un
laboratoire de Marseille a partir du sang d’un patient hospitalisé en raison de fortes fievres
sur plusieurs jours accompagnées d’asthénie, myalgie, céphalées, nausées, anorexie,
conjonctivites, et arthralgie particulierement sévere, symptomes qui se sont déclarés
guelgues jours apres son retour d’un voyage a La Réunion (Parola et al. 2006). Cette souche
possede la mutation E1-A226V qui semble améliorer la transmission du CHIKV par les Ae.
albopictus (Tsetsarkin et al. 2007). Il reste de ce fait trés intéressant de 'utiliser dans cette
étude malgré un nombre de passages de production virale relativement important (8 sur les
cellules Véro, puis 2 sur les C6/36-Ni qui sont des cellules de moustiques Ae. albopictus
curées de leur infection naturelle par Wolbachia). Par ailleurs, elle a déja été utilisée dans
des infections expérimentales avec, entre autres, des populations de génération F1 d’Ae.
albopictus réunionnaises et mahoraises (Vazeille et al. 2007). Au vu de la circulation
régionale fortement suggérée par les analyses phylogénétiques du DENV-2 (Pascalis et al.
2020), étendre les précédentes analyses de compétence vectorielle réalisées avec cette
souche de CHIKV aux autres iles du SOOI prend toute son importance.

Pour le ZIKA, la souche PF-13 (référence compléte dans larticle) de la lignée
épidémique asiatique est utilisée (Cao-Lormeau et al. 2014; Hamel et al. 2015). Elle a été
isolée en octobre 2013 en Polynésie Francgaise a partir du sang d’un patient de I'lle de Nuku
Hiva (archipel des Marquises) présentant un syndrome de type dengue-like (incluant fievre,
céphalée, et arthralgie) et un rash cutané (Cao-Lormeau et al. 2014). Ce fut un des premiers
cas de ZIKV détectés lors de I'épidémie qui eut lieu d’'octobre 2013 a mars 2014 en Polynésie
frangaise (Cao-Lormeau et al. 2014; Musso et al. 2014; Aubry et al. 2017). A La Réunion des
moustiques Ae. albopictus de terrain et Ae. aegypti de laboratoire infectés
expérimentalement avec deux souches épidémiques asiatiques autres que PF-13, ont
précédemment montré de faibles compétences vectorielles, voire méme nulles dans certains
cas, pour la transmission de ces souches de ZIKV (Gomard et al. 2020). Malgré ces résultats, il
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est intéressant d’étendre les expérimentations de compétence vectorielle aux différentes fles
du SOOI en utilisant une autre souche de lignée asiatique épidémique, ici PF-13, car seules
les souches de cette lignée sont aujourd’hui connues pour étre responsables des épidémies
majoritaires recensées a I'échelle du globe. Par ailleurs, Ae. aegypti est considéré comme le
vecteur majoritaire du ZIKV épidémique au niveau mondial, ce qui a également été prouvé
expérimentalement (Souza-Neto et al. 2019; Obadia et al. 2022). Cette espéce étant a priori
présente en nombre importants sur certaines fles du SOOI telles que les Comores ou Mayotte
(Sang et al. 2008; Le Goff et al. 2014), tester leur compétence vectorielle vis-a-vis d’'une
souche épidémique asiatique est tout a fait pertinent afin d’estimer le risque d’émergence
épidémique du ZIKV dans ces iles.

3.3 Campagnes de terrain et élevage

Lobjectif de cet axe du projet VECTOBIOMES est donc d’évaluer la compétence
vectorielle des moustiques majoritaires du genre Aedes des iles du SOOI vis-a-vis du DENV,
du CHIKV, et du ZIKV. Pour ce faire, des campagnes de prospection et de collecte sur le
terrain de populations de moustiques d'intérét au stade d'ceufs ont été réalisées a La
Réunion, aux Seychelles, aux Comores, et a Mayotte entre 2019 et 2020. Des gites de ponte
potentiels d’Ae. aegypti et Ae. albopictus sont repérés sur chaque fle avec l'aide des
partenaires locaux spécialistes en entomologie et/ou en LAV. Des pots de ponte avec des
papiers humides destinés a recevoir les ceufs sont déposés dans ces gites et relevés
régulierement. Les papiers de ponte chargés d’ceufs sont ensuite séchés puis envoyés a La
Réunion. Tous ces prélevements d’échantillons vivants d'ceufs de moustiques ont été réalisés
selon les autorisations fournies par les autorités gouvernementales de chaque pays/iles et
dans le strict respect du protocole de Nagoya (voir partie Ethics statement de larticle
présenté ci-apres).

De retour au laboratoire a La Réunion, les éclosions des différents papiers de ponte
pour chaque population ont été synchronisées, et les moustiques élevés en conditions
contro6lées au sein de I'insectarium de biosécurité de niveau 2 de PLATIN-OI. Les élevages ont
d( étre réalisés sur plusieurs générations afin d’atteindre un nombre suffisant d’individus
pour réaliser les infections expérimentales avec les différents virus, le nombre de générations
nécessaire dépendant du succés de I'élevage pour chaque population. De plus, pour des
raisons purement techniques de nombre d’individus moustiques et de volumes de sang
disponibles pour ces infections expérimentales, toutes les souches virales n‘ont pas pu étre
testées sur une seule et méme génération de moustiques pour chaque population. Le détails
des méthodes et des résultats obtenus pour les tests de compétence vectorielle pour toutes
ces populations et souches virales sont détaillés dans I'article présenté ci-dessous.
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Running title: Vector competence of Aedes spp. for CHIKV, DENV and ZIKV in Indian Ocean

Abstract

Aedes albapictus and Aedes aegypti are vectors of numerous arboviruses such as Chikungunya (CHIKV),
Dengue (DENV) and Zika (ZIKV). In localities where these mosquitoes evolve it is important to evaluate
their vector competences to arboviruses and identify the factors modulating the viral transmissions. In
this study, we evaluated the vector competences to epidemic CHIKY, DENV-1 and Asian ZIKV of eight Ae.
albopictus and two Ae. gegypti lines collected on different islands within the Southwestern Indian Ocean
(SWI0): Comoros archipelago, Seychelles archipelago and Reunion lsland. According to the virus, the
vector competence parameters (infection rate: IR, dissemination efficiency: DE and transmission
efficiency: TE) were examined at different day post-exposure (dpe). The results display that none of the
Ae. albopictus and Ae. gegypti lines were competent for the Asian ZIKV strain used in this study, with no
or very limited viral infection and dissemination, and no transmission. On the other hand, all of the
tested mosquito lines were susceptible to DENV-1 and CHIKV infections and were able to transmit the
viruses with transmission rates reaching 35.4% and 62.5%, respectively. The vector competence
parameters to DENV-1 and CHIKV are modulated by mosquito lines and/or dpe, but not by the
geographic region (Comaros archipelago, Seychelles archipelago and Reunion Island). Altogether, these
results indicated a limited risk of emergence of the tested Asian ZIKV due to Ae. albopictus and Ae.
aegypti in the region while at the opposite, both epidemic DENV-1 and CHIKV strains present a risk of
emergence or re-emergence in the different surveyed islands. These findings improve our understanding
of the role of Ae. albopictus and Ae. gegypti in the risk of arboviruses emergence and circulation in the
SWIO region.

Kevwords: Aedes spp., arboviruses, vector competence, Comoros archipelago, Seychelles archipelago,

and Reunion Island.
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Introduction

Mosquitoes are vectors of the most important human vector-borne diseases in terms of
mortality and morbidity with almost putative 750,000 deaths every year (Gaythorpe et al., 2021;
Puntasecca et al., 2021; Quan et al., 2020; World Health Organization, 2020, 2023). More than
3,600 species of mosquito are described in the world but only some of them are able to support
and transmit infectious agents responsible of infectious diseases (Wilkerson et al., 2021). Among
these mosguito species, the Asian tiger mosquito Aedes albopictus (Skuse, 1894) and the Yellow
Fever mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) represent major problems as they are vectors of
numerous arthropod-borne viruses (arborviruses) such as Chikungunya (Togaviridae), Dengue
and Zika (Flaviviridae) (McKenzie et al., 2019; Paupy et al., 2009; Souza-Neto et al., 2019;
Tsetsarkin et al., 2007). Aedes albopictus and Ae. aegypti present a worldwide distribution
(Kraemer et al., 2015), hence it is crucial to estimate the capacity of these mosquito species to
transmit viruses in order to evaluate the risks of epidemic emergence, and to plan preventive
actions and effective vector control programs in specific regions. In addition, the identification of
factors modulating the virus transmissions represent key elements to fight against the arbovirus
epidemics. Indeed, studies reported that different factors can affect the vector competence of
mosquito for arboviruses such as the mosquito and infectious agents genetic, the demographic
history and microbiota of mosquitoes as well as the temperature (Aubry et al., 2018; Azar et al.,
2017; Fernandes et al., 2020; Gloria-5oria et al., 2021; Gutiérrez-Lopez et al., 2020; McKenzie et
al.,, 2019; Paaijmans et al., 2013; Souza-Neto et al,, 2019; Tsai et al., 2017; Vega-Rua et al., 2020).
Moreover, mosquito insecticide resistances can also impact the transmission of infectious agents
(Alout et al., 2014; Atyame et al., 2019; Deng et al., 2021).

The islands of the South West Indian Ocean (SWI0) are not spared by arborvirus with
different outbreaks due to CHIKV, DENV or Rift Valley Fever virus (RVFV) (Hafsia et al., 2022;
Josseran et al.,, 2006; Ministry of Health - Seychelles, 2017; Santé Publique France, 2021;
Youssouf et al., 2020). Despite these outbreaks and the presence of the Ae. albopictus and Ae.
aegypti, a limited number of studies have investigated the vector competence of regional
mosquitoes to arboviruses such as CHIKY, DENV and ZIKV. To our knowledge, such studies are
anly available for Reunion Island Aedes spp. concerning the ZIKV (Bohers et al., 2020; Gomard
et al., 2020; Obadia et al., 2022; Vazeille et al., 2018) and the DENV (Hafsia et al.,submitted,;
Bohers et al., 2020; Mousson et al., 2012; Paupy and Girod, 2001; Vazeille et al,, 2010), and only
for Reunion Island and Mayotte regarding the CHIKV (Bohers et al., 2020; Martin et al., 2010;
Vazeille et al.,, 2007, 2010). The results provided differ according to the studies considered,
which could be due to differences in the protocols, mosquito lines andfor virus strains used.
Indeed, such elements can introduce bias into the assessment of vector competence and create
discrepancies between the results of the different studies. Consequently, the wvector
competence of regional mosquitoes to transmit CHIKV, DENV-1 and ZIKV has not been fully
evaluated, stressing the importance to further investigate it. In the present study, we aimed to
fill these gaps by examining the vector competence to CHIKV, DENV-1 and ZIKV of eight Ae.
albopictus and two Ae. aegypti lines collected from five islands of the SWIO. The insights
brought may help to examine the arbovirus transmission in this insular system.
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Materials and methods

Mosquito lines

A total of eight Ae. albopictus lines and two Ae. aegypti lines collected in the islands of the
SWIO were used. Aedes albopictus mosquitoes were collected between April and December
2019 in Mahé and Praslin (Seychelles archipelago); Grande Comore and Mayotte (Comoras
archipelago) and Reunion Island (Figure 1 and Table 51). The two Ae. aegypti lines were
collected in Grande Comore in 2019 and Reunion Island in 2014 (Figure 1). Mosquitoes were
sampled as eggs and were reared in the insect laboratory under standard conditions (26 + 1°C,
80% relative humidity (RH), 12 h light/12 h dark photoperiod). Larvae were fed with yeast
tablets and adults with 10% sucrose solution. Experimental infections were performed using Ae.
albopictus lines of F,-F, generations and Ae. aegypti lines of F,-F; generations (for mosquitoes
from Gra nde Comorel or Fs1 - F4, generations (for mosquitoes from Reunion Island) (Table $1).
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Figure 1. Maps of mosquito lines collection locations in the Southwestern Indian Ocean (SWIO). A
Localization of surveyed islands in the SWIO. Localization of sampling sites on B Comoeros archipelago, €
Seychelles archipelago, and D Reunion Island. Blue and red points represent sites in which Aedes
albopictus and Aedes aegypti lines were obtained, respectively.

Viruses

We used three arboviruses: ZIKV, DENV and CHIKV. The ZIKV strain (PF-25013-18; GenBank
accession number: KI579442) was isolated from a human in French Polynesia in 2013 as
previously described (Cao-Lormeau et al., 2014); while the DENV strain corresponded to the
PR-1583 strain of serotype 1 (DENV-1) (GenBank accession number: ONG631277) that was
isolated from a patient serum sampled in Reunion Island in 2019 (Hafsia et al. 2023). The ZIKV
and DENV-1 strains were amplified on Vero E6 cells (ATCC, ref, CRL-1586) at a MOI of 0.1 in an
Eagle's minimum essential medium (MEM) supplemented with 2% heat-inactivated FBS, 2
mmol/l L-glutamine, 1 mmol/l sodium pyruvate, 10 U/ml of penicillin, 0.1 mg/ ml of
streptomycin and 0.5 pg/ml of fungizone (PAN Biotech, Aidenbach, Germany). For the
production of both virus stocks, Vero cells were maintained at 37°C with a 5% CO, atmosphere



154

and supernatants were harvested five days post-infection and stored at —B0°C until use. The
CHIKV strain (UVE/CHIKV/2006/RE/LR2006_OPY1; GenBank accession number: DQ443544) was
isolated from a human in Reunion Island in 2006 and was provided as a lyophilizate (passage
eight) by the European Virus Archive goes global (EVAg). The Iyophilizate was re-suspended into
200 ul distilled water and the virus stock was produced on Ae. albopictus C6/36 cells at MOI of
0.1 in MM, Schneider’s Insect Medium (SIM) with L-glutamine and sodium bicarbonate
(Sigma-Aldrich) supplemented with 2% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 10 U/ml of
penicillin, 0.1 mg/ml of streptomycin and 0.5 pg/ml of fungizone (PAN Biotech, Aidenbach,
Germany). The C6/36 cells were maintained at 26°C and the supernatant was harvested two
days post-infection and subsequently stored at —80°C until experimental infections.

Oral infections of mosquitoes

Seven to 10-day-old female mosquitoes were placed in plastic boxes into a climatic chamber for
a starvation period of 48 h under standard conditions (26+1°C; 80% RH: 12 h light/12 h dark).
Then, mosquitoes were fed on a blood meal containing 1.4 ml of washed rabbit erythrocytes,
700 pl of virus (either ZIKV, DENV or CHIKV), and 5 mM (21 pl) adenosine triphosphate (ATP) as
phagostimulant. The infectious blood meals were provided to mosquitoes by using a Hemotek
feeding system (Hemotek Limited, Great Harwood, UK) and pig intestines as membranes.
Female mosquitoes were allowed to feed during 30 min to 1 h. Finally, only fully engorged
females were transferred into a climatic chamber and maintained with 10% sucrose up to 28
days for ZIKV and DENV-1, and 14 days for CHIKV. The titers of infectious blood meals were 10°*
to 10%* PFU/mI, 10°* to 10°% PFU/ml, and 10°%° to 10%%° PFU/mI for ZIKV, DENV-1 and CHIKV,
respectively.

Mosquito processing

A forced salivation method (Dubrulle et al., 2009) was used to collect saliva from individual
mosquitoes (19 to 48 specimens) at 7, 14, 21 and 28 days post-exposure (dpe) far ZIKV, at 14, 21
and 28 dpe for DENV-1, and at 7 and 14 dpe for CHIKV (Table 51). This method allows to collect
mosquito’s saliva by removing the legs and wings of the mosquito and introducing its proboscis
into a 20 ul pipette tip containing 5 pl of FBS. After 30 min (for DENV-1) or 45 min (for ZIKV and
CHIKV), the solution containing the saliva was mixed with 45 ul of MEM supplemented with 2
mmol/l L-glutamine, 1 mmol/l sodium pyruvate, 10 U/ml of penicillin, 0.1 mg/ml of
streptomycin and 0.5 pg/ml of fungizone. Then, the head and the body (abdomen and thorax)
of each specimen were ground separately in 200 pl of the same MEM medium supplemented
with 2% FBS and centrifuged at 10,000xg for 5 min to pellet tissue debris. Finally, 150 pl of the
supernatant of each sample was stored at —80°C until virus detection and titration.

Virus detection, titration and evaluation of vector competence

Viral infection status of bodies, heads and saliva were determined by using plaque forming unit
(PFU) assays. For the detection of ZIKV and DENV in samples, Vero E6 cells were seeded either
in 48-well culture plates at a density of 4x10* cells per well for testing body and head
homogenates, or in 6-well culture plates at a density of 5x10° for saliva. The next day, cells were
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infected with ten-fold dilutions of body and head homogenates or with saliva. For the detection
of infectious CHIKV particles, Vero E6 cells were seeded in 96-well culture plates at a density of
3x10° cells per well or in 12-well culture plates at a density of 3x10° cells and incubated at 37 *C
with a 5% CO,; atmosphere. The next day, cells in 96-well culture plates were infected with
ten-fold dilutions of body and head homogenates, while cells in 12-well culture plates were
infected with ten-fold dilutions of saliva. For the detection of DENV and ZIKV in samples, Vero
E6 cells were seeded either in 48-well culture plates at a density of 4x10° cells per well for
testing body and head homogenates or in 6-well culture plates at a density of 5x10° for saliva.
The next day, cells were infected with ten-fold dilutions of body and head homogenates or with
saliva. After infection of cells with each of the three viral strains, MEM medium supplemented
with 5% of FBS, 2 mmol/l L-glutamine, 1 mmol/l sodium pyruvate, 10 U/ml of penicillin, 0.1
mg/ml of streptomycin, 0.5 pg/ml of fungizone and 0.8% carboxymethylcellulose sodium salt
{CMC; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) was added in each well. Then cells were
incubated at 37 °C with a 5% CO, atmosphere during 7, 5 and 3 days for ZIKV, DENV-1 and
CHIKY, respectively. Afterward, the medium was removed and a solution of 3.7%
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) was used to fix cells. Finally, cells were stained with 0.5%
crystal violet (Sigma-Aldrich) diluted in 20% ethanol.

Vector competence was evaluated based on three parameters: (i) the infection rate (IR),
(ii) the dissemination efficiency (DE) and (iii) the transmission efficiency (TE). The IR
corresponded to the proportion of infected bodies (abdomen and thorax) among the total
number of mosquitoes tested. The DE was the proportion of mosquitoes with infected heads
among all blood-fed females. The TE corresponded to the proportion of females with virus in
the saliva among the total number of mosquitoes tested. Vector competence parameters were
then characterized at 7, 14 and 21 dpe for mosquito lines infected with ZIKV: at 14, 21 and 28
dpe for DENV-1 and at 7 and 14 dpe for CHIKV. We did not obtain data for all mosquito lines at
each dpe. Therefore, for the ZIKV, vector competence parameters were examined for seven,
nine and eight mosquito lines at 7, 14 and 21 dpe, respectively (Table $1). For the DENV-1,
vector competence parameters were assessed for eight, ten, and nine mosquito lines at 14, 21
and 28 dpe, respectively (Table 51). For the CHIKV, vector competence parameters were
examined for ten and nine mosquito lines at 7 and 14 dpe, respectively (Table 51).

Statistical analysis

We examined the influence of explanatory variables on vector competence parameters (IR, DE
and TE) for each virus using generalized linear models (GLMs) with a binomial error distribution.
For each GLM, the explanatory variables tested were: mosquito line, dpe and geographical
region (Comoros archipelago, Seychelles archipelago and Reunion Island), as well as interactions
between these variables. The selection of the best models was performed with the function
step from R software. Then the significance of each variable was assessed using the Anova
function from the car R package, which performs a type Il hypothesis test (Fox and Weisberg,
2019). Based on the best GLM, the emmeans R package (Russell, 2021) was used to access the
statistical difference. Among the three explanatory variables tested, the geographical region
variable was not retained in any of the best models and did not influence the observed vector
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competence parameters for DENV-1 and CHIKV. For ZIKV, no statistical analysis was carried out,
as positive specimens were obtained for only one mosqguito line (see results section). Statistical
investigations were performed separately for Ae. aegypti and Ae. albopictus due to an
unbalanced number of mosquito lines between the two species (two lines for de. gegypti and
eight lines for Ae. albopictus). For Ae. aegypti, to avoid confounding effects between mosquito
lines and geographical regions, only mosquito lines and dpe as well as their interactions were
examined. For each virus and mosquito species, the Wilcoxon test (for comparisions between
two groups), or the Kruskal-Wallis test (for comparisions between more than two groups)
followed by a post-hoc Dunn analysis multiple tests, were used to compare viral loads in
positive saliva between mosquito lines for each dpe. All statistical analyses were realized under
the R software version 3.6.2 (R Core Team 2019).

Results

Aedes albopictus and Ae. aegypti from SWIO are not able to transmit the Asian ZIKV strain
PF-25013-18

The exposure of mosquito lines to the ZIKV strain PF-25013-18 did not show infectious ZIKV
particles in the bodies, the heads or the saliva of samples of any of the eight Ae. albopictus lines
tested either at 7, 14 or 21 dpe (Table 52). Same refractoriness to the virus was observed for the
Ae. aegypti from Comoros archipelago (AG_Moroni) (Table 52), whereas the Ae. aegypti line
from Reunion Island (AG_TBassin) was able to be infected at 7 dpe (IR = 28.1%, 95%Cl = [15.6 -
45.4%]), 14 dpe (IR = 3.1%, 95%CI = [0.6 - 15.7%)]) and 21 dpe (IR = 5.0%, 95%C| = [1.4 — 16.5%]).
However, ZIKV dissemination was only observed for two mosquitoes of the AG_TBassin line at
21 dpe (DE = 5.0%, 95%Cl = [1.4 — 16.5%]), and no transmission was detected (Table 52).

Aedes albopictus and Ae. aegypti from SWIO are competent for the transmission of DENV-1

Unlike the previous results observed with the ZIKV strain, all tested Ae. albopictus were able to
be infected, disseminate and transmit the DENV-1 strain tested (Figure 2 and Table 53). The IR
was significantly influenced by the dpe (GLM, X? = 10.272, df = 2, P = 0.006) (Table 1), with a
significant higher mean value of 57.7% (95%C| = [51.7 — 63.6%)]) at 28 dpe all lines combined
compared with that of 45.8% (95%Cl = [40.2 — 51.5%]) at 21 dpe (Emmeans, z.ratio = 3.058, P =
0.006). The IR was also significantly influenced by the mosquito line (GLM, X2=23.029, df=7, P
= 0.002) (Table 1) with the highest mean IR value observed for the AL_Combani line all dpe
combined (mean = 74.4%, 95%C| = [59.8 — 85.1%]), significantly higher than those of the
AL _Beauvallon (mean = 45.4%, 95%Cl = [36.7 — 54.3%]; Emmeans, z.ratio = 3.105, P = 0.040)
and AL_Providence lines (mean = 40.6%, 95%Cl| = [32.5 — 49.3%]: Emmeans, z.ratio = 3.663, P =
0.006). The mean IR value of the latter line (AL_Providence) was also significantly lower than
that of AL Gilles line all dpe combined (mean = 63.4%, 95%Cl = [51.8 = 73.6%] ; Emmeans,
z.ratio = 3,117, P = 0.039). Disseminated DENV-1 infections were noted in almost all lines at
each examined dpe, except for the AL_Praslin line where positive heads were reported only at
21 and 28 dpe (Figure 2B and Table 53). The DE was significantly influenced by the dpe (X? =
48,532, df = 2, P < 0.001), the mosquito line (X =41.201, df = 7, P < 0.001), and the interaction
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between the dpe and mosquito line (GLM, X? = 26.487, df = 11, P = 0.005) (Table 1). Indeed, the
DE value of some mosguito lines increased significantly over time, such as between 14 and 21
dpe for AL _Beauvallon (Emmeans, z.ratio = 2.591, P = 0.026), between 14 and 28 dpe for
AL_Gilles (Emmeans, z.ratio =3.130, P=0.005) and AL Providence (Emmeans, z.ratio = 2.846,
P =0.012), and between 21 and 28 dpe for AL_Combani (Emmeans, z.ratio = 2.684, P=0.007)
(Figure 2B and Table 53). Moreover, for a specific dpe, the DE value could vary depending on the
mosquito line. At 21 dpe, the AL_Combani line showed a significantly higher DE value of 83.3%
[95%CI = [64.1 — 93.3%]) compared to the DEs of all the other Ae. albopictus lines (all Emmeans,
3.525 < z.ratio < 4.510, P < 0.010) ranging from 12.5% (for AL_Philippe, 95%CI = [4.3 — 31.0%])
to 31.3% (for AL_Kaweni, 95%Cl = [18.0 — 48.6%]), with the exception of the AL_Beauvallon line
(mean = 44.7%, 95%C| = [31.4 — 58.8%] ; Emmeans, z.ratio = 2.934, P=0.066) (Figure 2B and
Table 53). The only significant difference found at 28 dpe was between the lowest DE value of
14.6% (95%Cl = [7.2 — 27.2%]) shown by the AL Moroni line compared with the highest of
56.5% (95%Cl = [36.8 — 74.4%)]) presented by the AL_Gilles line (Emmeans, z.ratio = 3.460, P =
0.010) (Figure 2B and Table 53). The effect of this interaction showed different kinetics of DENV
propagation in mosquito bodies depending on their line. For example, the AL_Beauvallon line
propagated DENV-1 more rapidly in a greater number of mosquitoes than the other lines, as
shown by the results at 21 dpe, but this difference disappeared after three weeks (28 dpe). All
the mosquito lines tested were able to transmit the DENV-1 at 21 and 28 dpe, and some
females from the AL_Kaweni and AL_Beauvallon lines even showed infectious viral particles in
their saliva as early as 14 dpe (Figure 2C and Table 53). The TE was significantly influenced by
the dpe (X2 = 54.944, df = 2, P < 0.001) (Table 1) with values increasing significantly with time,
from a mean TE of 1.1% at 14 dpe (95%Cl| = [0.3 — 4.0%]), to 11.9% at 21 dpe (95%CI = [B.7 -
16.1%]), and 57.7% at 28 dpe (95%Cl = [18.0 — 28.1%)]) (all Emmeans, 3.244 < z.ratio < 4.546, P <
0.003). The TE was also significantly influenced by the masquito line (X? = 17.597, df =7, P =
0.014) (Table 1) with a higher mean TE of the AL _Beauvallon line (mean = 19.3%, 95%C| = [13.2
— 27.3%]) compared to the AL_Maoroni line (mean = 5.47%, 95%C| = [2.7 — 10.9%] ; Emmeans,
z.ratio = 3.366, P = 0.017). The geographic region (Comoros archipelago, Seychelles archipelago
and Reunion Island) of origin of the mosquito lines was not retained in the GLM models for the
three parameters, and thus it did not demonstrate a significant effect on the vector competence
parameters. The quantification of viral loads in the saliva of positive samples revealed viral
titers of 2.51, and 3.36 log,, PFU/saliva at 14 dpe for the two positive specimens from
AL_Kaweni, and AL_Beauvallon, respectively. Since the number of positive samples was too low
at 14 dpe (N=2), this dpe was removed from the statistical analyses. At 21 and 28 dpe, the
means viral loads in saliva ranged from 1.70 to 3.70 log,, PFU/saliva and from 1.52 (95%CI =
[0.00 - 1.84)) to 3.36 log,, PFU/saliva (95%CI = [2.44 — 3.64]), respectively (Table 53), without
any significant statistical difference of the number of PFU/saliva between these two dpe for
each mosquito lines analyzed separately (data in Table 53 ; all Wilcoxon tests, 8<W <38 ;P>
0.148). This result is also true for all the mosquito lines combined (Wilcoxon test, W = 1,088, P =
0.775) with a mean of 3.14 log,, PFU/saliva (95%Cl = [2.79 — 3.34]) at 21 dpe et de 3.06 log,,
PFU/saliva (95%CI = [2.72 — 3.24]) at 28 dpe. Due to the absence of significant differences, data
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from the two dpe were grouped by population for subsequent analysis. Mosquito line was
found to have an effect on the number of PFU in individual saliva (Kruskal-Wallis, X* = 24,127, df
= 7, P = 0.001), with a median of 1.70 log,, PFU/saliva (95%Cl = [1.40 — 2.24]) significantly
lowerfor the AL_Gilles line compared with the medians of 2.85 log,, PFU/saliva (95%Cl = [2.18 -
3.56]) and of 2.62 log,, PFU/saliva (95%C| = [2.30 — 3.52]) of the AL_Beauvallon (Dunn test, D =
3.509, P =0.013) and AL_Kaweni lines (Dunn test, D = 3.394, P = 0.019), respectively.

The two Ae. aegypti lines tested were also able to be infected, to disseminate and to
transmit the DENV-1 strain (Table 53) without any significant difference observed between their
vector competence parameters, no effect of the mosquito line being observed on these results
(Table 1). Nevertheless, and as for the Ae. albapictus, the dpe had a significant effect on the IR
(GLM, X2 = 11.008, df = 2, P = 0.004) and the DE (GLM, X* = 57.198, df = 2, P < 0.001) of the Ae.
aegypti exposed to the DENV-1 strain (Table 1). Indeed, significant increases were cbserved in
the mean IR value rising from 50.0% (95%Cl = [40.2 — 59.8%]) to 74.4% (95%C| = [63.7 — 82.7%)])
between 21 and 28 dpe both lines combined (Emmeans, z.ratio = 3.226, P = 0.004), and in the
mean DE value rising from 6.3% (95%Cl| = [2.5 — 15.0%]) at 14 dpe, to 34.4% (95%C| = [25.6 -
44.3%]) at 21 dpe, and to 64.1% (95%Cl = [53.0 — 73.9%]) at 28 dpe both lines combined (all
Emmeans, 3.686 < z.ratio < 5.791, P < 0.001) (Figure 2 and Table 53). Regarding the TE values,
although the minimal model selected by AIC criteria contained the parameters dpe, mosquito
line, and interaction between them, the last two parameters showed no significant effect on the
TE values (GLMs; X* = 0. 926, df = 1, P = 0.336 for the mosquito line; X* = 6.002, df =2, P =
0.0497 for the interaction), unlike the dpe parameter (GLM, X2 = 12.967, df = 2, P = 0.002). Thus,
another analysis was carried out including only the dpe parameter which still showed a
significant effect on the TE value (GLM, X* = 12.403, df = 2, P = 0.002), with a significant increase
observed between 14 and 28 dpe (EMMEANS, z.ratio = 2.498, P = 0.033) from 1.6% (95%CI =
[0.3 - 8.3%]) to 17.9% (95%CI = [11.0 - 27.9%]) both lines included. The titration of viral loads in
the saliva of mosquitoes showed a titer of 1.70 log10 PFU/saliva for the positive specimen fram
the AG_Moroni line at 14 dpe. At 21 dpe, the titer of the unique positive saliva from the
AG Moroni line was 1.40 logl0 PFU/saliva, while the mean viral load of the seven positive
specimens from the AG_TBassin line was 2.50 logl0 PFU/saliva (95%Cl = [0.00 — 2.90]) (Table
53). Given the low number of samples at 14 dpe and 21 dpe (for AG_Moroni, N=1), statistical
analyses were carried out only for 28 dpe, and the comparison between the two mosquito lines
revealed no significant difference (Wilcoxon test, W = 32, P = 0.228) in their viral loads with a
mean of 2.18 logl0 PFU/saliva for the AG_TBassin line (95%Cl = [0.04 — 2.48]) and of 3.08 logl0
PFU/saliva for the AG_Maoroni line (95%C| = [0.00 - 3.41]) (Table S3).
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Figure 2. Vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes agegypti lines from S00I
Islands (Comoros archipelago, Seychelles archipelago, and Reunion Island) exposed to the local
DENV-1 strain. The graphics A—C correspond respectively to infection rate (IR), dissemination efficiency
(DE), and transmission efficiency (TE) for each line tested at 14, 21, and 28 days post exposure (dpe) with
the DENV-1. Therefore, mosgquitoes were examined for the presence of infectious viral particles,
detected by plague forming unit (PFU) titration on Vero cells, in their body for the IR, head for the DE,
and saliva for the TE. The error bars correspond to the 95% confidence interval. COM, Comoros
archipelago; SEY, Seychelles archipelago; RUN, Reunion Island; N=X, number of mosquitoes tested; NA,
not available.

Table 1. Statistical analyses of vector competence parameters after infections with Dengue virus
serotype 1 (DENV-1) and Chikungunya virus (CHIKV). In these analyses, the influence of mosquito lines
{AL_Combani, AL_Kaweni, AL_Moroni, AL_Beauvallon, AL_Praslin, AL_Providence, AL_Gilles, AL_Philippe
or AG_Moroni, AG_TBassin), and days post-exposure (7 or 14 dpe) were tested for each mosquito
species independently (Ae. albopictus or Ae. aegypti). d.f. is the degree of freedom and X* is the
Chi-sguare value. Significance of variables was obtained after GLM based on the selected minimal
model. Variables with significant impact in the minimal model are shown in bold. The dashes indicate
that the explanatory factor has not been tested in the chosen model.

Mosquite Infection rate Dissemination efficiency Transmission efficiency
Virus B Sources
species
X df  p-value X df  p-value X df  p-vafue
masquito line (ML) 23.029 7 0.002 41.201 7 <0.001 17.597 7 0.014
Aedes days post-exposure
10272 Fi 0.006 48532 2 <0.001 54.9494 2 =001
albopictus | (dpe)
DENV-1 ML x dpe - - - 26487 11 0.005
ML - - - - - - 0926 1 0.336
Ades
X dpe 11008 Fi 0.004 57.198 2 <0001 12.967 2 0.002
aegypli
ML x dpe - - - - - - 6.002 2 0.050*
ML 10.787 T 0.148 21883 7 0.003 1B.576 7 0.010
Aedes
dpe 0.493% 1 0332 23.042 1 .01 1L141 1 001
albopictus
ML x dpe 23.670 6 001 14.669 6 0.023
CHIKV
ML 3.549 1 0.060 10.952 1 <0.001 20.250 1 al.001
Awdes
. dpe - - - 5779 1 0.016 1.382 1 0.240
aegret
ML x dpe - - - - - - 4.949 1 0.026

160

*precise value : 0.049727

Aedes albopictus and Ae. aegypti from SWIO are competent for the transmission of CHIKV

As observed with the DENV-1, all the Ae. albopictus lines tested were able to be infected,
disseminate and transmit the tested CHIKV strain. First of all, it should be noted that the
geographic region (Comoros archipelago, Seychelles archipelago and Reunion Island) of origin of
the of the mosquito lines was not retained in the GLM models, and thus this parameter did not
demonstrate a significant effect on the vector competence parameters. The IRs were high,
ranging from 66.7% (AL_Gilles at 7 dpe, 95%C| = [46.7 — 82.0%]) to 97.1% (AL Beauvallon at 7
dpe, 95%Cl = [85.5 — 99.5%)]) (Figure 3A and Table S4). The IRs were significantly influenced by
the interaction between mosquito lines and dpe (GLM, X° = 23.670, df = 6, P < 0.001) (Table 1),
with a decrease of the IR value over time for AL_Philippe (Emmeans, z.ratio = 2.315, F = 0.021)
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from 93.8% at 7 dpe (95%Cl = [79.9 — 98.3%)]) to 69.4% at 14 dpe (95%CI = [53.1 — 82.0%])
(Figure 3A and Table S4). No significant difference was found between the IRs of the mosquito
lines at a same dpe. The DE was significantly influenced by the dpe (GLM, X*=23.042, df =1, P <
0.001), the mosquito line (GLM, X* = 21.889, df = 7, P = 0.003), and by the interaction between
these two parameters (GLM, X° = 14.669, df = 6, P = 0.023) (Table 1). The effect of this
interaction showed different kinetics of CHIKV propagation in mosquito bodies depending on
their line. Indeed, post-hoc analysis demonstrated a significantly lower DE value of 9.4% (95%ClI
= [3.2 - 24.2%]) for the AL_Kaweni line at 7 dpe compared to the ones of 50.0% (95%Cl = [33.6
— 66.4%]) for the AL-Philippe line (Emmeans, z.ratio = 3.232 P = 0.030) and of 54.2% (95%CI =
[35.1 = 72.1%]) for the AL_Providence line (Emmeans, z.ratio = 3.328 P = 0.020). At 14 dpe, only
one significant difference was found, with the AL_Beauvallon line presenting a significant higher
DE value (mean = 80.0%, 95%C| = [64.1 — 90.0%]) compared to the AL_Philippe line (mean =
41.7%, 95%Cl = [27.1 = 57.8%]). Moreover, the DE value rised over time for the AL_Beauvallon,
AL_Gilles, and AL_Kaweni lines (see all DEs values in Table 54 ; all Emmeans, 2.639 < z.ratio <
3,232, P < 0.008). All tested Ae. albopictus lines presented infectious viral particles in their saliva
at 7 and 14 dpe, except for the AL_Kaweni line for which infectious viral particles were detected
only at 14 dpe (Figure 3C and Table 54). The TE was significantly influenced by the dpe (GLM, X*
=11.141, df = 1, P < 0.001), rising from a mean value of 12.0% (95%Cl = [8.3 — 17.0%]) at 7 dpe
all lines combined to 23.6% at 14 dpe (95%Cl = [18.5 — 29.5%] ; Emmeans, z.ratio = 3.215, P =
0.001). The TE was also significantly influenced by the mosquito line (GLM, X° = 18.576,df =7, P
= 0.010), with a significantly lower mean TE value of 6.3% (95%Cl = [2.5 — 15.0%]) both dpe
combined for AL_Kaweni compared to the ones of 29.4% (95%CI = [18.7 — 43.0%] ; Emmeans,
z.ratio = 3.051, P = 0.047) and 30.8% (95%Cl = [19.9 — 44.3%)] ; Emmeans, z.ratio = 3,167, P =
0.033) for the AL_Providence and AL Gilles lines, respectively. The titration of viral load in
positive saliva showed means ranging from 2.02 (95%CI = [1.58 — 2.24]) to 3.83 (95%Cl = [0.00 —
4.36]) log,, PFU/saliva and from 2.12 (95%Cl = [0.20 = 2.42]) to 3.57 (95%C| = [0.00 - 3.95])
log,, PFU/saliva at 7 and 14 dpe, respectively (Table 54). The mean viral load showed to raise
significantly over time for the lines of AL _Combani (Wilcoxon test, W <0.1 , P = 0.047),
AL_Philippe (Wilcoxon test, W = 3, P = 0.042), and AL_Gilles (Wilcoxon test, W = 6, P = 0.033)
(Table 54), or for all the mosquito lines combined (Wilcoxon test, W = 328, P < 0.001) with a
mean passing from 3.19 log,, PFU/saliva at 7 dpe (95%Cl = [2.50 — 3.45]) to 3.56 log,, PFU/saliva
at 14 dpe (95%Cl = [3.17 — 3.76]). Pairwise comparisons between mosquito lines did not reveal
a significant difference between mosquito lines either at 7 dpe (Kruskal-Wallis test, X* = 12,787,
df = 6, P = 0.047, but all Dunn tests P > 0,09), or at 14 dpe (Kruskal-Wallis test, X*=6,582, df =
6, P =0.361).

The two Ae. aegypti lines tested were also able to be infected, to disseminate and to
transmit the CHIKV strain (Table 54). The IRs, ranging from 90.6% (95%C| = [75.8 — 96.8%]) to
100.0% (25%Cl = [89.3 — 100.0%]) for the two dpe and the two lines tested (Figure 3 and Table
54), appeared to be unaffected by the variable « mosquito line » {GLM, X* =3.549, df =1, P =
0.060), only variable retained for the GLM by the AIC selection process (Table 1). The DE, for its
part, was significantly influenced by the dpe (GLM, X* =5.779, df = 1, P = 0.016), rising over time
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with a higher mean DE value at 14 dpe both lines combined (mean = 87.5, 95%C| = [77.9 —
93.3%]) than at 7 dpe (mean = 70.3, 95%C| = [58.2 — 80.1%] ; Emmeans, z.ratio = 2.334, P =
0.012). The mosquito line also had a significant effect on the DE (GLM, X* = 10.952, df = 1, P <
0.001), with a higher mean DE value of 90.3% both dpe combined (95%C| = [81.3 - 95.2%]) for
the AG_TBassin line compared with that of 67.2% (95%CI = [55.0 — 77.4%]) for the AG_Morani
line (Emmeans, z.ratio = 3.107, P = 0.002) (Figure 3B). The TE was significantly influenced by the
mosquito line (GLM, X7 = 20.250, df = 1, P < 0.001) and the interaction between mosquito line
and dpe (GLM, X? = 4.949, df = 1, P = 0.026) (Table 1). Indeed, the TE value of the AG_Morani
line rised over time from 9.4% (95%CI = [3.2 — 24.2%)]) at 7 dpe to 34.4% (95%C| = [20.4 —
51.7%]) at 14 dpe (Emmeans, z.ratio = 2.280, P = 0.023), and this TE value of 9.4% observed for
the AG_Moroni line at 7 dpe was significantly lower compared to the one of 62.5% (95%Cl =
[45.3 — 77.1%]) shown by the AG_TBassin line (Emmeans, z.ratio = 3.926, P < 0.001). The effect
of this interaction showed different kinetics of CHIKV spread in saliva according to mosquito
line, with a greater proportion of females of the AG_TBassin line becoming infectious more
rapidly than the ones of the AG_Moroni line, a difference that dissipated over time with no
difference found between the TEs of the two lines at 14 dpe.

The titration of viral load in positive saliva showed a significant decrease from a mean of
3.99 log,, PFU/saliva at 7 dpe (95%CI = [0.00 — 4.54]) to that of 1.95 log,, PFU/saliva at 14 dpe
(95%C| = [1.59 — 2 .13]) for AG_Moroni (Wilcoxon test, W < 0.1, P = 0.012), and from a mean of
3.83 log,, PFU/saliva (95%Cl = [3.51 — 4.01]) to that of 2.81 logl0 PFU/saliva (95%Cl = [2.30 —
3.04]) for AG_TBassin (Wilcoxon test, W = 20, P < 0.001) (Table 54). The two Ae. gegypti lines
did not present significant difference in their saliva viral load at 7 dpe (Wilcoxon test, W = 37.5,
P = 0.52), while at 14 dpe, the viral loads in mosquitoes saliva from the AG_TBassin line were
significantly higher than that of mosquitoes from the AG_Morani line (Wilcoxon test, W = 37.5,
P = 0.001) (Table S4).
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Figure 3. Vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti lines from 5001
islands (Comoros archipelago, Seychelles archipelago, and Reunion Island) infected with an epidemic
local CHIKV strain. The graphics A=C correspond respectively to infection rate (IR), dissemination
efficiency (DE), and transmission efficiency (TE) for each mosquito line tested at 7 and 14 days post
exposure (dpe) with the CHIKV. Therefore, mosquitoes were examined for the presence of infectious
viral particles, detected by plaque forming unit (PFU) titration on Vero cells, in their body for the IR, head
for the DE, and saliva for the TE. The error bars correspond to the 95% confidence interval., COM,
Comoros archipelago; SEY, Seychelles archipelago; RUN, Reunion Island; N=X, number of mosquitoes
tested; NA, not available.

Discussion
In the present study, we aimed to examine the vector competence of eight Ae. albopictus and
two Ae. oegypti lines collected on different islands within Comoros archipelago, Seychelles
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archipelago and on Reunion Island in the SWIO. The results showed no transmission of the ZIKV
strain (PF-25013-18) for all tested lines from both mosgquito species. At the opposite all tested
mosquito lines were susceptible to infection with the epidemic DENV-1 and CHIKV local strains,
supported viral dissemination, and were able to experimentally transmit these viruses. It should
be noted that the different vector competence parameters were higher for CHIKV (IR from 66.7
to 100.0%; DE from 9.4 to 92.5%; TE from 0.0 to 62.5%) relative to DENV-1 (IR from 27.1 to
83.3%; DE from 0.0 to 83.3%; TE from 0.0 to 35.4%). The analyses showed that the vector
competence parameters for DENV-1 and CHIKV were globally modulated by the mosquito lines
andfor by the dpe, but not by the geographic region (Comoros archipelago, Seychelles
archipelago and Reunion Island).

For ZIKV, we have shown that Aedes spp. from SWIO do not transmit the PF-25013-18
strain belonging to the Asian lineage, a highly epidemic lineage worldwide. This result is in line
with some previous studies on mosguitoes from Reunion Island that have demonstrated an
absence or low transmission of other Asian ZIKV, i.e. NC-2014-5132 strain in a first study
(Vazeille et al., 2018), and PaRi_2015 and MASE6 strains in a second one (Gomard et al., 2020).
It is interesting to note that this absence of vector competence was obtained with field
mosquito lines, bred over a limited number of generations in the laboratory, but that in
contrast, a 10% TE for the Asian ZIKV NC-2014-5132 was observed in a laboratory Ae. albopictus
line originally collected in Reunion Island (Bohers et al., 2020). From a more global perspective,
vector competence results for mosquitoes of the genus Aedes spp. are heterogenous, and
depend largely on the viral strains and mosquito lines used in each study (Bisia et al., 2023;
Obadia et al., 2022).

The results of our present study show that all Ae. gegypti and Ae. albapictus lines tested
for the SWIO islands can transmit the DENV-1 strain that circulated during the last epidemic in
Reunion Island (Hafsia et al., 2023). Overall, the three parameters of vectorial competence
towards DENV-1 showed an increase owver time for both mosquito species, and also
demontrated to be influenced by the Ae. albopictus line observed. For example, the
AL Beauvallon line was one of the lines with the highest DE, TE and salivary viral titer, while the
AL_Moroni line was one with the lowest. However, the differences between the parameters of
these two lines were not always significant, and it was therefore difficult to establish that the
AL-Beauvallon line was a better vector of DENV-1 than the AL-Maoroni line. This was also true for
the other Ae. Albopictus lines. In fact, no obvious pattern of difference in terms of vectorial
competence emerged from the study, with the vast majority of mosquito lines showing no
significant difference between their vectorial competence parameters.Except in Reunion Island
and Mayotte, no other epidemic with a DENV-1 strain has been reported in the rest of the SWIO
during the last years (Hafsia et al., 2022). However, our results demonstrated the potential of
this particular DENV-1 strain to circulate and emerge in all the SWI0 islands, as in the Seychelles
archipelago with the AL-Beauvallon line for example. Indeed, with an equivalent TE value and a
higher salivary viral titer, the AL Beauvallon line demonstrated the potential to be as good or
even a better vector than the AL-Gilles line from Reunion Island, where the epidemic has
already occurred. Although TE is relatively low in our study, averaging 11.9% across all dpe and
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tested lines, the high abundance of mosquito vectors on these islands (Boussés et al.,, 2018)
could be one of the factor explaining the large epidemic with significant human health costs as
it was the case in Reunion Island. The result of the vector competence for the DENV-1 on the
surveyed SWIO islands is in accordance with our other study on the vector competence of eight
different lines of Ae. albopictus and Ae. gegypti from Reunion Island using the same viral strain,
with an average TE of 13.2% (Hafsia et al., submitted). This similarity between the results for
the whole SWIO region and those focusing on Reunion Island underlines the fact that the
geographical region within the SWIO has no impact on the vector competence parameters
observed, a lack of influence demonstrated in our present study. However, our results are in
contradiction with the previous study by Mousson et al. {2012) in Reunion Island, which showed
the absence of transmission of a DENV-2 strain by local Ae. albopictus due to their natural
bi-infection by Wolbachia (Mousson et al., 2012). This difference in results reflects the diversity
of results found for dengue worldwide, a diversity that can be explained by the choices of
mosquito lines, viral strains, as well as the protocols used to carry out these studies (Bohers et
al,, 2020: Delrieu et al., 2023; Gloria-Soria et al., 2021; Mariconti et al., 2019; Souza-Neto et al.,
2019).

For CHIKV, the DE, TE and salivary viral titre were influenced by the dpe, rising over time.
The DE and TE were also influenced by the mosquito lines and/or by the mosquito line in
interaction with the dpe. The only difference in terms of vector competence that emerged from
the study was the fact that the AL_Providence and AL_Gilles lines appeared to be better vectors
than the AL_Kaweni line, the formers showing among the highest values for DE, TE, and salivary
viral titres, and the latter line showing among the lowest values for these same parameters,
although not all the differences between these lines were significant. Overall, we showed an
average DE of 55.0% and TE of 22.7% for the SWIO regions, all dpe and all lines combined.
Although the tested mosquito lines are different, these results are similar to previous studies
carried out in the region with Aedes spp. mosquito lines from Reunion Island and Mayotte
(Martin et al., 2010; Vazeille et al.,, 2010, 2007). The results are also consistent with the high
incidence of CHIKV epidemics between 2004 and 2006: Grande Comores and Moroni (in
Comoros archipelago) and Seychelles archipelago in 2005, Reunion Island between 2005 and
2006, and Mayotte (Comoros archipelago) in 2006 (Kariuki Njenga et al., 2008; Schuffenecker et
al,, 2006). Our results, although presenting lower TEs, are also in line with previous vector
competence studies on American Aedes spp. and ltalian Ae. albopictus lines regarding the
transmission of the same CHIKV strain (Severini et al., 2018; Vega-Rua et al., 2014). This strain
has a high affinity for Ae. olbopictus due to the E1-226V mutation (Martin et al., 2010; Vazeille
et al., 2007), which could facilitate epidemic emergence in areas colonized by this vector, such
as France (Giunti et al., 2023). Interestingly, the main significant difference observed between
CHIKV TEs in our study were found between those of one Ae. aegypti line that can be
considered laboratory-grown as it was reared for F;; to F;; generations in the insectarium
(AG_TBassin), and the other Ae. aegypti line (AG_Morani), which was reared for only two
generations in the insectarium. This supports concerns about the impact of laboratory rearing

15

165



166

on vector competence test results already revealed elsewhere (Azar and Weaver, 2019), notably
through microbiome modification (Azar and Weaver, 2019; Hegde et al., 2018).

This study showed that in the SWIO region, CHIKV had more affinity with Ae. cegypti
and Ae. albopictus than DENV, and that there is little or no affinity between ZIKV and these
mosquito species. This perfectly reflects the epidemiological history of the SWIO region, with
numerous small-scale epidemics of DENV prior to 2017 (Hafsia et al.,, 2022}, one major
epidemic of CHIKY linked to the aforementioned mutation (Kariuki Mjenga et al.,, 2008;
Schuffenecker et al., 2008), and no epidemics of ZIKV. These results are also in line with more
global studies (Gloria-5aria et al., 2021; Amraoui et al., 2019; Mariconti et al., 2019;Talbalaghi et
al.,, 2010; Vega-Rua et al,, 2013), and contrast with others depending on the virus x mosquito
line combinations tested (Bohers et al., 2020; Gutiérrez-Bugallo et al,, 2020). Furthermore, the
extrinsic incubation period for CHIKV in this study is shorter than that for DENV for all lines after
exposure to CHIKV, which is consistent with previous studies (Gloria-5oria et al., 2021; Amraoui
et al., 2019; Dubrulle et al., 2009; Souza-Neto et al., 2019; Talbalaghi et al., 2010; Vega-Rua et
al., 2013). These differences in extrinsic incubation period and vector competence may be
among the factors explaining the fulgurating epidemic of CHIKV compared to DENV-1 observed
in Reunion Island, with 266,000 symptomatic cases in 19 months for CHIKV versus nearly 50,000
in aprproximately three years for DENV-1 (Hafsia et al., 2022; Renault et al., 2012).

Our results demonstrating the influence of the mosquito lines on the TE for CHIKV and
DENV highlighted the already widely recognized importance of genotype x genotype
interactions in defining vector competence (Azar and Weaver, 2019; Lambrechts et al., 2009). In
addition to these interactions, the effects of the environment such as temperature, and other
factors such as the nature and number of blood meals, must also be considered (Delrieu et al.,
2023; Conway and al., 2014; Armstrong et al., 2020). This implies that, in order to understand
vector competence of mosquitoes as accurately as possible, experimental studies must be the
best possible reflection of field reality for the vector pathosystem being tested. To achieve this,
appropriate protocols must be used, with viral strains, mosquito lines and abiotic conditions as
close as possible to those found locally.

Our present study confirmed that an epidemic emergence of ZIKV was unlikely in the
SWIO area, at least for the tested viral strain and mosquito lines. It also strengthened vector
competence data for epidemic CHIKV transmission in the region, and showed that the risk of
epidemic emergence of contemporary DENV-1 in SWIO islands other than Reunion Island and
Mayotte should not be underestimated, since all the tested lines are competent vectors. The
generated data are of great importance for estimating the risks of epidemic emergence in the
SWIO region, where inter-island exchanges of viral strains have already been suspected (Hafsia
et al., 2022; Renault et al., 2012). Moreover, the strong economic and cultural links between the
islands of SWIO and certain European countries make these islands gateways for the
importation of viral strains to this continent. Aedes spp. vectors are constantly expanding their
range in Europe, particularly Ae. albopictus (Giunti et al., 2023), and European human
populations are maostly naive to the three arboviruses studied in this work. Their importation
could therefore have serious consequences in terms of public health, and preventing this risk of
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epidemic emergence through researches regarding the vector competence of European
mosquito lines to transmit contemporary epidemic viral strains circulating in the SWI0 would be
of interest for alerting local vector and health surveillance systems.

Supplemental informations legends

Table 51. Information on mosquito lines used in the present study for vector competence evaluation
with CHIKV, DENV and ZIKV. NA: Not available.

Number of mosquitoes tested
Island (geographic Mosquito Viruses
. Erap Site v Line code Generation
region) species tested
7 dpe 14 dpe 21 dpe
CHIEW 32 a0 A
| F31
mf" Aedes ) AG_TBaszin ZIKV NA 32 a0
Bassing aegqypti
F37 DENY WA 32 43
CHIKW 24 28 A
Reunion Island n F1 I T 1 T
. 5‘," t Aed,“ AL_Gilles ZIKV NA NA A
(Reunion Island) Gilles olbopictus
F7 DENV WA 24 249
CHIKW 32 36 WA
Saint Aedes F
AL_Phili ZIKV NA 32 31
Philippe albopictus —rERe | | ! ! !
F5 DENV NA NA 24
F2 CHIEV 24 35 A
I
Beauvalle Aedles AL_Beauval 2 . 12 12 a0
Mah f albiopictus an
ahe Fs DENV nA 32 a7
{Seychelles t 1 + 1
archipelaga) F2 CHIKW 24 27 A
Previ P
revidens Aedles AL_Providen . . 2 12 2
] olbopictus e
F& DENV WA 32 43
CHIKW 31 NA WA
Praslin (Seychelles F3 I T 1 T
! Y Praslin Aedles AL_Praslin ZIKV NA 32 WA
archipelago) albopictus
F& DENV NA 32 a8
F2 CHIKW 32 32 A
:e::;: AG_Moroni F3 ZIKV 32 32 40
1 ! ! + il +
Grande Comare . DENV NA 32 a8
{Comaros Maron
N F2 CHIKW 26 35 A
archipelaga) Aedes
. AL_Maoroni F3 ZIKV 32 32 a0
olbopictus
F7 DENV NA 32 a8
F4 CHIKW 24 32 WA
Combani Aedles AL_Combani F5 ZIKV 32 32 40
albopictus
Mayotte [Comoros F2 DENY NA NA 24
archipelago] F5 CHIKW 3z 32 A
Aedes [ T T | T
Kaweni . AL_Kaweni F& ZIKV 32 32 40
albopictus
3] DENY WA 24 32
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Table 52. Details on vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti lines from
the SWIO region after exposure to the ZIKV strain. Infection rates (IR), dissemination efficiencies (DE),
and transmission efficiencies (TE) are presented for 7, 14, and 21 days post-exposure (dpe) to infectious
blood meal, IR = number of infected bodies among the mosquitoes tested (%); DE = number of infected
heads among the mosquitoes tested (%); TE = number of infected saliva among the mosquitoes tested
(%). The fraction in brackets represents the number of positive samples out of the total number of
samples tested, and the numbers in square brackets correspond to the 95% confidence interval.. For

maore details on mosquito lines see the Table S1. NA, Mot available.

7 dpe 14 dpe 21 dpe
Mosquito line iR DE TE iR DE TE IR DE TE
AL Combanl 0.0% {0/32) 0.0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% {0/40) D.0%(0/40) | 0.0% (0740}
~Camba [0.0 - 10.7%] [00-107% | [o-107%] | [00-107%]  [00-107%] | [00-107%] 0.0 - 8.8%] [00-88% | [0.0-88%)]
AL K 0.0% (0/32) 0u0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% [0¥32)[0.0 0.0% {0/a0) 0.0% (0/a0) 0.0% (0f40)
kawen [0.0-10.7%] [0u3 = 10.7%] (0.0 10.7%] [0.0-10.7%] [0.0-10.7%] = 10.7%] [0 - 8.8%] [0.0 - 8.8%] [0.0-3.8%]
AL Morani 0.0% {0/32) 0% (032} 0.0% {0/32) 0.0 {0/32) o lf:z'n; oo | DEREAN0D [ 0.0%i0A0) 00 {0/40) | 0.0% (0/40)
- [0.0 - 10.7%] 0o-107% | [o-107%] | [0.0-107%) 1 JM'J - 10.7%] 0.0 - 8.8%] [00-88% | [0.0-8.8%)]
AG M . 0.0% (0/32) 0u0% (0/32) 0.0% (0/32) 0.0% (0/32) il:l.':zi}; o— 0.0% [0¥32)[0.0 0.0% {0/a0) 0.0% (0/a0) 0.0% (0f40)
—ieront [0.0-10.7%] [0u3 = 10.7%] [0.0-10.7%] [0.0-10.7%] " '-"P\'l] = 10.7%] [0 - 8.8%] 0.0 -8.8%] [0.0-3.8%]
AL Beauvallon 0.0% {0/32) 0.0% (0/32} 0.0 {0/32) 0.0% (0/24) 0.0% {0/24) 0.0% (0/24) 0.0% (0740) 0.0% (07401 | 0.0% (0740}
= u (0.0 - 10.7%] [0u0 - 10.7%] (0.0 - 10.7%] (00— 13.8%] (00— 13.8%] [0.0 - 13.8%] |00 - B.8%] [0.0 - B.8%] [0.0—8.8%]
.08
0.0% {0/332) 0.0% [0/22)10.0
AL_PrasIun Ma WA Ma : {0/32)[0.0- B MNA Ma A
[0.0 - 10.7%] 10.7%] 18.7%]
0.0%
0.0% (0/24) 0.0% [0/24) 0.0% (0/24) 0.0% (0/32) 0.0% [0f3I0.0 | 0o jos22) D% (0/22) | 00% (022
AlProvidence | o0 13a%) | [po-138%] | [00-138%] | [00-107%] W om | -1 | o149 | o-1asw) | 00-140%)
AL_Gi"es M HA My M M A LY A &
D05
. 0.0% (0/32) | Do (0/32)i0.0 0.0% (0/31) 0.0% (0/31) 0.0% (0/31)
AL_Philippe A i A [0.0- 10.7%) iﬂff{f]?[;]ll - 10.7%) [o.0-11.0%) [00-110%) | [0.0-11.0%]
28,1% (9/22) 0.0% (0/32) 0.0% {0/332) 3.1% (1/32) oo 0,0% [0/22)10.0 5.0% 50% (2/40) 0.0% (040}
4G THaxsin [15.6 - 45.4%) 3.0 - 10,7%] 0.0 - 10.7%] [0.6 - 15.7%] fo/3z)0.0- - 10.7%] (2/a0)[14 - [1.4 - 16.5%] [0.0 - 8.8%]
10.7H] 16.5%]
Table 53. Details on vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti lines from
the SWIO region after exposure to the DENV-1 strain. Infection rates (IR), dissemination efficiencies
(DE), and transmission efficiencies (TE) are presented for 14, 21, and 28 days post-exposure (dpe) to
infectious blood meal. IR = number of infected bodies among the mosquitoes tested (%); DE = number of
infected heads among the mosquitoes tested (%); TE = number of infected saliva among the mosquitoes
tested (%); Mean VT = mean of the viral titers found in saliva of the positive sample (logl0 PFU/saliva).
The fraction in brackets represents the number of positive samples out of the total number of samples
tested, and the numbers in square brackets correspond to the 95% confidence interval. For more details
on mosquito lines see the Table S1. NA, Not available.
14 dpe 21 dpe 28 dpe
Mean VT Mean VT Mean VT
Maosquite line IR DE TE (Lo PFU saliv 1R DE TE |Lag, PFUsali 1R DE TE |Lag, PFU fsali
aj val Wl
83.3% 83.3% 20.8% 254 (0,00 63.2% 42.1% 10.5% 1.70 0,00 -
AL_Combani HA MA HA HA (20/24) | {20/24) | isf24) 2.97] fzamy | (a1 (219 2.57]
[64.1 - [6d.1- 9.2~ [41.0- [23.1- [2.9-
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AL_Kaweni

AL_Moroni

AG_Maraoni

AL Beauvallon

AL_Praslin

AL Previdence

AL_Gilles

AL_Philippe

AlG_TBassin

66, 7%
(15/24)
[45.7 -
B2.0%)]

S0.0%
(16/32)
[33.6-
66.4%)
62.5%
(20/32)
[45.3 =
TE1%H]
34.4%
(11/32)
[20.4—
51.7%)
4065
(13/22)
[255—
ST.8H]
3.3%
(10y32)
[18.0-
48.6%]
62.5%
(15/24)
[42.7-
TR.EH]

HA

16.7%
(8724}
B.7-
35.9%)]

6.3%
(2/32)
[1.7-
20.1%]
63%
1232}
nr-
20.1%]
15.6%
(532}
[6.9-
31 B%)
0.0%
[IEH]
00—
10.7%]
3.1%
11/32}
n&-
15.7%]
E3%
(2/24)
[23-
75.8%)]

HA

B.3%
(232}
[7-
20.1%)]

4.2%

[1/24)
0.7~
20.2%)

0.0%
[3/32)
[o.0—
10.7%]
1%
[1/32)
[0.6 -
15.7%]
31%
[1/32)
06—
15.7%]
0.0%
[3/32)
00—
10,7%]
0.0%
[3/32)
[0.0-
10.7%)
0.0%
[0/24)
[o.0—
13,8%)

0.0%
[0/32)
[o.0—
10.7%]

93.3%]

B0.0%
11832}
[336-
665.4%)

2.51 [MA]

ALTH
{20/48}
|2B.8~
55.7%]
50.0%
[24/48)
[36.4 =
63.6%]
44.7%
{21/47)
[31.4-
58.8%)]
41.7%
|20/48)
|28.8—
55.7%]
211%
113748}
[166-
41.0%]
50.0%
{1224}
[31.4-
68,6%]
54.2%
13724}
[35.1~
72.1%)]
50.0%
{24/a8)
|36.4 -
63.6%)

170 [MA]

2.36 [MA]

MA

93.3%]

I1.3%
{1032}
[18.0-
48.6%]

20.8%
{10748}
[12.7-
34.3%]
29.2%
(14,48}
[18.2 -
43.2%]
44.7%
{21/47)
|314-
58.8%)
27.1%
{1348}
|66~
41.0%]
12.9%
{11748}
[133-
36.5%]
29.2%
[7/24)
[14.2-
48,3%)]
12.5%
[3/24)
[4.3~-
31.0%)]
39.6%
{19/48)
|27.0-
53.7%)

40.5%]

A%
13/32)
3.2~
24.2%)

B3%
(4748}
[33-
19.6%]
2.1%
(148}
4=
10.9%]
23.4%
(11/47)
[13.6—
37.3%)
E3%
(443}
Ba-
19.6%]
HE
(4/98)
i33-
19.6%]
E3%
(2/24)
[23-
75.8%)]
B3%
(224}
123~
25.8%)]
14.6%
(7/a8)
[72-
27.3%)

341000~
3.99]

312
[0.00 - 3.50]

1.40 [MA]

323232~
3.50]

2.84 (0,00
151)

269 [0.00 -
313

1.70[NA]

3.70 10,00~
4.83]

2.50 [0.00-
2.90]

A0,9%]

46 2%
118/39)
[3L6-
61.4%)

500.0%
{2448}
[36.4-
63.6%]
79.2%
|38/48)
[65.7 =
#8.3%]
55.0%
{22/40)
[39E-
69.3%)]
B2.5%
(3048}
484 —
74,8%]
60.4%
|2ur48)
[46.3 -
73.0%)
78.3%
{18/23)
|5B.1-
40,3%]

B6.7%
{20/30)
[4BE -
#0.8%)

63, 7%]

410

|16,/39)
271~
56.6%]

14.6%
[7/48)
[7.2-
27.2%]
T0.8%

|34/48)
[56.8 -

81.8%]
32.5%

{1340}
|20.1-

48.0%)
35.4%

17148}
123.4-

49, 6%]
39.6%

{18/48)
270~
53.7%]
56.5%

{13/23)
|36.8~

74.4%)]

53.3%
{16/30)
|36.1-
69.8%)

31.4%)]

28.2%
111,39}
[16:5 -
43.8%)]

6.3%
[3/48)
21—
16.8%]
18.8%
[4/48)
[10.2 -
31.9%]
27.5%
{12/a0)
|16.1-
42.8%)
16.7%
[8/48)
8.7 -
29,6%]
35.4%
{17/48)
234~
49,65
34.8%
(8/23)
19,8~
55.1%]

16.7%
[5/30)
[Fa-
33.6%]

3.04, [2.32-
3.30]

1.52 [0.00~
1.84]

3.08 [0.00—
3.41)

3.36[2.44—
364

220 [0.00-
2.54]

3.23[0.00-
3.53]

212 [0.00~
2.47]

&

218 [0,04—
2.48)

Table 54. Details on vector competence parameters of Aedes albopictus and Aedes aegypti lines from
the SWIO region after exposure to the CHIKV strain. Infection rates (IR), dissemination efficiencies (DE),
and transmission efficiencies (TE) are presented for 7, and 14 days post-exposure (dpe) to infectious
blood meal. IR = number of infected bodies among the mosquitoes tested (%); DE = number of infected
heads among the mosguitoes tested (%); TE = number of infected saliva among the mosquitoes tested
(%); VT = mean of the viral titers found in saliva of the positive sample (logl0 PFU/saliva). The fraction in
brackets represents the number of positive samples out of the total number of samples tested, and the
numbers in square brackets correspand to the 95% confidence interval.. For more details on mosquito
lines see the Table S1. NA, Not available.

7 dpe 14 dpe
i Mean VT Mean VT
Mosquito line IR DE TE (ome PRUfsINa) IR DE TE (L PRUJksliva)
91.7% 37.5% 8.3% 68.8% 59.4% 25.00%
318 212
AL Combani [22/24) (a/24) (2/24) [22/32) (19/32) (8/32)
[f4.2- | [21.2- [2.3- [0.00— 3.90] [51.4- [42.3- [13.3- [0.20 - .2.42)
97.7%] | 57.3%] | 25.8%] £2.0%) 74.5%] 42.1%)
75.0% 9.4% 0.0% 21.3% 50.0% 12.5% 358
AL_Kaweni | (24/32) | (3/32) | (0f32) NA (26/32) | 16/32) | {4/32) 10.00- 3.04]
|57.9- 3.2~ [0.0- [64.7 = [33.6- [5.0- ' '
19
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B6.7%] | 24.2%) 10.7%) 91.1%) 66.4%] 28.1%]
24.6% 30.8% 11.5% 77.1% 54.3% 20.0%
AL Moroni [22/25) (8/26) (3/26) 337 (27/35) (19/35) [7/35) 288
- [665- | [165- | [40- [0.00-3.91] [6L.0- 382~ [10.0- [0.00 - 3.18]
93.8%] | so0%) | 29.0%) 87.9%) 69.5%] 35.9%)
30.6% 53.1% 9.4% 93.8% 81.3% 34.4%
X (29432} | (17/32) (3/32) 399 (30432) (26/32) (11/32) L35
AG_Morani
[75.8- | [364- | [3.2- [0.00 - 4.54] [72.9- [64.7 - [20.4 - [159-2.13]
96.8%] | 69.1%] | 24.2%) 98.3%) 91.1%] 51.7%)
79.2% 45.8% 16.7% 97.1% BO.0% 11.4%
[19/24) | (11/24) [4/24) 152 [34/35) (28/35) [4/35) 2.26
AL_Beauvallon
[59.5- | [279- | [6.7- [0.00 - 3.84] [65.5— [64.1- [4.5— [0.00 - 2.59]
Q0.8%] | 64.9%] | 359%] 99,5%] 90.0%] 26.0%]
96.68% 45.2% 16.1%
AL_Praslin B0/31) | (14/31) | (5/31) 202 MA MA hA Ha
= [B38- | [292-  [71- [1.58-2.24]
99.4%] 622%] | 32.6%] | |
95.68% 54.2% 16.7% 81.5% 66.7% 40.7% 157
31 Providence [23/24) | [13/24) | (4/24) 383 [22/27) (1827 | (11/27) (0,00 - 3.95]
- [79.8- | [35.1- | [6.7- [0.00 — 4_38] [633— [47.8 - [245-
99.3%] | 721%] | 359%) 91.8%) 81.4%] 59.3%]
66.7% 33.3% 16.7% 89.3% 75 0% 42 9% 334
AL Gilles [16/24) | (8/24) [4/24) 374 [25/28) (21/28) | (12/28) [0.00 - 3.76]
67— | (80— | [67- [0.00 - 4.15] [72.8- [56.6— [26.5 -
B2.0%] | 533%] | 35.9%] 96.3%) 87.3%] 60.9%]
93 8% 50.0% 12.5% 69.4% 41.7% 19.4% 297
AL Philippe (30/32) | (16/32) | (4/32) 3.72 (25/36) (15/36) (7/36) [0.00—3.35]
[79.9- | [336- | [5.0- [0.00 - 4.20] [53.1- [27.1- (9.8~
98.3%] | 66.4%) | 2B.1%] 82.0%) 57.8%] 35.0%]
100.0% | &7.5% 62.5% 97.5% 92 5% 57.5%
AG TBassin [32/32) | (28/32) @ (20/32) 383 [39/40) (37/a0) | (23/a0) 181
- [89.3= | [7L9= | [453= [3.51=4.01] |87.1= [280.1 = [42.2 = [2.30 = 3.04]
100.0%] | 95.0%] | 77.1%] 99.6%) 97.4%) 71.5%)
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3.5. Discussion et perspectives

Lobjectif de cette troisieme partie du mémoire expérimental était d’étudier
'ouverture du filtre de compatibilité entre les moustiques du genre Aedes de la région du
SOOI et les arbovirus du DENV, du CHIKV, et du ZIKV. Dans un premier temps, les
prospections de terrain réalisées afin de collecter les populations de moustiques, nous ont
permis d’actualiser nos connaissances sur la répartition des espéces vectrices du genre Aedes
au sein des différentes fles de la région partenaires du projet VECTOBIOMES. A La Réunion,
rien de nouveau, les Ae. albopictus sont 'espece dominante tandis que les Ae. aegypti se
trouvent toujours uniquement dans des poches résiduelles au sein de ravines difficiles
d’acces dans I'Ouest et le Sud de I'lle (Salvan and Mouchet 1994; Delatte, Dehecq, et al.
2008; Bagny et al. 2009; Bousseés et al. 2018). C’est pourquoi il n’a pas été possible d’obtenir
une population de terrain de ce vecteur et, qu’a la place, une population de laboratoire d’Ae.
aegypti, initialement prélevée a Trois Bassins en 2014 puis élevée sur mainte générations en
insectarium, a été utilisée comme témoin. Pour l'archipel des Seychelles, deux Tles ont été
prospectées : Mahé, I'lle principale des Seychelles, et Praslin, une ile située a environ 50 km
au Nord-Est des cotes de Mahé. Des populations d’Ae. albopictus ont pu étre collectées sur
ces deux fles tandis qu’aucune population d’Ae. aegypti n'y a été observée. Ces résultats
corroborent les observations de terrain faites en 2008 aux Seychelles annongant une possible
disparition des Ae. aegypti des Tles de Mahé et Praslin (Le Goff et al. 2012). Pour I'archipel
des Comores, |'acquisition de populations de moustiques s’est révélée contrastée. Dans un
premier temps, aucune population de ces espéces de moustiques n’a pu étre collectée sur
les les d’Anjouan et de Mohéli. L'ile de Grande Comore a, quant a elle, présenté une seule
localité permettant de récupérer des ceufs de moustiques. Apres tri et vérification au
laboratoire, deux populations monospécifiques distinctes ont été obtenues a partir de cette
localité de Moroni; l'une d’Ae. aegypti, et 'autre d’Ae. albopictus, alors méme que cette
derniére espéce n’était pas présente sur I'lle de Grande Comore en 2008 lors d’'une enquéte
entomologique visant a déterminer les vecteurs du CHIKV durant I'épidémie de 2005 (Sang et
al. 2008). Cependant, présente dans d’autres fles de I'archipel des Comores, comme a
Mayotte par exemple, il est probable que cette espéce vectrice ait depuis colonisé I'lle de
Grande Comore (Bousses et al. 2018). En effet, pour I'lle de Mayotte, des populations d’Ae.
albopictus ont pu étre prélevées. En revanche, aucune population d’Ae. aegypti n’a pu y étre
obtenue alors que les dernieres données disponibles présentaient cette espece comme une
des plus abondantes a Mayotte en 2014 (Le Goff et al. 2014). Il est envisageable que cette
espéce ait, depuis, été remplacée par Ae. albopictus dont la premiere occurrence sur |'ille
date de 2001 (Girod 2004).

Dans un second temps, ce travail nous a permis de rendre compte d’un filtre de
compatibilité a 'ouverture contrastée entre les différents arbovirus étudiés. Notre étude a en
effet montré qu’aucune population testée n'était compétente pour la transmission du ZIKV
PF-13, que l'efficacité de la transmission moyenne pour le DENV-1 réunionnais dans la région
était de 11,00% a 21 jours post-exposition (jpe) et de 21,57% a 28 jpe, et que celle pour le
CHIKV était de 17,44% a 7 jpe et de 29,29% a 14 jpe. Ces résultats montrent que le filtre de
compatibilité des moustiques Aedes au sein du SOOI est fermé vis-a-vis du ZIKV testé, qu'il
est partiellement ouvert pour le DENV-1, et qu’il I'est Iégérement plus et plus rapidement
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pour le CHIKV. Comme discuté dans l'article, ces résultats sont en adéquation avec la
situation épidémiologique de ces trois arbovirus observée dans la région du SOOI (Kariuki
Njenga et al. 2008; Hafsia et al. 2022), validant ainsi le fait que nos protocoles expérimentaux
soient un reflet relativement fidele de la réalité de terrain. Le filtre de compatibilité fermé
pour la souche ZIKV PF-13 dans la région n’est pas surprenant au vu des précédents résultats
réunionnais et globaux concernant les souches de la lignée asiatique, celles-ci étant moins
compatibles avec les moustiques du genre Aedes que les souches de ZIKV de la lignée
africaine (Gomard et al. 2020; Obadia et al. 2022). Puisque ces derniéres souches ont un
potentiel épidémique important (Smith et al. 2018; Aubry et al. 2021), elles représentent un
réel risque sanitaire a ['échelle globale. A notre connaissance, les études de
transcriptomiques se sont pour l'instant intéressées uniquement aux différences de
transcriptomes entre deux populations d’Ae. albopictus possédant des compétences
vectorielles différentes pour une méme souche de ZIKV (Jia et al. 2023), ou entre les vecteurs
Ae. aegypti exposés ou non a une méme souche virale (Etebari et al. 2017). Afin de
comprendre ces différences de compatibilité des Aedes avec les diverses lignées
géographiques de ZIKV observées a I'’échelle globale, il serait donc trés intéressant de réaliser
des études transcriptomiques chez les Ae. aegypti et Ae. albopictus aprés leur exposition a
ces différentes lignées virales. Par ailleurs, notre étude n’a pas révélé de différence de
compétence vectorielle entre les groupements d’iles de la région du SOOI (i.e. La Réunion,
archipel des Seychelles et archipel des Comores) et ce, pour les trois arbovirus. Bien que
certaines populations (pas les mémes pour les différents arbovirus) présentaient des
différences significatives de leurs parameétres de compétence vectorielle pour un des
arbovirus, la majorité d'entre elles n’en présentaient aucune. De ce fait, les résultats de notre
étude permettent de mettre en garde les autorités sanitaires du SOOI quant au risque
concret de la circulation d’un de ces arbovirus sur I'ensemble de la région apres une
émergence épidémique au sein d’une des fles.

De plus, tout comme a La Réunion (Latreille et al. 2019), il n’existe pas de
structuration géographique de la diversité génétique des Ae. albopictus au sein de la région
du SOOI (Delatte et al. 2011). Les interactions génotype x génotype étant un facteur majeur
dans la détermination de la compétence vectorielle des moustiques, cette absence de
structuration géographique peut en partie expliquer le fait qu’aucune différence de
compétence vectorielle entre groupements d’illes n’ait été retrouvée lors de notre étude
pour les trois arbovirus testés. Cette compétence vectorielle, a minima aussi efficace entre
toutes les iles investiguées, permet aussi d’expliquer la possibilité d’une propagation des
arbovirus entre les Tles du SOOI. Cette propagation est déja avérée pour le CHIKV puisqu’il a
circulé dans la région entre 2005 a 2007 (Kariuki Njenga et al. 2008), et a été suggérée a
plusieurs reprises pour le DENV depuis 1976 du fait de I'émergence épidémique d’un méme
sérotype (DENV-1, DENV-2, ou DENV-3) dans différentes iles du SOOI, soit la méme année
soit a une ou deux années d’intervalle (Hafsia et al. 2022). Comme expliqué dans la premiére
partie du mémoire expérimental, cette possibilité pourrait étre vérifiée par des études
phylogénétiques approfondies des souches de dengue circulant dans les fles du SOOI et donc
par la caractérisation moléculaire compléte de nombreux échantillons de DENV de la région
au cours du temps. Ce genre d’études pourrait commencer des a présent en vérifiant si les
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épidémies de dengue observées a Mayotte de 2019 a 2020 (Santé Publique France 2021) et
plus récemment en 2024 a Maurice et a Rodrigues (ARS La Réunion 2024), sont liées
phylogénétiqguement a une ou des souches ayant circulé ou circulant toujours a La Réunion
depuis fin 2017. Il serait également intéressant de se demander pourquoi malgré cette
compétence vectorielle semblable entre les Tles du SOOI, certaines fles présentent plus
d’épidémies de certains arbovirus et/ou des incidences plus importantes. Cela a notamment
été montré pour le DENV et le CHIKV sur I'lle de Grande Comores par rapport aux autres iles
de l'archipel des Comores (Dellagi et al. 2016), ou encore par le nombre trés important
d’épidémies de dengue recensées a La Réunion par rapport aux autres fles du SOOI (Hafsia et
al. 2022). Cela vient en partie de la différence de facilité d’acces aux systemes de santé et
d’efficacité des veilles sanitaires entre les fles. Toutefois, d’autres parameétres pourraient
également entrer en compte comme la densité de vecteurs, certaines caractéristiques
sociodémographiques des populations humaines, ou encore des parametres
environnementaux particuliers. Connaitre ces facteurs aggravants permettrait de mieux
orienter et prioriser les processus de prévention et de controle contre ces maladies dans la
région du SOOI. Par ailleurs, bien qu’ils puissent tous deux circuler dans le SOOI, les patterns
de propagation régionale du CHIKV et du DENV ne présentent pas les mémes caractéristiques
temporelles. Contrairement au CHIKV qui a connu une épidémie intense mais bréve avec une
propagation trés rapide entre les iles de la région, le DENV semble créer plus d’épidémies
mais de plus faible intensité et dont les souches peuvent prendre jusqu’a plusieurs années
avant d’émerger dans une autre ile. S'il s’agit bien des mémes souches qui émergent dans les
autres Tles, ce qui reste a vérifier comme expliqué précédemment, il serait intéressant de
chercher ce qui crée ces différences entre CHIKV et DENV. Cela est en partie d( au degré
d’ouverture plus faible et au temps plus long nécessaire a l'ouverture du filtre de
compatibilité du DENV comparé a celui du CHIKV dans la région, comme démontré dans
notre travail. Cependant, deux autres axes pourraient étre investigués pour expliquer ces
différences. Premierement, il s’agirait d’étudier la proportion des cas asymptomatiques et
leur implication dans la transmission de chacun de ces arbovirus, comme cela a été fait pour
le DENV a La Réunion par notre étude DEMARE (De Santis et al. 2023). Deuxiémement, il
faudrait explorer I'importance de la transmission verticale chez les vecteurs pouvant
constituer des réservoirs et pouvant ainsi permettre une circulation silencieuse pendant
plusieurs années de certains arbovirus, ce qui est notamment reconnu pour le DENV
(Ferreira-de-Lima and Lima-Camara 2018). A I'échelle globale, il a été rapporté une efficacité
de la transmission verticale du DENV plus importante chez les Ae. albopictus que chez les Ae.
aegypti, et de la méme facon le DENV-1 a montré étre transmis verticalement plus que les
autres sérotypes (Lequime et al. 2016). Or, comme nous l'avons vu, les fles du SOOI sont de
plus en plus colonisées par les Ae. albopictus, la possibilité d’un maintien inter-épidémique
du DENV, et plus particulierement du DENV-1, dans la région est de ce fait plus que probable.
Ces données, qui sont a explorer plus en profondeur, sont d’'un intérét tout particulier pour
les services de LAV de la région.

Tous les résultats discutés ci-dessus sont d’ailleurs importants pour aider a la prise de
décisions par les autorités sanitaires et de LAV afin de prévenir et lutter efficacement contre
ces arbovirus. Le remplacement d’Ae. aegypti par Ae. albopictus qui semble opérer dans
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toutes les Tles du SOOI inspectées doit par exemple étre pris en compte dans le choix des
stratégies de LAV déployées au sein de la région, notamment en ce qui concerne les
stratégies innovantes de lutte avec le lacher de moustiques transgéniques (ex. TIS) ou
paratransgéniques (ex. transfectés avec des souches de Wolbachia) qui doivent correspondre
a l'espece vectrice ciblée. De plus, les efforts de LAV contre les Ae. albopictus devraient se
poursuivre aprés le déclin de 'incidence épidémique, spécialement si I'épidémie concernait
le DENV-1, pour les raisons de maintien de l'arbovirus par transmission verticale que nous
venons de voir a la fin du paragraphe précédent. Les investigations entomologiques
permettent aussi de mieux comprendre le comportement des moustiques (distance de vol,
taux de piqlre, lieux de repos, gites de ponte privilégiés...) et donc d'améliorer les stratégies
de LAV, mais aussi de repérer les especes vectrices potentielles (Delatte, Dehecq, et al. 2008;
Le Goff et al. 2012; Bousses et al. 2018). Par exemple, I'importante densité des moustiques
Eretmapodites subsimplicipes autours des foyers épidémiques de fievre de la vallée du Rift a
Mayotte a été repérée lors des campagnes de terrain visant a collecter des moustiques du
genre Aedes pour le projet VECTOBIOME, avant d’étre définie expérimentalement comme
une des espéces vectrices par une autre étude (Cétre-Sossah et al. 2023). C’est d‘ailleurs
suite a cette observation que nous nous sommes intéressés a deux espéces de ce genre: les
Er. subsimplicipes et les Er. quinquevittatus vivant en sympatrie dans l'archipel des Comores.
Nous avons décrit pour la premiére fois leur infection par Wolbachia, mono-infections
causées par l'une des deux nouvelles souches découvertes de Wolbachia appartenant aux
supergroupes A et B et proches phylogénétiquement de souches retrouvées chez des
Drosophiles (Gomard et al. 2024). Ce travail a été valorisé par la rédaction d’un article dont je
suis co-premiere auteure avec le Dr Yann Gomard (voir en Annexe 3. Publication 8 : “Genetic
diversity of endosymbiotic bacteria Wolbachia infecting two mosquito species of the genus
Eretmapodites occurring in sympatry in the Comoros archipelago.” Gomard et al., 2024).

En ce qui concerne le degré d’ouverture des filtres de compatibilité des moustiques
du genre Aedes qui different selon les arbovirus testés, ce résultat permettrait, quant a lui,
de savoir comment prioriser la gestion des épidémies en cas de survenues multiples. Cela
s’avererait notamment utile si la dengue devient endémique dans la région du SOOI et que le
CHIKV y commence une nouvelle flambée épidémique, notre étude nous indiquant que les
foyers épidémiques de CHIKV devraient étre prioritaires sur ceux du DENV en raison d’un
filtre de compatibilité ouvert plus rapidement et de fagcon plus importante pour le premier
qgue pour le second. Pour finir, la circulation inter-ile possible et probable de certaines
souches virales démontre la nécessité d’une collaboration des systemes de surveillance entre
les 1les du SOOI. En effet, toutes les fles du SOOI n‘ont pas les mémes moyens pour lutter
contre les arbovirus et, afin de minimiser la propagation a toutes les iles du SOOI lorsqu’une
épidémie se déclare quelque part, une collaboration inter-iles serait plus efficace. De plus, le
ZIKV, le CHIKV et le DENV ne sont pas les seules menaces de pathogenes a transmission
vectorielle qui planent sur le SOOI, et les moustiques du genre Aedes ne sont pas les seuls
vecteurs compétents de ces pathogénes (Le Goff et al. 2012; Bousses et al. 2013; Bousseés et
al. 2018; Santé Publique France 2024a). Par exemple, la fievre de la vallée du Rift est une
réelle menace puisque déja présente a Mayotte et vectorisée par les Er. subsimplicipes et les
Ae. albopictus comme énoncé précédemment (Cétre-Sossah et al. 2023). Des systéemes de
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veille sanitaire inter-iles (comme ce qui est fait a La Réunion et Mayotte, mais devraient
impliquer plus d’iles de la région), pourraient donc alerter rapidement de la moindre
menace, permettant la mise en place efficace d’actions de prévention.

Par ailleurs, La Réunion et Mayotte ne sont pas les seuls outre-mers francais
(DROM-COM) menacés ou faisant face aux arbovirus testés dans notre étude. En fait, la
plupart d’entre eux sont situés dans la ceinture tropicale et subtropicale, zone d’incidence
majoritaire de ces arbovirus, au sein de complexes insulaires avec, par exemple, la
Guadeloupe et la Martinique dans la mer des Caraibes, ou encore la Polynésie francaise ou la
Nouvelle Calédonie dans le Sud de I'Océan Pacifique. Toutes ces fles ont subi et/ou subissent
toujours actuellement des épidémies des trois arbovirus testés dans notre étude (Alibert et
al. 2011; Cao-Lormeau et al. 2014; Daudens-Vaysse et al. 2016; Agence Régionale de Santé -
Guadeloupe, Saint-Martin, Saint-Barthélémy 2017; Dorléans et al. 2018; Calvez et al. 2018;
Garcia--Van Smévoorde et al. 2023), et toutes possédent des vecteurs efficaces quant a leur
transmission. Il s’agit notamment des Ae. aegypti et les Ae. mediovittatus pour la
Guadeloupe et la Martinique (Poole-Smith et al. 2015), les Ae. aegypti en Nouvelle Calédonie
(Dupont-Rouzeyrol et al. 2012; O’Connor et al. 2020), et les Ae. aegypti et les Ae. polynensis
en Polynésie francaise (Richard et al. 2016; Calvez et al. 2017). Pour la dengue, certains de
ces complexes insulaires sont considérées en tant que zone endémique, comme c’est le cas
des iles du Pacifique Sud avec une circulation continue de la dengue connaissant des pics
épidémies, et des remplacements de sérotypes/souches de DENV aprés qu’un précédent ait
circulé quelques années (Calvez et al. 2017). Et d’autres encore, sont en cours
d’hyperendémisation, comme c’est le cas pour les DROM-COM des Caraibes (LAzou et al.
2014; Garcia--Van Smévoorde et al. 2023). Puisque notre étude dans le SOOI a montré que
toutes les fles investiguées avaient une compétence similaire a transmettre le DENV testé, il
est possible que le processus d’endémisation supposé par notre revue ne se cantonne pas
uniguement a La Réunion, mais se produise sur I'ensemble de la région. Et, comparer les
patterns épidémiologiques de La Réunion et du SOOI, avec les autres complexes insulaires
comprenant des DROM-COM pourrait permettre, bien qu’ils ne possedent pas forcément les
mémes vecteurs, d’avoir une idée de ce qui attend la région du SOOI dans le futur, comme
par exemple une augmentation des formes séveres du fait d’'une hausse du nombre de cas
d’infection secondaire liés a 'endémisation, ou a l'inverse une atténuation de la sévérité
d’une souche de dengue au cours de sa propagation d’ifle en lle comme ce qui a déja été
observé dans les fles du Pacifique Sud (Steel et al. 2010). Pour finir, ces DROM-COM frangais
sont de réelles portes d’entrée pour les arbovirus vers I'Europe via la France, comme en
témoignent les 755 et 612 cas de dengue importés dans I’'hexagone entre mai et décembre
2023 depuis la Martinique et la Guadeloupe, respectivement(Santé Publique France 2024b).
En effet, avec la conquéte par Ae. albopictus de la grande majorité du territoire (Ministere du
travail, de la santé et des solidarités 2023), des importations régulieres d’arbovirus tel que le
DENV, le ZIKV ou le CHIKV (Santé Publique France 2024b), et une population trés largement
naive face a ces maladies, la France posseéde maintenant un filtre de rencontre ouvert entre
tous les acteurs des pathosystemes vectoriels. Pour ce qui est du filtre de compatibilité, le
fait que des chaines de transmission autochtones se mettent parfois en place pour ces trois
arbovirus indiquent qu’il est également ouvert, au moins partiellement (Ruche et al. 2010;
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Grandadam et al. 2011; Delisle et al. 2015; Succo et al. 2016; Calba et al. 2017; ECDC 2018;
ECDC 2019; Giron et al. 2019; Santé Publique France 2024b). Au vu de l'avancée d’'Ae.
albopictus en Europe, la France n’est pas le seul pays au climat tempéré qui risque de se
retrouver de plus en plus confronté a ces arboviroses aux vecteurs d’origine plus tropicale et
subtropicale. En témoigne la présence de cas autochtones de CHIKV et de DENV en ltalie
(Rezza et al. 2007; Venturi et al. 2017; Lazzarini et al. 2020) et, celle des cas autochtones de
DENV en Croatie, au Portugal et en Espagne (Gjenero-Margan et al. 2011; Alves et al. 2013;
ECDC 2018; ECDC 2019). Par ailleurs, il est a noter que des populations d’Ae. albopictus de
France et d’ltalie proviennent du mélange de lignées génétiquement différentes introduites a
partir de diverses localités a travers le monde, dont la lignée réunionnaise introduite dans le
Sud de la France en 2004 (Vega-Rua et al. 2020). Du fait d’'un fond génétique en partie
commun, il serait trés intéressant de comparer les compétences vectorielles de ces
populations d’Ae. albopictus frangaises et réunionnaises quant aux souches virales circulant
ou ayant circulé a La Réunion pour le CHIKV et le DENV. Bien que moins nombreux pour
I'instant que les cas importés depuis les DROM-COM des Caraibes, une attention toute
particuliére devrait de ce fait étre apportée aux cas d’arbovirus importés depuis le SOOI, et
surtout depuis La Réunion vers la France et I'Europe. De plus, si la dengue devient
endémique, voire hyperendémique, le nombre de cas importés depuis le SOOI vers la France
risque également d’augmenter, nécessitant encore plus d’attention. De ce fait, continuer
d’affiner notre compréhension des patterns épidémiologiques et poursuivre/améliorer la
surveillance du ZIKV, du CHIKV et du DENV dans le SOOI, permettra dans un premier temps
de lutter plus efficacement contre leur (ré)émergence dans la région, mais aidera aussi a
protéger la France et I'Europe de ces maladies a transmission vectorielle.

Conclusion générale

1. Résumé des travaux de la these

A La Réunion, la circulation de la dengue est reconnue depuis la fin des années 1970,
et seules des épidémies de faible ampleur avaient depuis été enregistrées sur le territoire. En
méme temps que j’arrivais a La Réunion au sein de I'lUMR PIMIT pour mon stage de Master 2
en 2018, une nouvelle épidémie de dengue avait débuté. Avec mon équipe de direction,
nous avons donc souhaité utiliser ce contexte pour élaborer un projet de thése répondant a
la question de l'ouverture du filtre de compatibilité entre Ae. albopictus réunionnais et virus
de la dengue en prenant en compte la bi-infection naturelle des moustiques par la bactérie
Wolbachia. L'hypothése sous-jacente du projet, intégré a part entiére dans le projet
VECTOBIOMES, était alors que les interactions multipartites entre DENV, Ae. albopictus et
Wolbachia définissent la trajectoire et le devenir des épidémies de dengue a La Réunion. Non
pas que cette question n‘avait jamais été adressée auparavant, mais les résultats des
précédentes études restaient questionnables, et les protocoles utilisés ne représentaient pas
totalement les conditions de terrain. Or la mise en place, cette méme année, d’une
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plateforme d’infectiologie de biosécurité de niveau 3 gérée par 'UMR PIMIT et permettant
de recréer le cycle parasitaire de la dengue en milieu contr6lé, nous autorisait a restituer
expérimentalement des conditions au plus proche de la réalité de terrain.

Contrairement aux précédentes épidémies, celle-ci ne s’était pas arrétée a la fin
d’année, au cours de la saison séche. Le pattern devenait de plus en plus intéressant d’'un
point de vue scientifique tout en étant inquiétante d’'un point de vue santé publique.
L'épidémie a finalement duré tout au long de ma thése, et au fil des mois mon projet a
évolué en parallele de I'évolution de celle-ci. En effet, avant de répondre a notre
guestionnement sur I'effet de Wolbachia, cette situation particuliére nous a dans un premier
temps amené a avoir un regard critique sur les patterns épidémiologiques originaux observés
lors de cette épidémie. C’est pourquoi nous avons retracé le contexte historique de la
dengue a La Réunion, et plus largement dans le SOOI, par le biais d’'une revue. Comme
énoncé dans celle-ci, avec 71 061 cas autochtones symptomatiques, 2 686 hospitalisations
dont 455 formes sévéres et 75 déces de fin 2017 a octobre 2021, la dengue a montré une
intensification de son incidence, de sa sévérité, mais également de sa durée comparée aux
précédentes épidémies. Tous ces parametres, ajoutés a la circulation de trois sérotypes
différents (DENV-1, DENV-2, DENV-3), nous ont conduit a I’hypothése d’un processus
d’endémisation de la dengue a La Réunion. Nous avons alors voulu évaluer les raisons se
trouvant derriere de tels changements en explorant différents facteurs anthropiques et
écologiques. La démographie et la mobilité géographique humaine a La Réunion ne
pouvaient pas expliquer les patterns d’incidence observés sur I'lle, la seconde rendant
toutefois compte des importations de cas de dengue via les échanges aériens, avec le
continent asiatique notamment. En revanche, la température avait montré étre un des
facteurs expliquant cette intensification, avec une concordance entre émergences
épidémiques et températures annuelles moyennes supérieures a la normale sur I'ile. Par
ailleurs, des températures plus élevées induisent a la fois un développement larvaire plus
rapide des moustiques, une meilleure compétence vectorielle vis-a-vis de la dengue, mais
également des comportements humains de stockage d’eau (pots de fleurs). Or, la
combinaison de ces trois facteurs favorise la densité en vecteurs ainsi que la transmission de
la dengue. Ceci peut en partie expliquer la plus forte incidence de la maladie observée dans
la zone Ouest de La Réunion, zone présentant les températures les plus élevées sur l'ile.
Cependant, d’autres éléments pouvant aussi avoir un rOle dans les patterns
épidémiologiques observés restaient a investiguer. Nous avons ainsi souhaité étudier la
compétence vectorielle de différentes populations géographiques d’Ae. albopictus
réunionnais vis-a-vis du DENV.

Pour tester cela, il nous fallait dans un premier temps accéder aux souches
épidémiques locales de DENV et les caractériser. En amont de la thése, notre équipe avait pu
montrer que le DENV-2 ayant circulé au début de I'épidémie et appartenant a la lignée | du
génotype cosmopolite, avait également circulé aux Seychelles quelques années auparavant.
Ce résultat a souligné la possibilité d’échange de souches de DENV entre les iles de la région
du SOOI. Puis, lors de cette these, nous avons montré que les échantillons de DENV-1
réunionnais testés étaient regroupés en un seul cluster appartenant au génotype I, mais que
les souches ayant auparavant circulées aux Seychelles étaient regroupées en deux clusters
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distincts au sein du génotype V. Ces résultats suggerent des évenements d’introduction
différents entre les deux fles, mais également au sein méme des Seychelles. Tous les
échantillons testés dans ces études sont proches génétiquement de souches provenant de
pays asiatiques, mettant l'accent sur l'importance des échanges avec ce continent dans
I'importation de cas de dengue. Ces résultats ont apporté des éléments d’informations sur
les patterns de transmission au sein de ce contexte particulier qu’est le contexte insulaire du
SOOI, avec des échanges de cas de dengue régionaux mais aussi plus globaux, et avec des
successions d’introduction pouvant parfois avoir lieu au cours d’'une seule et méme
épidémie. Lisolement et la caractérisation des souches virales ainsi réalisées, nous avons pu
produire trois d’entre elles en vue des infections expérimentales : une de DENV-1, et deux de
DENV-2, toutes d’origine réunionnaise. Il est a noter que nous n‘avons pas pu isoler,
caractériser, et produire le DENV-3 réunionnais en raison de trop faibles titres viraux dans les
échantillons de sang obtenus. Les souches épidémiques locales de DENV en notre
possession, I'étape suivante était alors de réaliser des tests de compétences vectorielles avec
les moustiques réunionnais.

En effet, et toujours dans l'optique de comprendre I'hétérogénéité spatiale de
I'incidence de la dengue a La Réunion au cours de cette épidémie, nous avons testé
expérimentalement l'ouverture du filtre de compatibilité entre souches de DENV
épidémiques locales et différentes populations d’Ae. albopictus de La Réunion. Nos
hypothéses étaient alors que (1) le DENV avait un filtre de compatibilité plus ouvert avec les
populations vectrices de I'Ouest et du Sud de I'lle comparées a celles du Nord et de I'Est, et
(2) que cette différence pourrait étre liée a une densité en Wolbachia hétérogene entre ces
populations. Nous souhaitions rester au plus proche de la réalité de terrain en utilisant des
populations de vecteurs de premiére génération (FO) que nous avions alors collecté sur le
terrain dans différentes localités de I'fle. Pour des raisons indépendantes de notre volonté,
nous avons alors d{ travailler avec des moustiques de générations FO a F2, et nous avons d{
faire des choix concernant les virus testés pour chaque population du fait d’effectifs
moindres que ceux planifiés. Malgré les difficultés rencontrées, nous avons tout de méme pu
montrer que les populations d’Ae. albopictus de La Réunion étaient toutes compétentes pour
transmettre le DENV-1, conclusion que nous n‘avons pas pu établir pour les souches de
DENV-2. Avec ce protocole et niveau d’échantillonnage, nous n‘avons pas pu montrer de lien
entre compétence vectorielle vis-a-vis du DENV-1 d’une part, et zone géographique
d’échantillonnage ou densité en Wolbachia d’autre part. Cependant, il était intéressant
d’observer la tendance inverse entre densité en Wolbachia d’une part et incidence de la
dengue d’autre part. En effet, les plus fortes densités bactériennes ont été retrouvées chez
les populations de I'Est et du Nord de lIile, localités géographiques présentant
respectivement les deux plus faibles taux d’incidence de la dengue. Cette étude a également
permis de noter que le taux d’efficacité de la transmission du DENV-1 chez les moustiques
tigres réunionnais de terrain (génération FO) était relativement faible et, a I'inverse, que le
temps nécessaire a ce que les femelles soient infectieuses était relativement long. Ces
informations sont importantes pour les agences régionales de santé et de lutte
anti-vectorielle puisqu’elles peuvent leur permettre d’adapter leurs systemes de lutte a la
réalité du pathosystéme vectoriel local. Pour finir, cette étude a également montré que les
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populations de générations F2 présentaient des aptitudes a transmettre le DENV supérieures
a celles de générations plus précoces, apportant des preuves supplémentaires quant a
I'importance du choix des protocoles expérimentaux dans les études de compétence
vectorielle.

Du fait des échanges supposés ou avérés de certaines souches de DENV entre les fles
de la région du SOOI au cours des dernieres décennies, nous avons ensuite voulu replacer
ces précédents résultats entre Ae. albopictus et DENV observés a La Réunion dans un
contexte plus régional. Pour ce faire, nous avons testé et comparé l'ouverture du filtre de
compatibilité entre le DENV-1 d’une part, et des population de moustiques tigres de trois iles
ou archipels du SOOI d’autre part, a savoir: La Réunion, l'archipel des Seychelles, et I'archipel
des Comores. Etant donné que les moustiques tigres n’avaient pas été officiellement
décrétés vecteurs du DENV dans les autres iles du SOOI, des populations d’Ae. aegypti ont
aussi été collectées lorsque présentes lors des investigations de terrain. Les résultats de
compétence vectorielle pour la dengue étaient en accord avec ceux de notre étude a La
Réunion: un filtre de compatibilité ouvert entre DENV-1 et moustiques du SOOI, avec une
efficacité de transmission moyenne de I'ensemble des populations du SOOI équivalente a
celle de notre précédente étude a La Réunion. La grande majorité des populations du SOOI
ne présentait pas de différence significative entre leur parameétre de compétence vectorielle
vis-a-vis du DENV-1 réunionnais, et aucune différence significative n’a été observée entre les
trois archipels/ile. De plus, puisque la dengue n’était pas la seule arbovirose ayant circulé ou
menacant le SOOI, nous avons également testé I'ouverture des filtres de compatibilité de ces
mémes populations vectrices face a des souches épidémiques d’intérét de CHIKV et de ZIKV.
Ce filtre est apparu totalement fermé pour la souche de ZIKV asiatique testée et, a I'inverse,
amplement ouvert pour la souche de CHIKV utilisée car préalablement épidémiques dans le
SOOI. Comme pour le DENV, aucune différence entre archipels/ile n’a été observée pour les
parametres de compétence vectorielle du CHIKV, et la grande majorité des populations ne
présentaient aucune différence significative entre elles. Il a été trés intéressant de constater
que les résultats obtenus pour les trois virus étaient en accord avec les patterns
épidémiologiques observés dans la zone du SOOI: aucune épidémie de ZIKV, des épidémies
de DENV de faible intensité, et une épidémie intense de CHIKV généralisée a 'ensemble de Ia
zone du SOOI. Ce constat nous a permis de valider la cohérence de nos protocoles
expérimentaux face a la réalité de terrain, méme si cela pourrait étre amélioré en utilisant
notamment des générations plus précoces de moustiques. Enfin, le fait que les autres iles du
SOOI aient des vecteurs tout aussi efficaces que ceux de La Réunion quant a la transmission
du DENV-1 réunionnais témoigne d’un risque avéré de lI'importation et de I'émergence
épidémique dans I'ensemble de la zone de cette souche continuant vraisemblablement de
circuler a La Réunion, et y ayant causé une épidémie sans précédent en terme de durée,
d’intensité et de gravité.

Les travaux principaux de la thése que nous avons mené a La Réunion sur 'ouverture
du filtre de compatibilité entre moustiques Ae. albopictus et souches épidémiques locales et
contemporaines de DENV, ont ouvert de nouvelles questions de recherche. Comme
détaillées dans les différentes parties du mémoire expérimental, ces perspectives de
recherche, tout comme les travaux de cette thése, s’intéressent a divers aspects du
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pathosystéme vectoriel avec des questions relatives a la diversité des souches de DENV en
circulation et aux conséquences épidémiologiques, a I'importance du choix des protocoles
expérimentaux, aux mécanismes d’interaction mis en jeu au sein du pathosysteme vectoriel
incluant les bactéries endosymbiotiques Wolbachia, ou encore a I'évolution de celui-ci. Avant
de conclure ce manuscrit de thése, un bilan des derniéres informations épidémiologiques
disponibles concernant la dengue a La Réunion va maintenant étre dressé.

2. Epilogue de I'histoire de la dengue a La Réunion

Qu’est-il advenu de I'épidémie de dengue a La Réunion depuis octobre 2021, derniére
date prise en compte dans notre revue sur son historique a La Réunion (Hafsia et al. 2022)?
Depuis fin 2017 et jusqu’a présent, la circulation virale de la dengue n’a pas connu
d’interruption de plusieurs mois lors de la saison séche a La Réunion, contrairement a ce qui
était précédemment le cas. Cependant, aprés le pic épidémique de I'année 2021 (29 951 cas
confirmés, 1 178 hospitalisations, et 33 déces directement liés a la dengue), I'intensité de
I'épidémie a drastiquement diminué avec 1 212 cas confirmés dont 61 hospitalisations et 2
déces en 2022, puis 177 cas confirmés dont 9 hospitalisations et aucun déces a déplorer en
2023 (Santé Publique France 2024a). En juillet 2023, cette baisse d’intensité a d'ailleurs fait
passer le plan ORSEC du niveau épidémie 4 “épidémie de moyenne intensité”, mis en
application depuis le 27 mars 2018, au niveau d’alerte 2A “circulation virale modérée
autochtone” (ARS 2023). Cependant, depuis le début de I'année 2024 (Santé Publique France
2024a), les autorités sanitaires de La Réunion craignent une recrudescence épidémique, avec
84 cas recensés en quelques semaines, représentant le double de ce qui avait été observé en
2023 pour la méme période. Si cette crainte est avérée, le pattern épidémiologique qui en
ressortira, alternant de fagon continue pics épidémiques de forte ou moyenne intensité et
circulation a bas bruit du DENV, pourrait confirmer une endémisation de la dengue sur I'ile
comme suggéré par la revue, ce pattern étant celui observé dans les pays/régions
endémiques, comme a Singapour par exemple (Ooi et al. 2006).

Depuis 2024, le DENV-2 est de nouveau le sérotype circulant a La Réunion. En
extrapolant les résultats des sérotypages effectués depuis le début de I'épidémie fin 2017 a
I'ensemble des infections confirmées, il est intéressant de voir qu’au minimum 5,24% de la
population réunionnaise aurait été infectée par le DENV-1, 2,85% par le DENV-2, 0,07% par le
DENV-3, tandis que le DENV-4 n'a pas été détecté. A ces estimations, considérant
uniquement les cas confirmés, devraient s’ajouter les cas probables (cliniquement évocateurs
avec preuves biologiques limites ou négatives au moment des prélévements) et les cas
asymptomatiques, ces derniers représentant environ 75% des cas de dengue globaux chaque
année (Bhatt et al. 2013). Cependant, I'étude DEMARE, n’a trouvé aucun cas
asymptomatique actif de dengue a La Réunion, et uniqguement un trés faible nombre
d’anciens cas asymptomatiques potentiels. En effet, sur 605 volontaires prélevés a moins de
200 metres d’un des 17 cas confirmés sélectionnés pour I'étude, tous les cas présentant des
RT-qPCR DENV positive (présence virale confirmée) étaient symptomatiques (De Santis et al.
2023). Et, uniquement 15 des 100 cas de dengue possibles et avérés (échantillons positifs au
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RT-qPCR et/ou présentants des IgM) n‘ont présenté ni preuve d’infection par le DENV (négatif
en RT-gPCR), ni symptomes de type dengue-like, faisant d’eux d’‘anciens cas
asymptomatiques potentiels, mais sans certitude (De Santis et al. 2023). Quoi gu’il en soit,
ces résultats ont démontré un taux d’asymptomatiques relativement faible a La Réunion
comparé a l'estimation globale de 75% (Bhatt et al. 2013), bien qu’ils soient en accord avec
d’autres études réalisées a travers le monde (Asish et al. 2023). Cette différence a
notamment été justifiée par I'inclusion d’'uniquement 7% d’enfants a I'étude, alors qu’il est
possible que les enfants puissent présenter plus de cas asymptomatiques comparés aux
adultes, comme cela a déja été montré pour le CHIKV par exemple (Martins et al. 2020). Les
données épidémiologiques observées a La Réunion, avec une majorité des cas de dengue
détectés au sein de la population adulte (Vincent et al. 2019), seraient-elles le témoignage
d’une plus importante proportion d’asymptomatiques chez les enfants? Pour répondre a
cette question il serait intéressant de pouvoir recruter plus d’enfants lors d’'une étude
similaire afin de voir si cela modifie les données du nombre d’asymptomatiques total a La
Réunion et les fait rejoindre les estimations globales plus élevées (Bhatt et al. 2013; Asish et
al. 2023) ou, au contraire, si cela consolide les résultats obtenus lors du projet DEMARE. De la
méme fagon, il serait intéressant d’étendre les horaires de recrutement puisqu’il est probable
gu’un grand nombre de cas asymptomatiques ne soient pas a leur domicile au cours de la
journée (travail, école, ou autres). Toujours est-il qu’il est justifié de se demander si ce n‘est
pas le pourcentage d'asymptomatiques au niveau mondial en lui-méme qui est surestimé, et
non pas celui de La Réunion qui est sous-estimé. En effet, de nombreuses études ne réalisent
pas de suivi temporel des cas catégorisés comme asymptomatiques et, une survenue tardive
de symptémes, méme légers, peut ne pas étre détectée. Ceci conduit a une surestimation
des asymptomatiques, comme cela a été montré par une méta-analyse avec pour résultats
une proportion de ces cas passant de 65,26% pour les études sans suivi a 31,7% pour celles
avec suivi des symptomes post-prélévement (Asish et al. 2023). A La Réunion, peu de cas non
diagnostiqués de dengue ont été observés lors de I'étude DEMARE (De Santis et al. 2023). En
plus de renforcer la fiabilité des résultats sur le nombre d’asymptomatiques (moins de
chance d’avoir de faux asymptomatiques), cela démontre la facilité d’acces aux systemes de
santé en France et leur efficacité, dont un aspect non négligeable sont les indemnités
journalieres versées par I'Etat pour compenser le salaire des personnes nécessitant une
période de convalescence. Le faible nombre de cas asymptomatiques et non diagnostiqués a
La Réunion suggere que les extrapolations de I'incidence des différents sérotypes de DENV,
réalisées ci-dessus, représentent de facon relativement fiable la couverture immunitaire au
sein de la population réunionnaise totale. Et, cela démontre qu’une large partie de la
population est toujours susceptible a I'infection, et ce, face a I'ensemble des sérotypes. Ces
résultats laissent envisager une potentielle continuité épidémique du DENV a La Réunion,
comme cela est le cas a Bangkok, par exemple, ou la dengue est endémique (Adams et al.
2006). En effet, le pattern épidémiologique de la dengue a Bangkok suit un cycle oscillant
entre circulation a bas bruit et pics épidémiques observés tous les cing ans environ, et
alterne entre des épidémies causées par les sérotypes 1, 2 et 3 qui se déclarent a peu prés en
méme temps d’une part, et des épidémies isolées de sérotype 4 survenant dans les années
intermédiaires d’autre part (Adams et al. 2006). Au vu de la co-circulation des sérotypes 1, 2
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et 3, et du pic épidémique atteint en 2021, il est possible qu’'un méme pattern finisse par se
dessiner a La Réunion.

Dans les prochaines décennies, il va étre trés important de poursuivre les efforts
visant a monitorer les cas de dengue a La Réunion et a comprendre les patterns
épidémiologiques locaux. En effet, ces informations peuvent aider les systémes de veille
sanitaire, de lutte antivectorielle (LAV), et de santé a prévenir et a lutter contre les épidémies
sur I'lle et dans la région du SOOI. Par exemple, si cette surveillance permet de confirmer une
endémisation de la dengue a La Réunion, cela aidera les autorités sanitaires a anticiper et
faire face plus efficacement a de potentielles répercussions telle qu’une augmentation de la
sévérité des symptdémes pouvant faire suite aux infections secondaires (Guzman et al. 2013;
Katzelnick et al. 2017). De la méme facon, affiner notre compréhension des chaines de
transmission locales et des facteurs prédictifs influengant leur apparition et leur continuation
permettra une meilleure organisation du systeme de LAV. L'étude DEMARE a démontré, entre
autres, que les chaine de transmission de la dengue a La Réunion étaient limitées dans
I'espace avec, par exemple, certains quartiers plus impactés par la dengue de facon générale
que d’autres (IgG et cas confirmés les plus prévalents se trouvant au sein des mémes
quartiers), et que l'apparition de ces chaines de transmission était positivement influencée
par la présence d'une cour, d'une ferme ou de déchets dans le voisinage (De Santis et al.
2023). Ces résultats donnent des indications claires aux décisionnaires locaux de LAV quant
aux zones/quartiers a privilégier lors de la prévention du fait d’une circulation de la dengue
qui y est plus réguliere, et au rayon restreint a traiter suite a la mise en place d’'une chaine de
transmission. De plus, certains paramétres météorologiques ont aussi montré étre des
facteurs prédictifs du risque d’émergence épidémique de la dengue a La Réunion du fait de
I'influence qu’ils exercent sur la densité des populations vectrices. La température et les
précipitations de ces derniéres années ont en effet été tenues pour responsables, en partie,
de I'épidémie de dengue sans précédent a laquelle I'ile fait face depuis 2017 (DiSera et al.
2020; Hafsia et al. 2022). Ces paramétres prédictifs devraient de ce fait étre monitorés en
paralléle des cas de dengue afin d’organiser des plans de prévention de LAV lorsqu’ils
atteignent un seuil de risque qui est critique pour la mise en place d’'une épidémie de
dengue. D'autres informations, telles que les caractéristiques des souches circulant sur I'ile
(origine, génotype, circulation dans la région du SOOI, sévérité...) et la compétence
vectorielle des moustiques locaux vis-a-vis de leur transmission, permettent également
d’améliorer les prises de décisions quant a la prévention et la lutte contre la dengue a La
Réunion, et les efforts en ce sens sont a poursuivre. Par ailleurs, le management sanitaire de
la dengue a La Réunion, si renforcé par une étroite collaboration avec les recherches
scientifiques locales, pourrait constituer un précédent inspirant de démarche a suivre pour la
France hexagonale déja menacée par la mise en place de chaines de transmission de dengue
suite a la conquéte de la majorité du territoire par le vecteur Ae. albopictus comme expliqué
précédemment (Cochet et al. 2022; Ministére du travail, de la santé et des solidarités 2023;
Santé Publique France 2024a). Pour terminer sur un aspect plus scientifique, La Réunion
représente a mon sens un terrain d’étude propice pour une recherche originale sur la
dengue. En effet, différents aspects font de I'Tlle un cas d’étude a part, a savoir : la vection par
Ae. albopictus, vecteur considéré globalement comme secondaire et donc moins étudié
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qu’Ae. aegypti, son isolement géographique, sa diversité de climat, le processus
d’endémisation que nous pensons étre actuellement en cours, et le fait que ce soit une ile
appartenant a un pays avec des revenus élevés contrairement a la plupart des zones déja
endémiques. Tout cela représente une chance unique d’étudier des patterns
épidémiologiques particuliers de la dengue au niveau local, mais qui permettraient
d’améliorer les connaissances et la compréhension de la dengue a I'échelle globale.

3. Conclusion

Comme relaté dans ce manuscrit, la dengue a été depuis de longues années, et est
toujours aujourd’hui un probléme majeur en santé publique, mais pas uniquement. Comme
d’autres agents infectieux a transmission vectorielle, le DENV a pu et peut toujours
aujourd’hui influencer I'histoire des populations humaines, notamment en affaiblissant
économiquement des pays aux niveaux de vie déja plus que fragiles. De plus, les prédictions
sur la future incidence et répartition de la dengue au niveau mondial montrent une
aggravation de la situation dans des pays extrémement pauvres de la ceinture tropicale et
subtropicale, comme en Inde par exemple. Bien qu’un nouveau vaccin tétravalent
prometteur ait récemment été mis sur le marché, la couverture vaccinale va prendre du
temps a se mettre en place. La LAV reste de ce fait le moyen de lutte a court terme le plus
efficace contre la dengue, et pour étre pleinement efficace, celle-ci doit se reposer sur les
études des interactions se déroulant au sein du pathosysteme vectoriel. Autrement dit, elle
doit s'appuyer sur les études visant a déterminer I'ouverture des filtres de rencontre et de
compatibilité entre les acteurs du cycle parasitaire de la dengue, ce qui inclut les études de
compétence vectorielle. Cette these a permis de renforcer les connaissances au sujet de la
compétence vectorielle des Ae. albopictus et Ae. aegypti quant a la transmission de la
dengue dans le SOOI, et surtout a La Réunion. Elle a aussi mis en relief I'impact du choix des
protocoles expérimentaux sur les résultats des études de compétence vectorielle, et la
nécessité de rester au plus proche de la réalité de terrain. Cette these, et le projet
VECTOBIOMES dont elle dépend, ont également permis d’aider a la mise en fonction des
laboratoires de biosécurité de niveau 3, nécessaire pour l'utilisation et I'étude de tels virus,
ce qui facilitera les prochaines études, et donc I'acquisition de nouvelles connaissances sur la
dengue, contribuant ainsi a faire rayonner la recherche réunionnaise au-dela de I'ile.
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Abstract: The number of dengue cases has increased dramatically over the past 20 years and is an
important concern, particularly as the trends toward urbanization continue. While the majority
of dengue cases are thought to be asymptomatic, it is unknown to what extent these contribute
to transmission. A better understanding of their importance would help to guide control efforts.
In 2019, a dengue outbreak in La Reunion resulted in more than 18,000 confirmed cases. Between
October 2019 and August 2020, 19 clusters were 'Lrwestigated in the south, west, and east of the island,
enabling the recruitment of 605 participants from 368 households within a 200 m radius of the home
of the index cases (ICs). No active asymptomatic infections confirmed by RT-PCR were detected.
Only 15% were possible asymptomatic dengue infections detected by the presence of anti-dengue
IgM antibodies. Only 5.3% of the participants had a recent dengue infection confirmed by RT-PCR.
Although the resurgence of dengue in La Réunion is very recent (2016), the rate of anti-dengue I[gG
positivity, a marker of past infections, was already high at 43% in this study. Dengue transmission
was focal in time and space, as most cases were detected within a 100-m radius of the ICs, and
within a time interval of less than 7 days between infections detected in a same cluster. No particular
demographic or socio-cultural characteristics were associated with dengue infections. On the other
hand, environmental risk factors such as type of housing or presence of rubbish in the streets were
associated with dengue infections.

Keywords: dengue; asymptomatic infections; La Réunion; cluster study; dengue outbreak

1. Introduction

Dcnguc is the most common arboviral disease in the world [l] Half the world’s popu]a-
tion lives in areas at risk of dengue virus (DENV) infection [2]. The burden is increasing due to
climate change and increases in urbanization, population, and air traffic [3-5]. Globally, there
are an estimated 100 million new infections per year, including 500,000 hospitalizations for
severe cases and 10,000 ko 15,000 deaths (2021 estimate) [1,6,7]. The epidemiological situation
of dengue in Africa and the Indian Ocean region is poorly understood [8]. Seroprevalence
studies of febrile travelers returning to Europe have estimated a lower prevalence of dengue
in travelers from Africa than from Asia or the Americas [9,10]. However, it has been estimated
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that 15.7 (10.5-22.5) million symptomatic dengue infections occurred in Africa (incuding
Madagascar and La Réunion), making Africa the second most affected continent after Asia [6].
La Réunion is a French overseas department of 2503 km? with nearly 860,000 inhabi-
tants [11]. It is located in the southwest Indian Ocean, near the east coast of Madagascar. A
tropical environment and a high-income industrial development characterize this island.
Dengue is transmitted by the bite of a mosquito and has no animal reservoir in La Réunion.
Aedes albopictus is the main mosquito vector of dengue found in La Reunion [12]. Four
serotypes for dengue (DENVI-DENV4) have been identified worldwide. The infection
with one serotype confers lifelong immunity for it and only some cross-immunity for
the other during the first months after infection. The island faced a major chikungunya
epidemic in 2005-2006 with an attack rate of 38% [5]. In 1977-1978, a massive DENV2
epidemic occurred on the island with an attack rate of 30% [13-15]. Thereafter, only spo-
radic dengue cases or small outbreaks of approximatively 200 cases had been detected
on the island. In 2017, the surveillance system noted an unusual persistence of dengue
cases during the austral winter (June to September) likely due to warmer temperatures [16]
and then an intensification of the circulation of the virus that has continued until the 2021.
Most dengue cases have been detected in April and May [17]. Three serotypes have been
detected, DENV1, DENV2, DENV3. The most affected sectors were the south and west of
the island [17]. Table 1 provides the number of estimated and confirmed dengue cases and
deaths from 2018 to 2021 in La Réunion. The mortality rate reached 0.11% in 2021 [17].

Table 1. M{}rbidily and mqarl‘alit‘y data due to deng‘ue from 2018 t0 2021 in La Réunion []7].

Date Estimated Cases Confirmed Cases Death
2018 15,460 6770 [
2019 42,420 18,217 14
2020 30,580 16,414 22
021 59,230 29,577 33

In La Réunion, following the chikungunya epidemic in 2006, a surveillance system was
created in order to rapidly identify the first cases of arbovirus infections [18]. Santé Publique
France is directly informed of any laboratory-confirmed case of arbovirus infections. Vector
control measures are provided by the Agence Régionale de Santé (ARS) to limit the spread
of the virus by spraying with insecticide and eliminating breeding sites within a defined
perimeter around the residence of the identified case.

Despite very suitable access to care, a sustained surveillance system as well as dengue
prevention and control policies that have been in place for more than 10 years, the dengue
epidemic in La Réunion continues to be rampant. One hypothesis that could explain the
persistence of the epidemic is that part of the transmission is due to asymptomatic forms
of the disease thus not detected by the surveillance system. The estimated percentage
of asymptomatic cases during DENV outbreaks varies between 50% and 90% [19-23].
Studies collecting data on the presence of DENV infections considering all disease patterns
including asymptomatic people have been performed in Latin America and Southeast
Asia [19,24-26] but not in the Indian Ocean region. Asymptomatic individuals could act
as a reservoir of the virus. Knowing their prevalence is necessary for establishing public
health policies for bloed donor screenings, for conducting dengue vaccine clinical trials
and has implications for vector control strategies.

This study aimed to assess the proportion of asymptomatic dengue infections by an
active search around identified dengue index cases, households, and neighborhoods and to
identify the main risk factors related to recent and past dengue infections.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

This cross-sectional observational study included a household-based survey covering
the whole island of La Réunion. The strategy to detect dengue infections, according to a
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geographical cluster recruitment study design, consisted in an active search in a group of
participants selected within a fixed radius of the home or workplace of an index case (IC).

2.2, Clinical Definitions and Laboratory Diagnosis

Dengue-like syndrome is defined as an acute fever associated with two or more of the
following signs or symptoms: nausea, vomiting, rash, headache, retro-orbital pain, myalgia,
arthralgia, and bleeding [27]. No standard definitions exist for “pauci-symptomatic” and
“asymptomatic”. In the present study, “asymptomatic” infections are defined as the com-
plete absence of symptoms after a follow-up period of 14 days and the “pauci-symptomatic”
include the symptomatic infections that do not meet the criteria for a dengue-like syndrome.

2.3, Laboratory Diagnosis

The World Health Organization (WHO) recommendations for the diagnosis of dengue
include enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-based detection of dengue-specific
IgM antibodies or a =4-fold increase in the titer of total antibodies to DENV in paired acute
and convalescent sera; or detection of DENV by reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) in plasma, serum, or whole blood [28]. According to the kinetics of DENV
infection markers in the blood, anti-dengue IgM antibodies are detectable in the blood
approximately three months after the infection, and anti-dengue IgG antibodies are lifelong
markers [29]. Molecular detection of the virus through RT-PCR is possible during the first
five days of the disease. The plaque reduction neutralization test (PRNT) is a serological
test, more sensitive and specific than the ELISA method for dengue diagnosis. Moreover,
PRNT can be used to identify the infecting serotype in primary infection. Furthermore, this
technic was too expensive and labor consuming to be retained for our needs [30]. In the
present study, the three markers (Igh, IgG (ELISA), and RT-PCR) were measured in the
blood to detect recent or past dengue infections among people living in the neighborhood
of dengue cases.

2.4, Identification of Index Cases

The ICs were recruited among patients who consulted the emergency rooms of the
North or South University Hospital or their general practiioners with dengue-like symp-
toms and in whom dengue was confirmed by biological examination in hospital or city
laboratories. The selection criteria for ICs were individuals > 12 months old, with a positive
dengue RT-PCR or a positive IgM, and with a dengue-like syndrome. An IC could not be
located within 400 m of an already included IC to avoid overlap. 1C was notified to the
principal investigator of the study in the 14 days following their lab-confirmed infection
and then included in the study by the field team as soon as possible according to the team
capacity. The rationale for this time interval was to try to be close to the infection day of
the IC while being constrained by logistical considerations of field recruitment. The date
of inclusion of the IC was the date of commencement of screening and inclusion of study
participants in the IC household and neighborhood forming a cluster. The duration for
including participants in a cluster was of two weeks after the date of inclusion of the IC.

2.5. Sample Size

The sample size was targeted according to the capacity of the study team and labora-
tory and estimated a population density of approximately 100 people within a 100-m radius
of the household of the IC. Estimating that 40% of individuals would be absent at the time
of the survey and that 20% of individuals would refuse, a target of 40 participants enrolled
per cluster seemed realistic. Considering an estimated prevalence of dengue in La Reunion
of 3% and that in similar studies using a geographical cluster design around ICs, between
4% and 27% of the participants screened had asymptomatic dengue infection [26,31]. A
sample size of 600 participants would likely provide enough power (with a confidence
level of 1.96 (95%) and an error of 5%), i.e., a minimum of 15 ICs were required.
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2.6. Cluster Definitions aind Data Collection

The residence of an IC represented the center of a geographic cluster. The participants
were recruited from households that were within 100 m of the house of an index case. The
rationale behind this 100 m was that Ae. albopictus mosquitoes have been shown to have
limited flight ranges in Reunion [32]. This radius could be increased to 200 m if the targeted
sample size was not achieved due to absences or refusal. All houses in the cluster were
identified with Google Earth and OpenStreetMaps and visited for inclusion in the study. Data
collection started with the household of the IC and then continued in the neighboring
houses. In each household, all consenting individuals were eligible to participate, with the
intent to include approximately 40 participants in each cluster. The exclusion criteria were
age under one year old and any contraindication to proceeding to blood sampling.

A complete medical history including a collection of signs and symptoms by organic
system was conducted,

Blood samples were collected in dry and with anticoagulant (EDTA) tubes: 1 dry tube
of 4 mL for anti-DENV IgM/IgG serology (Panbio ™ Dengue 1¢G, IgM Capture ELISA);
1 EDTA tube of 4 mL for DENV RT-PCR (in-house technique [33]). Urine samples were
also collected and frozen for further search of the excretion of dengue virus by RT-PCR.
All analyses were conducted at the laboratory of the North University Hospital. Serotypes
were determined with a second RT-PCR (in-house technique of the Centre National de
Référence (CNR) Arbovirus de Marseille). Participants reporting a dengue diagnosis in the
weeks preceding the study were asked to provide their lab analysis report to confirm
RT-PCR positivity for DENV. If they did not have the report, the study team requested it
directly from the laboratory or from the general practiioner. Due to the lack of specificity
of anti-dengue Igh for asymptomatic cases, a follow-up visit was held 15 to 21 days after
the first home visit for participants with positive IgM to provide paired serology and look
for IgG seroconversion or an increase in total antibody titers. At this visit, blood was only
collected for anti-DENV [gM /1gG serology.

By going in the field and recruiting participants who lived in the neighborhood of
identified dengue cases, the study team had the opportunity to collect, in addition to clinical
data, data on socio-demographic characteristics of households as well as environmental
potential risk factors present in the neighborhoods and to evaluate their possible impact on
the transmission of dengue.

2.7, Statistical Methods

The proportions of the sampled population with DENV infections confirmed by
RT-PCR and with [gG DENV-positive results were selected respectively as primary and
secondary outcomes. Signs and symptoms were recorded in DENV RT-PCR-positive partic-
ipants and ICs; proportions were computed and cases were classified accordingly as symp-
tomatic (presence of fever only or with one or more other symptoms), pauci-symptomatic
{absence of fever but presence of one or more other symptoms) or asymptomatic (absence of
symptoms) infections. The comparison between groups of categorical variables were made
using the chi-square or Fisher exact test according to the sample size. The association be-
tween explanatory variables and outcomes (positive DENV RT-PCR, positive anti-dengue
IgG) was estimated using bivariate analyses and multivariate logistic regression models.
The multivariate logistic regression models were constructed with the variables that showed
significant association in the bivariate analysis and the best models were selected following
a backward stepwise procedure of selection of variables. All analyses were performed with

R Statistical Software (v.4.2.2 R Core Team 2022).

2.8, Ethics and Confidentiality

This study was carried out in accordance with the law n 2012-300 of 5 March 2012
relating to research involving the human person, as well as in accordance with the Good
Clinical Practices [34] and the Helsinki declaration, and the participants or the parents of
minors participating in the study provided written informed consent before inclusion. The



228

Viruses 2023, 15, 742

Sof18

study was accepted by the Comité de Protection des Personnes of the University Hospital
of Saint-Etienne (CPP SUD-EST I), France (n ID RCB:2018-A02357-48).

3. Results

The study was conducted between October 2019 and August 2020. A total of 17 dengue
index cases (IC) were identified, and 605 participants were recruited from 368 households
within a 100 to 200 m radius of the IC's homes (Figure 1).
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Figure 1. Flowchart describing the included study population and the dengue RT-PCR and anti-
dengue TgM results.

3.1. Cluster Investigation

Seventeen [Cs formed the basis for 17 clusters. Additionally, the place of work of one
IC was used to create an additional cluster, and one cluster was formed for an [C who did
not return the consent form, so while the data of the IC were not used, the cluster was
kept. This resulted in 19 clusters. The clusters, distributed throughout the whole island,
are described in Table 2, with the prevalence of dengue infections detected by RT-PCR per
cluster and the seroprevalence of IgM and IgG. The clusters are mapped in Figure 2.

Table 2. Locations of the clusters and number of participants included with DENV RT-PCR and
anti-dengue Ighi- and IgG-positive results (results of IC are not included). In clusters where no DENV
ET-PCR-positive participants were detected, the serotype of the IC is displayed.

DENV

Cluster [i:::.:hn] Location ]I,: 1:2?:::‘; RT-PCR+ IgM + IgG + Serotype
n (%) i () i (Ta)

1 Winter [10] Souith 17 0 0 2(12%) DEM-2
2 Summer [11] South 3 0 5 (15%) 14 (42%) DEN-2
3 Summer [11] South 43 0 2 (5%) 21 (49%) DEN-1
4 Summer [02] South 39 3 (B%) 6 (15%) 19 (49%) DEN-1
5 Summer [02] South 39 1(3%) 1 (3%) 11 (28%) DEN-2
[ Summer [02] South 46 0 3(7%) 19 (41%:) DEMN-1
7 Summer [03] East 33 & (18%) 5(15%) 15 (45%) DEN-3
8 Summer [03] East 7 0 3(11%) 7 (26%) NA
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DENV
Cluste Season Location Number of RT-PCR+ IgM + IgG + Serotype
uster Partici
[Month] articlpants. T o) " (%) (%)
9 Summer [04] South 3 0 0 1(33%) DEMN-1
10 ‘f‘ilnﬂgrf South 31 2(6%) 3(10%) 5 (16%) DEN-1
11 “ﬁ;}:l" r South 45 5(11%) 14 (31%) 32 (71%) NA
12 “[fj';‘]“ g West 16 2 (12%) 7 (44%) 8 (50%) DEN-1
Winter , o M-
13 [Uﬁ] West 13 1] 0 2 (15%,) DEN-1
14 “l‘[?;f' " West 12 2(17%) 3(25%) 6 (50%) NA
15 “I‘U‘;,‘i'” West % 1(2%) 4(5%) 28 (57%) NA
Winter ) . . . .
16 (07] West 56 7 (13%) 6(11%) 29 (52%) DEN-1
Winter . . ar
17 108] West 26 0 1 (4%) 6 (21%) DEN-1
Winter .
18 West 12 ] 2 (17%) & (50%:) NA
[08]
Winter , o c o
19 [08] West 63 3(5%) 1(2%) 27 (43%) NA
Total [£13] 32 (5.3%) hh (11%) 258 (43%:)

Figure 2. Map of the 19 clusters throughout the island. The dots represent the locations of clusters,
The colors represent the serotype found in the cluster, as listed in Table 2,
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3.2, Demographic Characteristics

Table 3 shows the demographic and health characteristics of all the study subjects.
Eighty-six percent were adults, and the mean age was 46 years old. Thirty percent were
more than 60 years old. Fifty-seven percent were female.

Table 3. Demographic characteristics.

Demographic Characteristics [nd];:x:C_'l;sng [’agi:iz;; s
Sex
Female 11 (65%) 36 (57%)
Male £ (35%) 259 (43%)
Age mean (SD); median [IQR] 36(21); 36 [25] 46 (20); 48 [30]
Age categories (years)
<5 1(6%) 5 (1%)
5-11 3(18%) 36 (6%)
12-17 0 39 (6%)
18-59 11 (66%) 340 (56%)
=60 2{12%) 185 (31%)
Activity
Housewife /husband or 1(6%) 135 (22%)
unemployed
Retired / Disabled 1106%) 160 (26%)
Student/in training 4 (24%) 93 (15%)
Worker 11 (B65%) 205 (34%)
NA 0 12 (2%)

S0 standard deviation; IQR:! interquartile range; NA: hol available.

3.3. Detection of Dengue Virus by RT-PCR

No active asymptomatic infections confirmed by RT-PCR were detected. Out of the
605 participants recruited around the index cases, only 5.3% (32/605) presented a recent or
active dengue in fection confirmed by RT-PCR: only 3 were detected during the field survey,
and the other 29 corresponded to confirmed recent infections reported by the participants
and for which the study team could retrieve the lab results. These recent infections oceurred
in the 3 months preceding the survey, corresponding to the duration of IgM persistence in
blood after infection. Participants with recent dengue infections were found in 10 of the
1% clusters investigated. The active dengue infections were found in only two clusters (in
the south in February and in the East in March). The prevalence of recent dengue infections
confirmed by molecular analysis (RT-PCR) in each cluster varied from 0% to 18% (Table 2).

3.4. Dengue-Positive RT-PCR in Households

The 622 study subjects (IC and participants) were distributed in 368 households. The
17 ICs and the 32 RT-PCR-positive participants were distributed across 44 households. In
17 /44 households, only one study subject was included in the study, and in 27 /44 house-
holds, multiple study subjects were included per house (range 2 to 5). Among these
27 households, only 2 contained more than one detected dengue infection.

3.5. Time Interval between Dengue Infections within Clusters

Figure 3 shows the timelines of dengue infection onset and the inclusion study periods
for each cluster where dengue cases were detected. Dengue recent infections are clustered
close in time and generally just after the onset of IC infection. The study team’s inclusion
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period occurred after the clustered dengue cases. Table 4 shows the time intervals between
the date of laboratory confirmation of dengue infection and the date of the study team
visit to include the 1C and screen and include the participants in the neighborhood. For
clusters 14, 16, and 19, the time interval for inclusion of the IC was not respected due to
inaccurate information received at the time of screening. These data were not excluded as
the deviation did not prevent from interpreting them. In clusters 4, 7, and 9, active dengue
infections were detected during the field visit to recruit participants. This explains the time
interval of ‘0' days. For all the other clusters, participants with recent dengue infections,
already diagnosed by general practitioners before our field visit, were included. The date
of these infections could precede the infection of the ICs. These findings suggest that, for
most of the clusters, the dengue virus circulated before the infection of the IC. Moreover,
the infections detected in a cluster occurred in a limited period of time. Looking at the
dates of these recent dengue infections, it resulted that, in the majority of the clusters, for
each infection, another occurred within 7 days.
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Figure 3. Timelines displaying the occurrence of dengue-detected infections in clusters and the
inclusion period.

Table 4. Time interval in days between the date of laboratory confirmation of dengue infections and
the date of the study team field visits to screen and include [Cs and participants.

Minimum Time

Time Interval between the Date of Densue Infection Interval betwesn

Cluster no Confirmation and the Date of Inclusion in the Study Dengue Infections
[days] Dates inm Each Cluster
[days]
1c Participanis

Cluster 01 4 - -

Cluster 02 & - -

Cluster 03 7 - _

Cluster 04 n 0,79 -4

Cluster 05 12 13 0

Cluster 0& 11 -

Cluster 07 13+ 0,12, 0,10, 13, 36 0-23
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Table 4. Cont.
Minimum Time

Time Interval between the Date of Dengue Infection Interval between

Cluster no Confirmation and the Date of Inclusion in the Study Dengue Infections
[days] Dates in Each Cluster
[days]
IC Participants

Cluster 08 14 -
Cluster 09 0% - -
Cluster 10 @ 8,25 47
Cluster 11 13 22,86, 84, 43, 08 3-19
Cluster 12 5 22, 46 14-25
Cluster 13 12 - -
Cluster 14 71 3 B
Cluster 15 MAY 36 -
Cluster 16 31 57,54, 54, 44, 45, 73, 64 1-14
Cluster 17 13 - -
Cluster 18 Na* .
Cluster 19 3l 81, 105, 9 15-29

*all diainnstircs were confirmed by RT-PCR except for the IC of cluster 07, which was confirmed by the presence
of lgM. * the dengue confirmation by RT-PCR was made by the study team on the day of inclusion, * the IC could
not be included in the study because the signed informed consent was not returned. ™ there is no IC for cluster 18,
the center of the cluster was the working place of IC 17

3.6. Dengue Serotypes

For the three active dengue infections detected within the study, serotyping was
performed and resulted in one DEN-1 in cluster 4 {(south) and two DEN-3 in cluster 7 (east).
For ICs and participants with recent infections detected prior to the recruitment team’s
visit, serotyping results were not always available. Some could be performed on residual
blood samples held by the diagnosing laboratories, and for seven cases, dengue virus could
be detected in a urine sample, and serotyping was performed. In the end, serotypes were
available for 16,/48 dengue infections. As presented in the last column of Table 2, DEN-1,
DEN-2, and DEN-3 were detected, with a strong majority of DEN-1. DEN-3 was only
detected in the eastern region, and DEN-2 was only found in the south, In clusters 4, 7, and
12, several serotype results were available, but only one serotype was present per cluster.
Unfortunately, serotype results from the two households with multiple dengue infections
were not available,

3.7. Clinical Presentation of Dengue RT-PCR Confirmed Infections

By gathering the 16 ICs diagnosed with RT-PCR (excluding one case detected with
serology), the 27 recent dengue infections included in the study, and the 3 active dengue
infections, the total number of dengue infections confirmed by RT-PCR was 48. Among
these, 30 (83%) presented a dengue-like syndrome, and 8 (17%) were pauci-symptomatic,
which means that symptoms were declared but not meeting the definition of a dengue-like
syndrome (described in the method). Overall, the pauci-symptomatic participants did not
present fever but other symptoms. Of the three cases detected by the study team, all had
typical dengue presentations, and one was pre-symptomatic at the time of recruitment,
reporting only intense fatigue but declared a fever the day after.

The symptoms of the 48 dengue infections are summarized in Table 51 of the supple-
mentary material. The accuracy of these results may suffer from some memory bias as the
infections of some included participants could go back 3 months. The main symptoms of
dengue infections were a severe fever and severe and prolonged fatigue. The other most
frequent symptoms were anorexia, headache, myalgia, and arthralgia. All these symptoms,
except for anorexia, are part of the dengue-like syndrome definition. Less than 10% of
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dengue-confirmed study subjects complained of bleeding signs, The other pathognomonic
symptoms of dengue, which are rash and retro-orbital pain, were present in 42% and 33%
of study subjects, respectively. Besides fatigue, which had a mean duration of 11 days, all
other symptoms had mean durations of 3 to 5 days.

3.8. Detection of Anti-Dengue IgM and IgG Antibodies in Blood Samples

As shown in Figure 1, anti-dengue Igh was detected in 8% (531 /573) of participants
with negative dengue RT-PCR results. Among these, 42 (81%) also had anti-dengue IgG
antibodies. Additionally, 24 of them (47%) presented dengue-like symptoms, half of which
(15/24) did not seek dengue laboratory confirmation (likely to be undiagnosed dengue
infections). Ten of those with [gM (19%) were pauci-symptomatic, and 15 (29%) did
not report any symptoms in the 3 months preceding the blood collection. Among the
symptomatic cases, all were IgG-positive either at the first visit (37) or had seroconverted
by the second visit 15 days later (2). Among the 15 cases that did not present any symptoms,
6 of them had no IgG at the first visit. Among these, three participated in a second visit: one
was seroconverted, and two remained IgG negative, implying that the presence of Igh at the
first visit might not be due to dengue infection. The proportion of possible asymptomatic
dengue infections detected by IgM (15) accounts for 15% of all the 100 possible dengue
infections (including ICs (17), recent infections (29), active infections (3), and IgM-positive
participants (51})). However, this result is overestimated as it is likely that not all of the
asymptomatic participants with positive IgM results were true dengue cases, as there is
some lack of specificity in the dengue IgM assay performed with the ELISA technique [30].
Moreover, considering that IgM could persist for more than 3 months in some individuals,
these results are difficult to interpret [35].

A total of 43% of participants had the presence of anti-dengue IgG, 42% (109 /258) of
which were not associated with a history of dengue, which means that 18% (109/605) of
the study population had IgG with no history of dengue.

As shown in Table 1, the proportion of the population with IgG anti-dengue antibodies
varies greatly between clusters, ranging between 12% and 71% of participants investigated
with positive anti-dengue IgG in a cluster. The clusters with the highest prevalence of
IgG-positive participants were located in the west part of the island, in the municipality of
Saint-Paul, and in the south, in the municipality of Saint-Louis.

3.9. IgG Anti-Dengue Antibodies in Households

In 165/368 households, more than one study subject was tested (range 2 to 7). In
106/165 (64%), at least one subject had positive IgG anti-dengue antibodies. In 45/106 (42%)
households, more than 50% of the study subjects living in the household were 1gG-positive.
In 35/106 (33%), all study subjects included were [gG-positive,

3.10. Risk Factors for Dengue Infection Confirmed by RT-PCR and Parameters Associated with
Past Dengue lifection Detected by the Presence of Anti-Dengue IgG

Table 5 lists the explanatory variables that were first cross-analyzed with two outcomes:
RT-PCR DENV-positive and IgG anti-dengue-positive. “History of dengue”, “smoking”,
“earthen courtyard floor”, “presence of windows with glasses”, “presence of rubbish in the
surrounding area”, and “farm in the surrounding area” showed a significant association
with a positive RT-PCR DENV result. The variable “History of dengue” was not introduced
in the multivariable model as the significance was due to a recruitment bias since most
RT-PCR dengue-positive study subjects knew their diagnosis at the time of their study
inclusion, The multivariate logistic regression model identified three explanatory variables
significantly associated with the outcome of RT-PCR dengue-positive, which are listed
in Table & with their adjusted odds ratios. Several variables were associated with the
outcome of [gG anti-dengue-positive in the bivariate cross-analysis (Table 5). However,
many of them were linked to the “age” of the study subjects. Indeed, when adjusting them
in the multivariate logistic regression model, only three variables remained significantly
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associated with the outcome (Table 6). The bivariate analysis and the multivariate logistic
regression models did not show any socio-demographic criteria (neither activity, nor level
of education, nor comorbidity) as risk factors for dengue infections. Only environmental
factors, such as the type of housing and the presence of waste in the environment, were
risk factors associated with dengue infection.

Table 5. List of explanatory variables cross-analyzed with the outcomes RT-PCR DENV-positive
and IgG-positive and the associated p-value (Wilcoxon rank sum test; Fisher's exact test; Pearson’s
chi-squared test).

Explanatory Variables Outcome
RT-FCR DENV-Pesitive IgG-Positive
oR* 95%CI p-Value OoR* 95%C1 p-Value
Ape categories 03 =5
Sex =09 07
Body mass index (BMI) categones 0.3 n3
Druration of stay home = 20 h a day 0.5 278 1747 <0001
Activity: studentfin training 0z 03 0205 <041
History of dengue 28 B.8-144 <0001 75 5115 <(1.iNK1
History of chikungunya 0.8 a7 2655 =<0LNY]
Level of education
MNever attended school 0.3 52 1.5-23.9 0015
Primary school =09 2 1.2-34 0.5
Secondary schoal 0.5 1.6 11-25 0.031
High school 013 k.3 0z
Yellow fever vaceination 0.6 oal
Smoking 0.09 Q00206 0.1 0.8
Risky drinking * 0.6 12 04-4.2 07
Chronic disease 011 14 12 004
Chronic medication 0.7 1.5 1.1-2.1 0017
Sense of severity 02 0.7
Sense of risk © 0.5 0.2
Mosquito protection use W 08 08
Mosquito bites ™ 0.4 011
Mosquito presence 0.z L.074
Season 02 nx
House with courtyard 0.z 4.6 24949 <01
Type of courtyard =09 0.2-0.9
Surface of courtyard
100-500 square melers 05 18 12-26 0044
>500 square meters 0.5 2 1.3-3 0.3
Earthen courtyard floor 21 144 0032 18 1229 0.0
Presence of grass 03 15 1-2.1 .04
Presence of windows with glasses [} 0.2-1 0032 0.5 0.3-0.9 007
Presence of air conditioning 0.6 0.6 0.5-1 0.032
Presence of swimming-pool =9 n3 1-0.4 0007
Presence of stagnant waler 0.7 D&
Presence of animals L& 1% 1-3.4 0.028
Presence of poultry 0076 2 1332 0.{41
Presence of rubbish in the courtyard =09 012
Presence of rubbish in the surrounding area 1.8 09-35 0.4M43 18 1.2-26 0.2
Orchard in the surrounding area 01z 0.8

234
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Explanatory Variables Qulcome
RT-FCR DENV-Positive IgG-Fositive
oR* 9571 p-Value OR* 95%Cl p-Value
Banana plantation in the surrounding area =09 [} 0.4 0.2
Sugarcane plantation in the surrounding area 0.4 0.14
Other agriculture in the surrounding arca 0.2 012
Farm in the surrounding area 56 15-17.9 0.0 0051
Seaside (L. 02
Industrial area =09 0.4
Neighborhood of houses 0.& 17 12-1ia 0.003
Neighborhood of buildings 0.6 ns 0308 DM

# OR: odd ratios are display?d only for explanatary variables that presented a p-value < 005 S A risky drink'in:;; is
defined as more than two drinks per day. # The question behind the “sense of risk” variable was the estimated
probability (low, high, very high) of contracting the disease in the next five years, ™ Feeling like vou are frequently
bitten by mosquitoes. ¥ Mosquito-repellent body lotion

Table 6. Significant (p < 0.05) adjusted ORs resulting from the multivariate logistic regression models
associating the significant explanatory variables from the bivariate cross-analysis to the outcomes
RT-PCE. DENV-positive and IgG anti-dengue-positive,

Explanatory Variables a0OR 95%Cl p-value
Outcome: RT-PCR DENY-positive
Smoking 0.08 0.0-0.4 0.02
Earthen courtyard floor 21 1-4.3 0.046
Farm in the surrounding area 5.5 1.6-16.9 0.005
Fresence of rubkish in the surrounding area L& 0.3-1.12 0.20
Presence of windows with glasses 0.5 0.8-3.1 0.09
Outcome: [gG anti-dengue-positive
History of chikungunya 2.5 1.6-3.9 <0.001
Type of housing: house with courtyard 5.3 2.2-14 =0.001
Fresence of rubkish in the surrounding area 1.6 11-26 0.04
Duration of stay home > 20 ha day 1.7 09-3.3 015
Activity: student/in training 0.4 0.1-1.7 0.30
Level of education 0.07
Never attended school 22 0.5-159
Primary school L& 0.7-3.6
Secondary school 0a 0.6-1.8
High schoal [ 0.3-1.1
Surface of courtyard 0.26
100-500 square meters 1oz 0.6~1.8
=500 square meters 15 0.58-29
Earthen courtyard floor 1.4 0.8-25 021
Presence of windows with glasses 1.04 0.6-19 0.89
Presence of swimming-pool nz7 0.3-1.7 044
Presence of poultry ng 0.5-1.6 0.81
Neighborhood of houses n.a 0.4-1.3 0.36
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4, Discussion

In 2019, the dengue outbreak in La Réunion had more than 18,000 confirmed cases.
Among these, 17 were included as index cases for the study, and the study team surveyed a
perimeter of 100-200 m around their households or working places looking for identified,
undiagnosed, or asymptomatic dengue infections, The findings suggest that a very small
proportion of the population presented asymptomatic forms of dengue. Indeed, confirmed
dengue cases (PCR or serology) were only detected in 5.3% of the study population during
the survey or 3 months prior to the survey, and all were symptomatic cases. These results
should be interpreted with caution because our study design allowed us to obtain only part
of the picture. We were able to collect data over a short period of time for each cluster, and
the inhabitants of the cluster area were only partially represented. Therefore, we may have
missed some cases. The value of IgM testing is that it provides a broader picture of dengue
circulation. The fact that we found only a maximum of 15% of possible asymptomatic
recent dengue infections detected by the presence of anti-dengue IgM supports the idea that
asymptomatic cases do not appear to be numerous. Although the re-emergence of dengue
in La Réunion is very recent (2016), the rate of [gG anti-dengue positivity, markers of past
infections, has already reached 43%. In the literature, the frequency of DENV infections
detected around an IC using a geographic cluster design ranges from 4% to 27% [26,31].
With the 5.3% prevalence found in this study, La Réunion is located in the lower part of
this range. The prevalence of anti-dengue IgG was high, and 42% of the [gG-positive
participants could not recall a past dengue infection. Moreover, the multivariate analysis
identified an association between a past infection of chikungunya and the presence of
anti-dengue IgG. Some past dengue infections could have been classified as “chikungunya”
cases as the latter was well known by the population after the important outbreak of 2005,
On the one hand, 30% of participants with no history of dengue infection had IgG-positive
results, and on the other hand, 24% of participants with a history of dengue infection did
not have any IgG, which is a lifelong marker of past disease. These discordant results reflect
the likely memory bias and that dengue clinical presentation is not specific and challenging
to confirm without testing.

Because of the four serotypes of dengue, no herd immunity could be expected, mainly
as only dengue 1 and dengue 2 have circulated in the whole island, whereas dengue 3 only
circulated on the eastern coast, and no dengue 4 serotype was identified yet [17].

We detected only 15 (15%) undiagnosed probable dengue infections, defined as par-
ticipants who presented a dengue-like syndrome in the 3 months preceding our visit and
the presence of I[gM but who did not seek health care, La Réunion is a high-income island
with very suitable access to health. Universal health care is largely financed by government
national health insurance, and people, therefore, easily seek care to obtain medicine or
time off work. In fact, we found many confirmed dengue infections that occurred before
our visit,

Within cities such as Saint-Pierre, for example, the proportion of IgG across clusters
differed widely. This illustrates that the dengue virus seems to circulate most often in the
same places and that the geographical range of transmission could be very limited (less
than 200 m of radius).

To the best of our knowledge, the usual transmission rate in a household is not known.
In our study, 20% of the households visited contained only one inhabitant, and in 44%
of the households that contained more than one inhabitant, only one member agreed to
be included in the study. Although we were not able to include all members of every
household visited, we have data on 27 households containing dengue infections in which
more than one participant was included. Only 2 households contained more than one
infection, and in 25 households with multiple inclusions, enly one household member had
a recent dengue infection, These data suggest that the rate of transmission in households is
probably not that high.

In the present study, we follow a geographic cluster recruitment design. We needed
an initial case to allow us to identify in which neighborhoods it would be worthwhile to
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include asymptomatic participants to leok for infection. This first case was called an index
case because it represented an approximation of dengue circulation in a neighborhood, but
in reality, it did not mean that it was the index case of an epidemic. This is well illustrated
in Figure 3, where the timeline highlighted that the IC for the study was not the first case in
a neighborhood transmission outbreak. Interestingly, this timeline shows that the inclusion
period of the study team occurred mostly after the occurrence of a few cases of clustered
dengue. Moreover, the discovery of active infections during the inclusion period was rare;
only three active infections were detected during the entire study period. This underscores
the need for very reactive action to detect circulating cases.

Although none of the demographic nor socio-economic variables studied in our
participants were found to be associated with dengue infection, environmental risk factors
such as the type of housing or the presence of rubbish in the streets were associated with
dengue infections. Considering that dengue is a vector-borne disease, thus transmitted
by the bite of a mosquito, it seems reasonable that the environment has an impact on
transmission, as observed in our results. As shown in Table 6, the presence of a courtyard,
farm, or rubbish in the neighborhood is a predictor of dengue infections. This may be
simply because these locations provide ample breeding opportunities for mosquitoes.

Our main result, the proportion of dengue infection found in the clusters, is consistent
with previous studies. However, unlike most observational epidemiological studies on
dengue, we did not find a large proportion of asymptomatic cases. We can put forward
several hypotheses to try to explain this important difference between the proportion
of asymptomatic cases generally described in the literature and our results. First, our
recruitment method with a single inclusion visit with blood sampling (and a second visit
only for IgM-positive cases) provided us only a limited view of the potential viremia of
our participants; a design with repeated sampling to look for the presence of the virus
would have been more likely to detect cases (but hardly acceptable to the participants).
Furthermore, the serology provided a larger vision in time and could have signaled the
presence of asymptomatic infections that occurred before our venue. Only 15% of possible
recent asymptomatic dengue infections detected thanks to positive anti-dengue Igh were
found, which is still far below the expected 50% to 90%. Second, we included only 7% of
children, and according to the literature, the main victims of dengue in endemic areas are
children. The data to establish a 50-90% asymptomatic rate come mainly from studies
in children [36-42]. We can hypothesize here that asymptomatic forms are rarer in non-
immune adults. Moreover, on Reunion Island, the re-emergence of dengue is relatively
recent (2016), and only two serotypes have been widely circulating on the island. The
level of immunity in the population, 43% IgG-positive, should be essentially monotypic.
The role of immunity in the clinical presentation of the disease is widely discussed in the
literature with no absolute consensus except for secondary infections that may be likely
more severe [19]. Finally, the high rate of asymptomatic infections in the literature may
rather correspond to undiagnosed infections as in endemic countries, people accustomed
to the occurrence of dengue do not necessarily seek care. Moreover, most observational
studies on dengue transmission were conducted in low- and middle-income countries
where dengue was highly endemic. Our results are interesting as it is one of the first studies
on dengue transmission in a high-income country where dengue is emergent. The external
validity of our results should be evaluated in countries with similar characteristics of high
income, suitable access to health care, and the emergence of the disease.

The implications of these results for public health are that, firstly, as the proportion
of asymptomatic dengue infections and undiagnosed infections in La Réunion appears
to be low, the data provided by the health authorities are likely a suitable estimation of
reality. Second, the same neighborhoods seemed more affected both by a high prevalence
of anti-dengue IgG and by active infections, suggesting that known areas of dengue
transmission could benefit from targeted prevention actions ahead of the outbreak. Third,
the focal nature of dengue in place and time, illustrated by the short time interval between
detected infections within clusters, as already described in previous studies, reinforces
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the need for very rapid and localized actions. Studied clusters in the same city showed
different levels of IgG prevalence; therefore, prevention actions should be considered by
neighborhood and not by city. Fourth, the analysis failed to demaonstrate any association
between dengue infection risk and education level or other demographic characteristics.
Only environmental variables were significant, which shows the importance of cleaning
work in the neighborhoods in addition to prevention messages. Moreover, the knowledge
of the population about dengue is very suitable, as demonstrated in a previous qualitative
study [43].

The design of recruitment had several limitations in detecting asymptomatic dengue
infections. The proportion of houses within 200 m of the IC from which participants
were included in the study was low, less than 50% across all the clusters. Many houses
visited were empty during usual working hours. Indeed, the proportion of women and
retired people is high in our study population. This reflects a high proportion of non-
working women in La Réunion [11]. However, the proportion of workers on the island
was 55% in 2019, according to INSEE data [44]. In the present study, the proportion of
workers among the adult population reached 39% despite the constraint of recruitment
during weekday working hours. In the houses where people were present at the time of
our visit, the acceptability was globally suitable, and the local population showed great
willingness to participate in the research. However, refusal was common for children
as our study procedures included venipuncture. Despite the low proportion of houses
included in the study, dengue cases confirmed with RT-PCR were detected in half of the
clusters investigated.

According to the study protocol, the interval between the confirmation of the dengue
infection and the study visit was meant to be within 15 days. However, due to challenges
faced during the field recruitment work, this interval of 15 days was not respected for three
index cases and ranged between 30 and 71 days. This increased delay may have reduced
our capability to detect dengue infections.

Due to the COVID-19 pandemic that occurred during the recruitment period, we had
to restrict the study procedures for safety reasons and were not able to proceed to all of the
initially planned second visits for participants who had a positive anti-dengue IgM result.
These IgM results had to be interpreted with caution as they could not be correlated to a
clinical presentation nor to an IgG seroconversion.

Further research is needed as detecting active asymptomatic dengue infections is a
real challenge given the likely short duration of viremia and the very focal duration of
dengue outbreaks in neighborhoods. Testing would need to take place much more widely
and repeatedly, which may not be acceptable to the participants, especially if they do not
suffer from any symptoms. It could be interesting to consider urine testing to detect dengue
infection by molecular analysis. This is a non-invasive test and, thus, more acceptable. We
demonstrated the possibility of detecting the virus in urine a few days after infection [data
not yet published]. Further research will be helpful to complete and refine these results to
improve public health policies for dengue control in countries in the Indian Ocean region.

5. Conclusions

The proportions of asymptomatic and undiagnoesed dengue infections are very low in
La Réunion. Dengue transmission is focal in time and place, and environmental factors
arising from human life are the principal risk factors. Public health prevention actions
should be highly targeted.
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Abstract
The relative isolation of many island communities provides some protection from the COVID-19

pandemic, as imported cases can be limited and traced effectively. Until recently, this was true
for the population of the French overseas department, Reunion Island, where only limited
numbers of autochthonous cases were observed prior to August 2020. Since the report of the first
case of COVID-19, contact tracing has been carried out for each new case identified in Reunion
Island to identify transmission and clusters. To contribute to the public health response and
understand the diffusion of SARS-Cov-2 strains in Reunion Island, we established in-house
genome sequencing capability in Reunion using Oxford nanopore technology (MinlON) as an
inexpensive option for genomic typing of SARS-CoV-2 lineages on the island, and cross-
validated typing results between viral isolation methods and different sequencing technologies.

The results of our work during the early phase of the epidemics are presented herein,
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Introduction:
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) was first identified as

the causative agent of coronavirus disease 2019 (COVID-19) in China in December 2019 after
its emergence from wild animal populations[1]. Since, it has infected more than 45,000,000
individuals with 1.2 million deaths worldwide (at the time of writing). Its transmission has been
rapid and widespread despite global intervention measures (such as quarantine and travel
restrictions) due largely to the fact that viral transmission can occur from asymptomatic
individuals and pre-symptomatic individuals[2]. This coupled with its relatively high case
fatality rate[3] means that SARS-CoV-2 remains a public health emergency of unprecedented

scale.

The response to this pandemic has also been of an unprecedented scale. Governments
have restructured healthcare systems to accommodate increased testing capacity for improved
contact tracing, and genomics has played an important role in improving our understanding of
COVID-19 transmission pathways and outbreaks[4,5]. As the number of acquired mutations in
the SARS-CoV-2 genome has been relatively low over the course of the pandemic, whole
genome sequencing has been essential to allow accurate strain typing, which in turn allows cases
to be associated based on genetic similarity of the infecting strains. One study from Australia
estimated that the use of genomic typing in conjunction with classical epidemiological tracing
improved the case assignment rate by as much as 16%][6]. Next generation sequencing has
therefore been of great importance during the SARS-CoV-2 pandemic and emerging
technologies such as Oxford Nanopore sequencing have made genomic approaches more
accessible: To date, there have been more than 100,000 SARS-CoV-2 genomes deposited in the

Global Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID) database[7].
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61 Reunion Island is an overseas department of France situated in the Indian Ocean and is
62 largely subject to the same regulations concerning COVID-19-related practices as mainland

63  France and the other French overseas departments. Reunion Island has a population of

64 approximately 850,000 people who live mainly in coastal regions. The population is relatively
85  voung, with people 65 vears or over representing 8.1 % fewer of the population than in mainland
66  France (2020 institute of national statistics data, www.insee. fr/fr/statistiques). The first case of
67 COVID-19 was reported in Reunion on 11th March 2020, four days before French regulations
68 imposed strict lockdown measures which significantly reduced mobility across the country[8].
69  Prior to this in February, all direct commereial flights between Reunion and China had been

70 suspended. In addition, lockdown measures provided effective protection for the Reunion

71 population, meaning that numbers of cases remained low and were mainly imported as local

72 inhabitants returmed from areas of active SARS-CoV-2 circulation. Importantly, during this time
73 most inbound flights were canceled, returning passengers were obliged to undergo a 14-day

74 confinement period upon arrival, and all returning individuals were closely monitored by

75 regional health authorities. Limited local virus circulation occurred in Reunion at this time, with
76 approximately 70 % imported cases and 30 % autochthonous cases (defined as most likely local
77 transmission with no history of travel), with a limited severity [9]. Subsequently, Reunion

78 avoided the first pandemic wave that swept through Europe and placed the European population
79  at the epicenter of the pandemic from March to April 2020, A timeline of reported cases and

80 important events in the epidemiology of COVID-19 on Reunion Island is presented in Figure 1.
81 Here we isolated and provided genomic data of SARS-CoV-2 strains circulating during the early

82 phase of the epidemics on Reunion Island.
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83 Methodology:

84 Patients and samples
85 Nasopharyngeal specimens were recovered either from patients admitted to CHU

86 Reunion or from outpatients, all with laboratory confirmed COVID-19. Before use, we

87 ascertained the presence of viral genomic ARN in each specimen swab by real time RT-qPCR
88 (described below). Samples were handled and stored at -80°C in a biosecurity level three

89  virology laboratory. Consent was obtained from each patient, classified as non-opposition, at the

90 time of entry to the hospital.

91 RNA Extraction and RT-gPCR
92 Nucleic acids were extracted using the QLAamp Viral RNA mini kit (QIAGEN, Valencia,

93  California, USA) and eluted in 60 pL of AVE buffer. Reverse transcription was performed on 10
34 uL of RNA using the ProtoScript IT Reverse Transcriptase and Random Primer 6 (New England
95 BioLabs, Ipswich, MA, USA) as previously described[10]. cDNAs were tested for the presence
96 ofthe N and Nspl4 genes using the PCR protocol published by The University of Hong Kong

97  (httpsy//www.who.int/publications/m/item/molecular-assays-to-diagnose-covid- 1 9-summary-

98 table-of-available-protocols). PCR were performed with the QuantiNova Probe RT-PCR Kit

99 (QIAGEN, Valencia, California, USA) and 5 pL of cDNA in a CFX96 Touch™ Real-Time PCR

100 Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

101 Viral isolation and production
102 SARS-CoV-2 strains were isolated in the African green monkey kidney cell line, Vero

103  E6. Briefly. cells were cultured in a 25 cm” flask containing 5 ml of Eagle medium (MEM:

104  Gibeo/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine

105 serum (FBS), 2 mmol/L L-Glutamine, 1 mmol/L sodium pyruvate, 100 U/mL of penicillin, 100
106 pg/mL of streptomycin and (.5 pg/mL of Amphotericin B (PAN Biotech, Aidenbach, Germany),

107 at 37°C under a 5% CO; atmosphere. When cell density reached approximately 80%, cells were
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rinsed once with MEM medium supplemented with 2% FBS, then 50 to 100 pl of SARS-CoV-2-
positive swab specimen was mixed with 2 mL MEM 2% FBS and layered on the Vero cell
monolayer. After 2 h of incubation the inoculum was removed, cells were rinsed once and 6 mL
of fresh MEM 2% FBS medium was added. Flasks were mncubated at 37°C i a 5% CO-
atmosphere. Cultured were checked daily. Cell lines demonstrated a cytopathic effect 3 to 5 days
post-infection. Supernatants of positive cultures were recovered, centrifuged at 400 X g for 5 min

at 4°C, then aliquoted and stored at -80°C until used.

For viral production, a total of 100 pl supernatant of positive culture was used to infect a
monolaver of Vero cells grown in 75 cm2 flask as above. After three days, cytopathic effect was
visible and the supernatant was recovered, cleared by centrifugation, aliquoted and stored at -

80°C.

Viral titration
Titration was performed by plaque-forming assay. Vero cells (cultured as above) were

seeded in 6-well culture plates, Tenfold dilutions of SARS-CoV-2 solution were made in MEM
2% FBS culture medium and 500 pl of each dilution was added to the cells in duplicate. After an
incubation of 2 h at 37°C under a 5% CO; atmosphere, unabsorbed viral particles were removed
and 2 ml of culture medium supplemented with 0,8% carboxymethyleellulose (CMC; Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) was added to each well and incubation was extended
for 5 days. The CMC overlay was carefully removed, and the cells were fixed with 2 mL of 3.7
% paraformaldehyde in PBS. The plates were incubated at 37°C for 20 min. The cells were then
rinsed once with PBS and stained with 0.5% crystal violet in 20% ethanol. Plaques were visually

counted and expressed as plaque-forming units per mL {PFU/mL).
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Nanopore (MinlON) Sequencing and Analysis:
Genomes were sequenced from viruses originally infecting four independent patients.

Two samples (RUN-PIMIT1 and RUN-PIMIT2) were from couple of travelers returning from
France mainland. Sample RUN-PIMITS was obtained from a tourist originating from Greece
whereas sample RUN-PIMIT20 was quoted as real autochthonous case with unidentified contact
with an imported case. We combined different sequencing technologies to cross-validate the
sequences generated by different protocols. We also re-sequenced the same isolates from
different passage histories to examine whether cell-line isolation may result in the accumulation

of mutations.

In total, ten SARS-COV2 genomes were sequenced on a single Oxford Nanopore
Technologies FLO-MIN106D (R9.4.1) flowcell using the Artic Network’s overlapping amplicon
protocol[11,12]. Following first-strand cDNA synthesis (as above), all sample preparation
methods followed the nCoV-2019 sequencing protocol version 2
(https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bdp7istm). Briefly, genomic material was amplified in
two independent PCR reactions using version 3 primer pools obtained from of the Artic network
website (https://github.com/artic-network/artic-ncov2(019). PCR products were pooled, dA-tailed
using the NEBNext® Ultra™ [I End Repair/dA-Tailing Module then barcoded using the
Nanopore Native Barcoding Expansion kit (EXP-NBD104). Barcoded amplicons were then
purified using a 0.4x volume of AMPure-XP SPRI beads, washing the beads with an excess
volume of Nanopore’s small fragment buffer (SFB) to ensure that un-ligated barcode molecules
were removed. Purified amplicons were then pooled in equimolar proportions before adapter

ligation and sequencing.



medRAxiv preprint doi: hitps:/fdol.org/10.1101/2021.01.21.21249623; this version posted January 26, 2021. The copyright holder for this preprint

152
153
154
155
156
157
158
159
160

161

162
163

164
165
166

167

168
169
170
171
172

173

249

which was not certified by peer review) is the authorfunder, who has granted medRxiv a license to display the preprint in perpetuity.
|

| rights reserved. No reuse allowed wilhoul permission,

The sequencing run was left for 24 hours and stopped when predicted coverage exceeded
1000-fold for each genome. Basecalling and demultiplexing were performed using guppy
(v4.0.11). Basecalling used default parameters in accurate mode, and demultiplexing was
performed using the “--require barcodes both ends™ parameter to minimize sample crosstalk.
Reads were then assembled using Medaka v1.0.3 (https:/nanoporetech.github.io/medaka/) as
part of the Artic network bioinformatics standard operating procedure
(https://artic.network/ncov-2019/ncov2019-bioinformatics-sop.html), subsampling amplicon
coverage to 400x and using genome accession MN908947.3 for read mapping. Geneious
v9.1.8[13] was used to inspect and curate mapped sequence data. Consensus base-calling

required a minimum of 30-fold coverage.

[llumina Sequencing and Analysis:
Four of the SARS-CoV-2 samples (2 isolates and 2 swabs) that were sequenced using the

ONT amplicon protocol were additionally sequenced using an Hlumina shotgun method from
unamplified cDNA in order to complete genomic loci that were poorly amplified by the tiling
PCR and to allow cross validation of the ONT sequencing methodology against the Hlumina gold

standard.

Briefly, sequencing libraries were generated from 10 ng of ¢cDNA using the Celero™
PCR Workflow with Enzymatic fragmentation (DNA-Seq) following the manufacturer’s
instructions. Sequencing was performed on the MiSeq platform, with 1 * 170 bp single end
reads. Demultiplexed sequences were provided by the sequencing company (Biofidal, Lyon,
France). Sequences were quality trimmed and adapters removed using Trimmomatic v0.39.

Trimmed reads were mapped to reference sequence MN908947 .3 using minimap2 v.2.17-
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174 r941]14]. Geneious v9.1.8[13] was used to inspect and curate mapped sequence data and

175  consensus sequences.

176  Genome typing:
177 Assembled genomes were assigned to global major lineages using pangolin v.2.0.5[15] to

178 compare to the pangoLEARN database (version from 20th July 2020), default parameters were

179 used for quality control filtering and probability scores for lineage calling.

180  Results and Discussion:
181 MinlON sequencing generated complete genomic data sets for six of the eight sequenced

182  isolates and for one swab out of two (Table 1). The remaining three samples (two isolates and
183  one swab) demonstrated high Ct values when detecting viral cDNA by qPCR, suggesting that the
184 concentrations of virus in these samples were low, PCR amplification was not uniform in these
185 samples and genomic assemblies had short gaps where 30-fold coverage was not achieved. The
186  primers used in the tiling protocol are unable to target the 3° and 57 extremities of the virus, and
187  therefore all assemblies were missing 54 bases from the 5 extremity and 67 bases from the 3°

188  extremity.

189 INlumina shotgun sequencing produced near-complete genome assemblies for four of the
190 samples (two isolates and two swabs), again only excluding 5* and 3’ extremities of the genome,
191 which had limited coverage that varied between isolates. By combining Illumina and MinION
192  data mapped to the same reference strain we were able to improve the genomic assemblies for
193  these four genome sequences. Furthermore, in genomic regions that were successfully sequenced
194 by both approaches, no disagreements were observed in consensus sequences generated by

195  MinlON and Illumina sequencing. However, MinlON assemblies had a slightly higher

196 proportion of ambiguous base calls.
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197 Sequencing data are summarized in Table 1,

198 Resequencing of isolated passage variants produced identical sequence variants to the
192 parental strain in each instance (Table 2), suggesting that the process of viral isolation and

200 passaging (in this case in Vero E6 cells) does not select for mutant variants,

201 Typing assigned all genomes to pangolin lineage B.1, either belonging to GISAID
202 lineage G, or GH (Table 2) which (along with lineage GR) are the prevailing lineages circulating
203 globally at the time of writing [16]. Phylogenetic analysis identified three different sequence

204 variants, which differed from each other by a maximum of seven mutations (Figure 2).

205 Conclusion:
206 Our findings provide support that MinlON sequencing can be successfully applied for

207 rapid sequencing and generation of genomic data in remote locations, such as on Reunion Island.
208  Paired comparison with genomes obtained with Illumina sequencing further highlight that the
209 quality of the generated sequences can be used confidently in molecular epidemiology and

210 phylodynamic studies.

211 Additionally, we observed that viral isolation, limited passaging and production in Vero
212 E6 cell lines were not associated with the selection of mutations that could bias genomic typing
213 results. This is important due to the strong genetic similarity between prevailing SARS-CoV-2
214  lineages and because cell-line based viral amplification is a useful method for extracting

215  increased quantities of viral material when direct sequencing of swabs with low viral loads may

216 provide incomplete genomic data.

217 At the time of writing, Reunion Island is facing its first wave of COVID-19 infection,

218 with more than 400 cases of COVID-19 reported weekly[17]. As has been demonstrated
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219 elsewhere, genomic data can be used to significantly improve the case assignment rate and

220 contact tracing measures that help to mitigate future disease[6]. Phylodynamic investigations
221  based on these data can also inform the timing and origin of viral introduction, as well as their
222 local transmission dynamics and epidemiological characteristics. Thus, the capacity to perform
223 in-house, rapid and comparatively cheap genomic typing of SARS-CoV-2 isolates will hopefully
224 play an important role in improving Reunion Island’s response to the COVID-19 pandemic.

225  These analyses are intended to continue on a larger local scale in Reunion Island in order to

226 understand the circulation of SARS-CoV-2 during the current, largely autochthonous, COVID-

227 19 epidemic wave.
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294 Table 2. Lineage typing data of different isolates.

1D Pangolin GISAID Year/Letter Isolate history Mutations from
lineage lineage lineage* parent strain
hCoV-19/Réunion/RUN- B.1 G 20A Swah NA
PIMIT1
RUN-PIMIT1a B.1 G 20A 1 generation 0
isolate
RUN-PIMIT1b B.1 G 20A 1 generation 0
isolate
RUN-PIMITIc B.1 G 204 2™ generation 0
passage
RUN-PIMIT1d B.1 G 20A 3" generation 0
passage
hCoV-19/Réumion/RIUN- B.1 G 20A Swab NA
PIMIT2
RUN-PIMIT2a B.1 G 20A 1* generation 1]
isolate
hCoV-19/Réunion/RUN- B.1 GH 200 1" generation NA
PIMITS isolate
hCoV-19/Réunion/RUN- B.1 G 20A 1 generation NA
PIMIT20 isolate
RUN-PIMIT20a B.1 G 204 ™ generation 1]
passage

*Year/Letter lineage as defined by Hoderoft et al.[
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Figure 1: Epidemiological timeline of COVID-19 cases in Reunion Island corresponding to the

first six months since the first identified cases (11th March 2020 — 11 September 2020).

Figure 2: Phylogenetic tree and pairwise mutation number between genomes of SARS-CoV-2

from independent cases in La Reunion.
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Intreduction: The influence of Wolbachia on masquito reproduction and vectar
competence has led to renewed interest in studying the genetic diversity of
these bacteria and the phenotypes they induced in mosquito vectors, In this
study, we focused on two species of Eretmapodites, namely Eretmapodites
quinquevittatus and Eretmapodites subsimplicipes, from three islands in the
Comeros archipelago (in the Southwestern Indian Ocean).

Methods: Using the CO! gene. we examined the mitochondrial genetic diversity
of B79 Eretmapodites individuals from 54 sites. Additionally, we investigated
the presence and genetic diversity of Wolbachia using the wsp marker and the
diversity of five housekeeping genes commonly used for genotyping through
Multiple Locus Sequence Typing (MLST).

Results and discussion: Overall, Er. guinguevittatus was the most abundant
species in the three surveyed islands and both mosquite species occurred in
sympatry in most of the investigated sites. We detected a higher mitachondrial
genetic diversity in Er. quinguevittatus with 35 reported haplotypes (N =
615 specimens, Hd = 0481 and = = 0002 while 13 haplotypes were
found in Er. subsimplicipes (N = 205 specimens, Hd = 0338 and 7 =
0.001), this difference is likely due to the bias in sampling size between
the two species, We report for the first time the presence of Wolbachia
in these two Eretmapodites species, The prevalence of Wolbachia infection
varied significantly between species, with a low prevalence recorded in Er.
quinquevittatus (0.8%, N = 5/627] while infection was close to fixation in Er.
subsimplicipes (B7.7%, N = 221/252). Both male and female individuals of the
two mosguito species appeared to be infected. The analysis of MLST genes
revealed the presence of two Wolbachia strains corresponding to two new strain
types (5Ts) within the supergroups A and B, which have been named wEretA and
wEretB. These strains were found as mono-infections and are closely related,
phylogenetically, to Waolbachia strains previously reported in Drosophila species.

01 frontiersinorg
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Finally, we demonstrate that maternal transmission of Wolbachia is imperfect in
Er. subsimplicipes, which could explain the presence of a minority of uninfected
individuals ir the field.

EEYWORDS

Wolbachia,

Eretmapodites

guinguevitiatus, Eretmapodites subsimplicipes,

mitochondrial genetic diversity, Comoros archipelago

Introduction

Endosymbiotic bacteria are of increasing interest due Lo their
impact on the biology of arthropods. Some of these bacteria are
known to be essential for the evolution of their hosts enabling them
to adapt to new ecological niches (Douglas, 1998). Other bacteria
provide selective advantages depending on the ecological contexts
by providing for example protection against predators (Tsuchida
et al,, 2010} or pathogens (Ol
2005; Hedges et al, 2008 Teixeira et al, 2008; Jaenike et al,
2010). In addition to these posilive effects, endosymbiotic bacteria
are also sellish elements that can manipulate the reproduction
of their hosts to increase their own fitness (Duron et al, 2008).
This is the case for the bacteria Wolbachia which are associated
with various reproductive manipulation phenotypes in arthropods

er et al, 2003; Scarborough et al.,

Wolbachia are maternally inherited  alpha-proteobacteria
commonly found in arthropods and filarial nematodes (Werren
2008). These bacteria are estimated to be present in
up to 66% of insect species (Hilgenboecker et al, 2008; Zug
and Hammerstein, 2012; Weinerl et al, 2015), thus probably
representing the most abundant endosymbiont deseribed (o date.
Waolbachia exibit high genetic diversity and have been classified
into 17 phylogenetic groups or supergroups (A to Q) (Baldo el al.,
2006; Paraskevopoulos et al., 2006; Bordenstein et al, 2009; Hos
et al, 2009; Glowska et al, 2015). The widespread distribulion
of Wolbachia is primarily attributed to their impact on the
reproductive biology of their hosts. In arthropods, Wollachia
manipulate host reproduclion by biasing the sex ratio toward
females (the transmitting sex), or by causing sterility through a
phenomenon known as cytoplasmic incompatibility (CI) (Werren
el al, 2008). Cytoplasmic incompatibility results from sperm-
egg incompatibility occuring when Wolbachin-infected males
mate with either uninfected females or females infected with
an incompalible Wolbachia strain, resulting in high embryonic
maortality reaching up to 100% in certain mosquito species (Laven,
1951; Werren et al., 2008; Atyame et al, 2014). This phenotype is
cthmm.un]y ohserved in ar‘lhrapods (Shropshire et al., 2020; Turelli
et al., 2022) including in mosquito veetors (Sicard el al, 2019).

Aside from the manipulation of reproduction, Wolbachia
can also impact the vector competence of mosquitoes, which
refers to their ability to become infected with and transmit a
pathogen. Wolbachia have shown to provide protection against
major mosquila-borne pathogens like Dengue wvirus (DENV),
Chikungunya virus (CHIKV) or Plasmodivm infections (Moreira
et al, 200% Bian et al, 20010, 2013% Hoffmann et al, 2011;
Walker et al, 2011; Aliota et al, 2016 20186).

et al,

Dutra et al,
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However, Waolbachia can also be linked to increased pathogen
transmission in some cases (Hughes et al., 2012 Dodson et al,
2014y Zele et al, 2014), Because of Wolbachia’s influence on both
mosquito reproduction and vector competence, these bacteria are
increasingly seen as promising tools for mosquito and mosquito-
borne diseases control (Bourtzis ot al., 2004). In recent years, there
has a growing number of studies focusing on the genetic diversity
of Wolbachia and their associated phenotypes in mosquito vectors
(Sicard et al, 2009). Wolkachia have been well studied in various
medically importance mosquito species of such as Culex pipiens
piptens and Culex pipiens quinguefasciatus (Duron et al., 2005;
Atyame et al, 2011, 2014; Dumas et al,, 2013), Aedes albopicius
(Kambham
2010y Zouache et al, 2011), as well as more recently in Aropheles

et al., 1993; Armbruster et al, 2003; Tortosa et al.,

species (Balding et al., 2014; Ayala et al., 2019) and Aedes aegypti
(Coon et al, 2016; Thongsripong et al., 2018). However, there have
been limited studies on the presence of Walbachia in mosguitoes of
the Eretmapadites genus (Tokash-Peters et al, 2022; Osuna et al,
2023), despite their role in the arbovirus transmission {arthropod-
borne viruses) (Bamou et al,, 2021; Cétre-Sossah et al,, 2023).
Mosquitoes the Eretmapodites  genus  (Theobald,
1901) (subfamily: Culicinae; tribe: Aedini) are exclusively
Afrotropical species occurring in continental Africa (Harbach,
2007), Madagascar (Tantely et al., 2016), and in the islands of the
Comoros archipelago (composed of four volcanic islands: Grande
Comore, Mohéli, Anjouan and Mayotte) within the Southwestern
Indian Ocean (Le Goff et al, 2014; Boussés et al, 2008). A total
of 51 Eretmapodifes species have been described so far (hips/
maosquito-taxonomic-inventory, accessed in November 2023)
(Har

el

from

ch, 2013), most (32 species) from Cameroon (Bamou
. 2021), while cnl:,- four species are known in Madagas:ar
(Tantely et al, 2016), and two species are reported in the Comoros
archipelago (Le Goff et al., 2004; Boussés et al., 2018). Erefrmapodites
species are mostly found in forested areas but some species are
also adapted to rural and peri-urban environments (Le Goff et al,,
. 2021). Along with their
aggressive daylime biting behavior, these mosquitoes are known

2014; Boussés et al, 2008; Bamou et al
to bite both animals and humans {Musz et al., 2020); as a result
they have the potential to serve as bridge vectors of pathogens
between animals and humans. Different arboviruses such as
Rift Valley fever virus (RVFV), Semliki Forest virus (SFV), or
CHIKV have been detected andfor isolated from Erefrmapodites
mosquitoes [review in Bamouo et al. (2021)]. In addition, some
studies have described the ability of Eretmapodites mosquitoes to
transmit arboviruses under laboratory conditions. For example,
Bauer (1928) showed that Eretmopodites chrysogaster is able to
transmit the Yellow Fever virus (YFV), The study of Mcntosh
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and coworkers {(Mclntosh et al, 1980) demonstrated the ability
of Eretmapodites quinguevittatus to transmit the RVFV. Likewise,
it has been recently shown that Eretmapodites subsimplicipes is
a competent vector for the transmission of RVFV (Cétre-Sossah
ct al., 2023). Despite the medical interest of Eretmapodifes species,
the biology, ccology and genetics of these mosquitoes remain
poorly investigated.

In this study we focused on two Eretmapodites species, namely
Er. quinguevittatus and Er. subsimplicipes, from three islands in
the Comoros archipelago: Grande Comore, Moheli and Mayotte.
We used molecular identification to determine the abundance of
cach mosquito species on the surveyed islands, Then, we examined
the presence of Wolbachia in both Eretmapodites species through
the presencefabsence of the Wolbachia surface protein gene wsp
(Braig et al.. 1998), The genetic diversity of the detected Wolbachia
was further characterized by sequencing the wsp gene and the five
housckeeping genes developed for the Wolbachia typing (MLST)
(Baldo ct al.,
of Walkachia in a laboratory colony of Er, subsimplicipes. The role

2006). Finally, we examined the vertical transmission

of Wolbachia in the evolution of Eretimapodites species is discussed.

Materials and methods
Mosquito sampling

Adult Eretmapodites specimens were collected in 2009 (March
to May and November to Decemnber) from 54 natural breeding sites
on three islands of the Comoros archipelago (in the Southwestern
Indian Ocean): Grande Comore {18 sites), Mohéli (eight sites), and
Mayotte (28 sites) (Figure 1; Supplementary Table 1), Larvae were
also collected in the site Bambo Est on Mayotte in March 2019
and March 2022 to establish a laboratory colony for testing vertical
transmission of Wolbachia (see below). Adult mosguitoes were
captured using portable clectric aspirators (BioQuip InsectaVac
aspirator, Bioquip, CA). Collected adults were introduced in cages
(16 % 16 % 16cm) and brought to the laboratory where they were
sorted by sex and individually stored in 1.5ml tubes at —80°C
(for samples from Mayotte) or in 70% ethanol (for samples from
Grande Comore and Mohéli) until morphological identification
and molecular analyses.

Mosquito identification

The larvae and adults of Eretmapodites from the Bambo Est
site (Mayotte) and collected in March 2019 and March 2022 were
identified morphologically using taxonomic keys (Edwards, 19413
Hopkins, 1952; Service, 1990), The larvae of Er. quinguevitiatus
have a characteristic thick, heavily chitinized 3-VIII seta and,
in adults, the scutum is decorated with five parallel bands
of dark scales on a yellow-brown background. The larvae of
Er. subsimplicipes are easily distinguished from those of Er
quinguevittatus by lateral setae of abdominal segments [-VI
inserted on a sclerotized conical tubercle and, in adults, a more
homogeneous scutum devoid of such dark bands. Molecular
identification of species was realized on larvae and all collected
adult specimens through PCR amplification and sequencing of
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a 658 bp fragment of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
subunit 1 encoding gene (COF) (Folmer et al., 1994) (primers listed
in Supplementary Table 2), DNA extraction, PCR, and sequencing

were performed as described below.

Wolbachia genotyping

Waolbachia detection was performed in all sampled adults
using PCR targeting the surface protein gene wsp (Braig et al,
1998} {Supplementary Table 2) which is more variable than the
slowly evolving 165 rRNA gene (Zhou et al, 1993). For wsp-
positive samples, Wolbachia were genotyped by sequencing the
wip gene and the five MLST loci: coxA, flipA, ftsZ, gatB and hepA
{Baldo et al, 2006) (Supplementary Table 2), For all individuals
in which Wolbachia DNA could not be amplified, the quality
of the DNA template was checked by the amplification of
the COI gene.

PCR amplification and sequencing

DNA was extracted from individual mosquiloes using the
OQlAcube HT robotic workstation and the associated Cador
Pathogen 96 QLAcube HT Kit (Qiagen) following manufacturers
recommendations, eluted with 100 pl AVE buffer (Qiagen)
and eventually stored at —20°C until molecular investigations.
PCRs were performed with 05 ng of genomic DNA in a
25 pl final velume reaction containing 8.5 pl of water, 12.5
ul of f'mTaq'—E G2 HotStart Green Master Mix (Promega),
and 1 pl of each primer (10pM) (Supplementary Table 2)
All PCR programs included an initial denaturation step at
95°C for Smin, followed by 36 eycles (30 eyeles for the COT
gene) al 94°C for 30s, 52°C—59°C for 60s and 72°C for
0%, and a final elongation step at 72°C for 7min. Amplified
DNA fragments were ran on 1.5% agarose gel electrophoresis
stained with 1X GelRed™ (Biotium Inc) and wisualized
under ultraviolet light. PCR products were Sanger sequenced
on both strands {Genoscreen, Lille, France). Only unique
generated submitted to GenBank under
the following accession numberss OR282837-OR282884,
OR296528-0R296530, OR2%6531-0R296533, OR2I96534-
OR296536, OR296537-0R296539, OR296540-0R296543, and
OR296544-0R296547 for COI, coxA, fbpa, ftsZ, gatB, hepA, and

wip, respectively.

SEI.IUEHL'EE Were

Sequences

All sequences were visually inspected and manually edited
using Geneious Prime v.20222.2 (Kearse et al, 2012 For
the COI gene, comparisons with public sequences were
performed wsing basic local alignment search tool (BLAST)
{www.nebinlm.nih.gow/BLAST, accessed on 28 July 2023) from
GenBank. The mitochondrial haplotype diversity (Hd) and
nucleotide diversity () were calculated in the software DnaSP
v6.12.03 (Rozas et al, 2017). For Welbachia genes, the generated
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FIGURE 1

Maps showing the abundance of Eretmapadites guinguevittatus and Eretmaponites subsimplicipes (A) and the prevalence of Walhachia in field
populations of Er. subsimplicipes (B) in three iglands of the Comoros archipelago [Grande Comore, Mohéli and Mayotte), Mosgquitoes were sampled
as adults and identified with the sequencing of the mitochondrial SO gene. The prevalence of Walbachia is based on the presence/absence of the
wip gene. Only sites with more than five individuals are chown (see Supplementary Table 1 for more detailsh.

sequences were compared with data available in the Wolbachia
MLST database (https://pubmist.org/organisms/wolbachia-spp,
accessed on 03 August 2023) (Jolley et al. 2018). For each
MLST gene, a new allele was considered if there was at least one
nucleotide difference with alleles already present in the pubMLST
database, Thereafter, the combination of alleles allowed identifying
the Sequence Types (515) among those existing or to propose
new 515,
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Phylogenetic analysis

Phylogenetic relationships were evaluated for Erefrmapodites
€Ol and Wolbachia genes. Only unique mitochondrial haplotypes
and bacterial alleles were included in the analyses, For Wolbachia,
phylogenetic analyses were conducted for each of the six sequenced
genes and on all five MLST concatenated genes (coxA, fipA, fisZ,
gath, and hecpd, in this order). The phylogenies were constructed
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with data from Baldo et al, (2006). For each data set, the best-fitting
maodel of sequence evolution was determined using jMoldel Test
v.2.1.4 (Darriba et al,
were performed using MrBayes v.3.2.3 (Ronquist et al., 2012). For

2012), Then, phylogenetic constructions

cach phylogeny, the analysis corresponded to two independent
runs of four incrementally heated Metropolis Coupled Markoy
Chain Monte Carlo (MCMCMC) starting from a random tree.
The MCMCMC was run for 10 million generations with trees and
associated model parameters sampled every 100 generations. The
convergence level was accessed with an average standard deviation
of split frequencies inferior to 0,05, The 10% initial trees for each
run were discarded as burn-in and the phylogeny along with
paosterior probabilitics were obtained from the remaining trees. The
resulting Bayesian phylogeny trees were visualized and annotated
with FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014),

Vertical transmission of Wolbachia

Since only the Er. subsimplicipes species could be reared from
larvae collected in the Bambo Est site (Mayotte) in March 2019,
we used it to examine the vertical transmission of Wolbachia. Field
larvae (Fy generation) were brought to the laboratory and kept
alive in the insectary where they were identified morphologically
and maintained under standard rearing conditions (27°C and
80% relative humidity with a 12h:12h photoperiod). Larvae were
supplied every 2 days with yeast tablets and adults were fed with
10% sucrose solution. To get eggs and ensure the maintenance
of mosquitoes, females were blood-fed wsing a Hemotek feeding
system (Hemotek Limited, GreatHarwood, UK) with defibrinated
cow blood. The eggs of the next generation (F; generation) were
collected and reared to adulthood. The amplification process
was performed over four generations (F; generation) to increase
the number of females for the experiment. Then, the vertical
transmission of Walbachia was assessed using fernales and males
from the established laboratory colony. Females of the Fy
generation were allowed to mate in the laboratory with males from
the same colony. After mating, the females were blood-fed and
individually isolated to lay eggs. Then, the presence of Wolbachia
was tested for each female by PCR using the wsp gene as described
above. The offsprings from each Wolbachia-infected female were
kept alive until adulthood and males and females were screened for
the presence of Wolbachia.

Results

Eretmapodites quinquevittatus is more
abundant than Eretmapodites
subsimplicipes

Larvae and adults collected in the site Bambo Est (Mavotte) in
March 2019 and March 2022 were morphologically identified as Er.
subsimplicipes, COI sequencing of these morphologically identified
specimens showed a closed match with the published sequence of
Er. subsimplicipes from Mozambique (GenBank accession number:
LCa64011, 99.8%—100.0% percentage of identity based on 633
bp), thus confirming the identification of our specimens. We
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then sequenced a total of 879 mosquitoes (655 females and 224
males) from Grande Comore (N = 327), Mohéh (N = 195),
and Mayotte (N = 357). The comparison of the obtained COJ
sequences with the GenBank database indicated the presence
of two Erctmapodites species: Er. guinguevittatus (GenBank
accession  number:  LO6640049, 98.4%—100,0% percentage of
identity based on 629 bp) and Er. subsimplicipes (GenBank
accession  number: LCo64011, 99.7%—100,0% percentage  of
identity based on 633 bp). Among the sequences, 71.3% (N =
627/879) and 28.7% (N = 252/879) belonged to Er, guingquevittatus
and Er, subsimplicipes, respectively (Supplementary Tables 1, 3).
Eretmapodites quinguevittatus appeared more common than Er,
subsimplicipes in all three investigated islands (Figure 1A). Both
Eretmapodites species were found in sympatry in 31 out of 54
sampled sites (seven sites in Grande Comore, seven sites in Mohéli
and 17 sites in Mayotte), while Er. quinguevittatus was found alone
in 22 sites (11 sites in Grande Comore, one site in Mohéli and ten
sites in Mayotte) and Er. subsimplicipes alone at one site (Bambo
Est) on Mayotte (Supplementary Table 1),

Higher mtDNA polymorphism in Er.
quinguevittatus

Among the 627 Er. quinguevittatus specimens, COJ sequences
with good qualities (i.e., 658 bp with no ambiguities) were
obtained for 615 samples leading to 35 haplotypes (Figure 14;
Supplementary Table 4). Pairwise nucleotide identity between
the haplotypes ranged from 982% to 999%. The overall
haplotype diversity (Hd) and nucleotide diversity () values
were 0,481 and 0.002, respectively. The most frequent haplotype
[EQ_HO0I, found in 71.4% of sequences (N = 439/615)] was
also the most widespread in all three islands (Figure IA;
Supplementary Table 4). The second most frequent haplotype
(EQ_H27, scored in 43 specimens) was geographically restricted
to Mayotte (Supplementary Table 4). OF the 35 haplotypes, four
haplotypes were shared by all three islands (EQ_HO01, EQ_H10,
EQ_HIL, and EQ_H14), two haplotypes (EQ_H02 and EQ_HO7)
were shared by Grande Comore and Mohéli, one haplotype
(EQ_H16) was common to Grande Comore and Mayotte, and
no commaon haplotype was detected between Mohéli and Mayotte
(Supplementary Table 4). On Grande Comore, 18 haplotypes
were found whereas the number of haplotypes was similar
between Mohéli and Mayotte (14 haplotypes on each island).
A total of 11, eight and nine haplotypes were unique on
Grande Comore, Mohéli and Mayotte, respectively (Figure 24;
Supplementary Table 4).

COI good quality sequences were obtained for 205 of
the 252 Er. subsimplicipes samples leading to 13 haplotypes
(Figure 2B; Supplementary Table 5). Pairwise nucleotide identity
between the haplotypes yielded values ranging from 99.4 to
99.9%, The overall Hd and 7 wvalues were 0.338 and 0.001,
respectively. The haplotype ES_HO1 was the most frequently
observed in the dataset, with 80.9% of specimens (N = 166/205)
and the only one common to all three islands (Figure 25;
Supplementary Table 5). The number of haplotypes was higher in
Mayotte (ten haplotypes), followed by Mohéli (four haplotypes),
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probability. The scale bar is in units of substitutions/site.

{A) Heatmap shawing the distribution of CO4 haplotypes in Eretmapoaites quinguewittatus from three islands of Comoros archipelago; (B) Heatmap
shiowing the distribution of the SO0 haplotypes in Eretmapedites subsimplicipes from the three surveyed islands; (C) Bayesian phylogenetic tree
based on OO0 gene [658 bp, 66 sequences) showing relaticnships between Er. subsimplicipes (in red] Er. quinguewttatus [in bluel mosguitoes. The
phylogenetic tree was built using the substitution model: GTR+I1+G. Only unigue mtDMA haplotypes are shown: ES_HOL o ES_H13 for Er.
subsimplicipes and ECQ_HOL o EQ_H32 for Er. quinguewittatus. Asterisks indicate mitochandrial haplotypes detected in bath Wolbachia infected and
uninfectad specimens. Mames in bold indicate specimens morphologically identified as Er. subsimypiicipes in this study. GenBank accession numbers
are indicated in brackets. The tree was reated on Toworhynchites splendans and the numbers associated with nodes indicate the posterior

ona

while the lowest diversity was observed in Grande Comore (two
haplotypes). Unique haplotypes were only found in Mayotte
{eight haplotypes) and Mohéli (three haplotypes) (Figure 25;
Supplementary Table 5).

We assessed phylogenetic relationships between the two
Eretmapodites species by incorporating the COI haplotypes
identified in the present study and those of other mosquito species
retrieved from GenBank including sequences of Eremapodites
mosquitoes:  Er.  quinguevittatus  {(GenBank: LC664009), Er.
subsimplicipes (GenBank: LC664011), Eretmapodites intermedius
{GenBank: LC507842 and MN552305), Eretmapodites chrysogaster
{GenBank: MK533645), and Eretmapodites pliolencus {(GenBank:
OP714121). The phylogenetic tree revealed that Er, quinguevittaius
and  Er. subsimplicipes  formed two  well-supported  clades
{Figure 20}, Although higher haplotype diversity was found
in Er. quinguevittatus, the genetic cluster formed by Er
subsimplicipes appears slightly more diverged than that of
Er. quinguevittatus.
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Lower prevalence of Wolbachia in Er.
quinguevittatus than in Er. subsimplicipes

The 879 FEretmapodites mosquitoes were  sereened  for
Wolbachia infection based on the detection of the wsp gene
by PCR. The overall prevalence of Wolbachia was 25.7% (N
= 226/879), with a significant lower prevalence detected in
Er. guinguevitfatus (0.8%, N = 5/627) as compared to Er
subsimplicipes (87.7%, N = 221/252) (Table 1) (Fishers exact
test, P = 0.001). Wolbachia infections were detected in both
males and females of both moesquite species (Table 1), In Er
quinguevitiatus, two out of the five Wolbachia infected mosquitoes
were females and three were males. In contrast, the majority
of the Wolbachia infected Er. subsimplicipes mosquitoes were
females, with 201 females and 3 males out of a total of 221
infected mosquitoes. For Er. guinguevittatus, the bacterial
infection prevalence between sites ramged from 0.0% to 7.7%
with the five Wolbachio-infected specimens detected from five
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TABLE1 Prevalence of Wolbachia in Eretmapodites quinguevittatus and Eretmapodites subsimplicipes in three islands of the Comoreos archipelago,
based on presence/absence of the wsp gene and according to the sex of mosguitoes.

Eretmapodites quinguevittatus

Prevalence of Wolbachia in %

Eretmapodites subsimplicipes

Prevalence of Wolbachia in %

Grande Comore All 317 0.7 {27303} 97.1 (22424}
Females 204 0.5 (1/1688) 05 (19421}
Males 118 0.9 {1/115) 1000 (3/3)

Mohéli All 195 0.8 (17131} #5.9 (55/64)
Females 126 0.0 (62} 85.9 (35/64)
Males I 1.4 (1769}

Mayotte All 357 1.02/193) BB (1447164)
Females ] 06 (1/156) ATA (1447164)
Males a7 27 (13T}

Total All &74 0.8 (5/827) 87.7 [221/252)
Females 655 0.5 {2/406) 7.6 (118/249)
Males 124 L4 (32213 1000 [3/3)

W = total numbser of mosquities examiid,

sites: two sites in Grande Comore, one site in Mohéli and two
sites in Mayotte (Supplementary Table 1), For Er. subsimplicipes,
Wolbachia-positive  specimens were detected in all but one
site (the Iconi site on Grande Comore, N = 32 sites with Fr.
subsimplicipes specimens) and infection prevalence ranged from
50.0% to 1000% including in siles with a large number of
samples (Figure 1B; Supplementary Table 1). For both mosquito
species, Wolbachia infection prevalence did not significantly vary
according o the sampled islands (Fisher's exact tests, all P = 0.7)
(Supplementary Table 1).

Two Welbachia A and B supergroups
occurred in Er. quinguevittatus and Er.
subsimplicipes

The sequencing of the wsp gene in Er. quinguevittatus
and Er. subsimplicipes revealed the presence of two Wolbachia
supergroups A and B in each Eretimapodites species (Figure 5). For
Er, guinguevittatus, three samples out of the five Wolbachia-
infected  were  successfully  sequenced and  one  sample
bclongw:d to supergroup A while two samples bclongw:d to
supergroup B (Figure 3; Supplementary Table 3), Cunccrni.ng
Er. subsimplicipes, the sequencing of the wsp gene was succeful
for 218 out of the 221 samples. Almost all of these samples
(N = 217/218) belonged to supergroup A and one sample
to supergroup B. When comparing the 218 wsp sequences
of supergroup A (217 sequences for Er. subsimplicipes and
one sequence for  Er ne  polymorphism
was noted, a unique wsp allele shared by the two mosquito
species was observed (Figure 3; Supplementary Table 3), The
analysis of the three wsp sequences from SUpergroup B (two
sequences for Er. guinguevitfafus and one sequence for Er

quinguevittatus),
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subsimplicipes) also revealed one wsp allele shared by both
Eretmapodiles species.

As the wsp gene alone is not relevant for a reliable genotyping
of Welbachia strains due to recombination in Waolbachia genomes
(Jiggins et al, 2001; Bordenstein and Wernegreen, 2004; Baldo
el al, 2006; Atyame et al., 2011), we sequenced the five Wolbachia
MLST genes coxd, fbpd, fisZ, gaiB and hepA. The sequences of
the five MLST genes were not obtained systematically for each
of the 226 Wolbachia-infecled Erelmapodites mosquitoes. Indeed,
PCR amplifications have failed for some genes (particulacly fhpa)
in certain samples, possibly due to mutations in the targeted
primers sites. Additionally, since we used universal degenerated
primers (Baldo el al, 2008), it may have been possible to improve
our protocols o inerease amplification success lor Eretmapodites.
Ultimalely, we obtained 214 sequences for coxd, 114 sequences
for fhpA, 210 sequences lor gatB, 177 sequences for hepA and
214 sequences lor fstZ. We confirmed the presence of Wolbachia
strains belonging to supergroups A and B with each of the five
MLST genes (Supplementary Figures 1-5; Supplementary Table 3).
We found two alleles for four of the five genes (coxd, fhpd,
fisZ and gatB), one allele belonging lo supergroup A and
the other one to supergroup B ({Supplementary Figures 1-4;
Supplementary Table 3). The most polymorphic locus was hepad
with three alleles, two alleles for supergroup A and one allele for
supergroup B (Supplementary Figure 5; Supplementary Table 3).
The two hepd alleles falling in the supergroup A were genetically
close, with 99.8% pairwise identity based on 476 bp. Our
data do not support co-infection by Wolbachia strains from
supergroups A and B. None of the five MLST genes could be
amplified in the single Er. quingueviltatus sample infected with a
Waolbachia strain from supergroup A. Therelore, using the MLST
genes, we detecled supergroup A only in Er. subsimplicipes and
supergroup B in both Er. subsimplicipes and Er. quinquevillatus
(Supplementary Figures 1-5; Supplementary Table 3). As observed
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with the wsp gene, all MLST alleles were shared by the two mosquito
species within supergroup B (Supplementary Figures 1-5).
Comparison of allelic polymorphism with pubMLST dalabase
revealed that within the supergroup A, alleles identified in
the present study for coxA, fhpA, fisZ, and hepAd are new
with the exception of the gatB allele matching with allele #49
(Supplementary Table 6). The coxA allele showed a close match
with allele #173, the fhpA allele with allele #60, the fisZ allele
with allele #52, and the two hepA alleles were genelically closely
related 1o allele #11 (Supplementary Table 6). The combination
of the five alleles resulted in a new Wolbachia strain type,
which we named “wEretd” For supergroup B, all observed
alleles for the five MLST genes are already present in the
pubMLST database. Indeed, coxA, fbpa, fisZ, gaiB, and hepA alleles
matched with alleles #281, #453, #244, #2383, and #309, respectively
(Supplementary Table 6). However, no Walbachin strain type was
assigned to the combination of these five alleles in the pubMLST
database. Hence, we considered this Wolbachia strain lype as
new and named it “wEretB.” The MLST allelic profiles of
wEretA and wErelB appeared genetically different from those of a
Wolbachia strain previously described in the species Eretmapodites
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chrysogaster [rom Cameroon for which coxA matched with #275,
fi1sZ matched with #2106, and fbpA matched with #6 (Osuna
el al, 2023). Using complete MLST profiles obtained lor 84
mosquitoes (83 Er. subsimplicipes and one Er. quingueviltalus),
we peﬂ‘ormcd a ph]-]agen:lic anal}'sis based on the 2,079 bp
concatenaled sequences of the five MLST genes. Il appears that
Walbachia strains wEretA (infecting Er. substmplicipes) and wErelB
(infecting both Er. substmplicipes and Er. quinguevittatus) form
two robust monophyletic clades within A and B supergroups,
respectively (Figure 4). wEretA is genetically closely related to
wDorl and wDneo infecting Drosophila orientacea and Drosophila
neotestacea, respectively (Figure 4). wEretB is closely relaled 1o
wha infecting Drosophila simulans (Figure 4). In summary, MLST
data revealed that (i) wEretA is restricted o Er. subsimplicipes
(83 complete MLST allelic profiles) and (it} wEretB infects both
Er. subsimplicipes and Er. quingueviitatus (1 complete MLST
allelic profile each) (Figure 4; Supplementary Table 3). Finally,
we examined the evolution of the diversity of Wolbachia in
their hosts by comparing the concatenated MLST phylogeny
and the COI phylogeny from different host species ineluding
in Er. subsimplicipes and Er. quinguevittalus. No congruence
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between Walbachia and COI phylogenies was shown (Figure 5),
demonstrating that Welbachia mainly use horizontal transfers to
spread in their hosts.

Wolbachia is maternally inherited in Er.
subsimplicipes

To assess maternal transmission of Wolbachia in Eretmapodites
maosquitoes, we focused on the species Er. subsimplicipes as it is the
only species for which we currently have a laboratory colony. We
examined the progeny of 30 wEretA infected laboratory females
{see above) based on the sequencing of the wsp gene. In general, the
number of eggs per female ranging from 4 to 61 (mean number of
32 eggs per female) (Table 2). The hatching rate of the eggs ranged
from 5% to 100%, with a mean rate of 74%, It seems that the number
of adults produced by each female is limited, as the mean rates for
eggs becoming larvae and larvae reaching the adult stage are only
15% and 26%, respectively (Table 2). A total of 131 offspring (74
males and 57 females) from the 30 investigated females were then
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screened for the presence of Wolbachia. Sixty per cent (N = 78/131)
were [ound infected (Table 2), leading to a maternal transmission
of Wolbachia ranging from 0% to 100%. Among the 30 females,
four females did not transmil Wolbachia to their offspring, the
transmission of Wolbachin was imperfect (between 6% and 88%)
for len females while perfect maternal transmission of Walbachia
(100%) was recorded for 16 lemales (Table 2).

Discussion

Using morphological and melecular methods, we confirmed
the presence of two Eretmapodites species, Er, quinguevittatus and
Er. subsimplicipes, in three islands of the Comoros archipelago
(Grande Comore, Mohéli and Mavotte) (Le Goff et al., 20143
2011 E). The two species occurred in sympatry in
the majority of investigated sites but Er. quinguevittatus was most
commonly found in the three islands. The higher abundance
of Er. quinguevittatus observed in this study may be due to
sampling biases related to the type of samples collected and
the method used for collection. In contrast to a previous study

Bousses et al,
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FIGURE 5
Comparisons between phylageny of Woibachia and phylogeny of arthrapad hiosts mitachandria (COY genel, The phylageny of Walbachia was
constructed using concatenated sequences of the five MLST genes (coxd, thpd, 52, gats, and hepdl (2,079 bp, 35 sequences), The mitachandrial

phylogery was constructed using seguences of the C

walues. The scale bar is in units of substitutians site

gene (B58 bp, 29 sequences), Only Welbachia strains for which the C
associated host species could be found in public database were used, The lettars A, B, D and F correspond to Walbachia supergroups. For SO0
phylogery, the GenBank or BOLD acceszsion mumbers are indicated in brackets, The two phylogenies were binlt with Bayesian inferencse using the
substitution madel GTR+I0G, The phylogenies were midpoint unmotéd and the numbers assaciatéed with nodes correspond Lo postenar peobability

equences of the

conducted between 2008 and 2012 in Mayotte, which found Er.
subsimplicipes to be the most frequently encountered mosquito
species on the island (Le Goff et al., 2004), our observations were
based on adult mosquitoes. The difference between our findings
and the previous study could be attributed to the fact that larvae
were sampled in the study of Le Goff et al. (2014), whereas we
focused on adult collection, It is possible that breeding sites of
Er. quinguevittatus are less accessible compared to those of Er.
subsimplicipes, which could result in sampling bias when working
with adults that have the ability to fly far away from their breeding
sites, However, it is also plausible that the distribution area of
Er. quinguevittatus in Mayotte has increased over the last past
10 years. Additionally, the sampling method used in our study,
which involved portable electric aspirators to collect resting adult
maosquitoes in vegetation and flying adults around manipulators,
may have better suited the collection of Er. quinguevittatus adults
compared to Er. subsimplicipes. Since the biology and ecology of
both species in the field are not well understood, it is possible that
this methodological difference influenced our findings. It would
be interesting in future investigations to compare the distribution
area of both Eretmapodites species in Mayotte, but also in the
other islands of the Comoros archipelago, using both larval and
adult sampling.

The mtDNA polymorphism based on the COI gene revealed
13 and 35 haplotypes in Er. subsimplicipes and Er. quinguevittatus,
respectively. In both species, we found unique haplotypes (i.e.,
encountered in only one island), suggesting different colonization
events probably from Madagascar or the east coast of Africa,
regions geographically close to the Comoros archipelago and
where both Eretmapodites species have been also identified
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(Harbach, 2007; Tantely et al., 2016), Other mtDNA haplotypes
were shared by different islands and could be the result of
a single colonization event of Eretmapodites mosquitoes (from
Madagascar or Africa) either to different islands, or to one island
followed by a secondary dispersion event in a stepping stone
maode. Such dispersion from a nearby island can be facilitated by
frequent trade between the islands of the Comoros archipelago
(Roger et al. 2014}, For example, it is well known that the
spread of the Asian tiger mosquite Ae albopictus worldwide
has been facilitated by the international trade of used tires
(Reiter and Sprenger, 1987).

The mitochondrial haplotype diversity was higher in Er.
quinguevittatus (35 haplotypes, Hd = 0,481 and 7 = 0,002, for ¥
= 615 samples) than in Er. subsimplicipes (13 haplotypes, Hd =
0,338 and 7 = 0.001, for N = 205 samples). The difference between
the two species can be explained by the sampling sizes as we found
mare Er. quinguevittatus specimens in our dataset. Alternatively, a
higher mtDNA diversity in Er. quinguevittatus could result from
a low prevalence of Wolbachia infection. Indeed, mitochondria
and Wolbachia are in linkage disequilibrium, both cytoplasmic
elements being linked through maternal cotransmission within egg
cytoplasm’s (Rasgon et al., 2006; Atyame et al,, 2011; Dumas et al,,
2013). Therefore, the spread of Wolbachia in host populations
should result in an indirect selective sweep of the mtDNA leading
to a reduction of mitochondrial diversity in Wolbachia infected
host populations (Rasgon et al., 2006; Atyame et al., 20115 Dumas
et al, 2013). In this study, we detected Wolbachia for the first
time in both Er. quinquevittatus and Er. subsimplicipes, the lowest
Waolbachia prevalence occurring in Er. quinguevittatus (0.8% vs.
87.7% in Er. subsimplicipes).
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Wolbachia infection is not fixed in any of the Erefmapodites
field populations, with Wolbachia-infected and  uninfected
specimens found within the same sampling sites. The presence
of Wolbachia-infected and uninfected specimens 15 commonly
observed in field populations of other arthropod species and can be
associated with low phenotypic manipulation but also to imperfect
maternal transmission (Werren et al., 2008). We have monitored
maternal transmission of (the most frequent) wEretA using a
laboratory colony of Er. subsimplicipes. It should be noted that it
was challenging to rear Er, subsimplicipes species under insectary
conditions and a reduced number of adult offspring was obtained
for each female. Despite this challenge, our results show that
maternal transmission of Wolbachia is imperfect or non-existent
in some females, which could explain why Wolbachia infection is
not fixed in Er. subsimplicipes field populations, COI sequencing
data is also consistent with imperfect maternal transmission in Er,
substimplicipes since identical mtDNA haplotypes are shared by
Wolbachia-infected and uninfected mosquitoes (Figure 2C),

The examined phylogenies of wsp and each of the five MLST
genes showed that both Er, quinguevittatus and Er. subsimplicipes
are infected with two Wolbachia supergroups A and B, Within
each Wolbachia supergroup, the genetic diversity was low, only
one allele bcing detected for almost all loci (except for hcpA). The
concatenated phylogcny of the five MLST genes also confirmed
the presence of two Wolbachia supergroups A and B strains
(namely wEretA and wEretB, respectively) in our dataset. In
Er. subsimplicipes, mosquitoes were infected with either wEretA
or wEretB, a]thuug'h more higher infections by wEretA than
wEretB were observed; while only wEretB was observed in Er,
quinguevittatus, The presence of two divergent Wolbachia strains
in Er. subsimplicipes can be explained by horizontal transfer
events from other arhtropod species infected with genctically
related Wolbachia such as Drasophila spp. which appeared to
be infected with Wolbachia strains closely related to the strains
wEretA and wEretB (Figure 4). Interestingly, the strain wEretB
was shared by Er. subsimplicipes and Er. quinguevittatus, Several
hypotheses can be proposed to explain this pattern. The wEretB
strain might have been present in the common ancestor of both
Eretmapodites species, and this Wolbachia strain was maintained in
both species after their divergence, but the absence of nucleotide
diversity hetween wEretB infecting both mosquito species does
not support this assumption. For instance, some difference exists
between the Walbachia strains Dinn_A and Drec_A (within the
supergroup A) infecting the genetically closely related Drosphila
species . innibula and D, recens (Figure 4). Another possibility
would be horizontal transfers of Wollachia between both mosquito
species or from other host species. The widespread distribution of
Wolbachia in arthropods 15 commonly associated with horizontal
transfers uccurrl'ng between closely related or genetically divergent
host species (Heath et al., 1999 Ahmed et al., 2016; Tolley et al.,
2019). These transfers would take place through mechanisms such
as contamination, predation, or parasitism, particularly among
species sharing the same ecological niches. Although evidence of
horizontal transfers is rare, studies have shown that such transfers
can oceur in host-parasitoid associations (Huigens et al, 2004
Ahmed et al. 2015). The lack of congruence between Wolbachia
and hosts phylogenies also support the possibility of horizontal
transfers of Wolbachia between species (Tolley et al., 2019), In our

frontiersin.arg



Gomard et al.

study, we compared the phylogenies of concatenated MLST genes
and COI, and no congruence was found (Figure 5), confirming
the potential for horizontal transfers of Walbachia between host
species. Furthermore, the success of interspecific transfers of
Walbachia via embryonic microinjections (Sasaki and Ishikawa,
2000; McMeniman et al., 2009 Hughes and Rasgon, 2014) also
supports the hypothesis of horizontal transfers of Wolbacha,
Assuming a horizontal transfer of wEretB from Er, subsimplicipes
to Er. quinguevittatus, the low prevalence of Wolbachia in Er.
quinguevittatus could be explained cither by a recent transfer
of wEretB, or by differences in phenotypes induced by this
Walbachia strain when infecting each mosquito species. This
change in phenotype expression of the same Wolbachia strain
when infecting different host species has been previously described
in Drosophila recens and Drosophila subguinaria (Jacnike, 2007),
It would be interesting for future imvestigations to examine the
phenotypes induced by the Walbachia strains wEretA and wEretB
in Er. subsimplicipes and Er. quinguevittatus to better understand
the dynamics of these bacteria in the feld. Lastly, a horizontal
transfer of wEretB might have happened through introgression
between both Erefmapodites species, Introgressions of Walbachia
have been observed in various subspecies of mosquitoes in the
Culex piprens complex, such as Culex pipiens pipiens and Culex
pipiens quinguefasciatus, which hybridize in natural environments.
This hybridization leads to subspecies sharing the same Wolbachia
strains, as determined through the Walbachia MLST genotyping
method (Atyame ct al., 2011; Dumas et al., 2013) (see also Figure 4).
This hypothesis could be tested in the future by comparing the
polymorphism in nuclear genomes of Er. subsimplicipes and Er.
quinguevittatus mosquitoes.

Conclusion

In the present study, we characterized the mitochondrial
genetic diversity of Er. quinguevittatus and Er. subsimplicipes
occurring in sympatry in three islands of the Comoros archipelago.
We also characterized the genetic diversity of Wolbachia infecting
both mosquite species and identified two new Wolbachia strains,
which have been named wEretA and wEretB. Experimental rearing
of Er. subsimplicipes revealed imperfect maternal transmission of
Waolbachia that might explain the infection patterns found in the
field. Future studies will examine the phenotypes induced by these
Wolbachia in Er. quinguevittatus and Er. subsimplicipes to better
understand their dynamics in natura. As Eretmapodites mosquitoes
are competent vectors for the transmission of arboviruses (Bamou
et al, 2021; Cétre-Sossah et al, 2023), future investigations
should alse consider the effects of wEretA and wEretB on
VeCtor Competence,
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